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RESUMO

Titulo: BIOCIDAS ANTI-INCRUSTANTES DE TERCEIRA GERACAO NAS AREAS
COSTEIRAS DO PANAMA
Autor: JAHIR ANTONIO BATISTA ANDRADE
Orientador: Prof. Dr. EDNEI GILBERTO PRIMEL
Coorientador: Prof. Dr. GILBERTO FILLMANN

O presente estudo investigou a presencga de cinco biocidas anti-incrustantes de terceira
geracdo (irgarol 1051, diuron, 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona  (DCOIT), 2-
(tiocianometiltio) benzotiazol (TCMTB), e diclofluanida) em amostras de agua do mar (fracao
total dissolvida) e sedimentos marinhos coletados nas areas costeiras do Panama
influenciadas por atividades maritimas, incluindo o Canal do Panama. Para as amostras de
agua foi empregada a técnica de extracdo em fase sélida (SPE) e para os sedimentos foi
utilizada a técnica da dispersdo da matriz em fase sélida assistida por vortex (VA-MSPD). As
andlises foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS). Ambos os métodos foram previamente padronizados e validados para
posterior aplicabilidade. TCMTB, diclofluanida e DCOIT ndo foram detectados em nenhuma
amostra da fracdo dissolvida da dgua do mar, porém, irgarol 1051 e diuron foram detectados
nas faixas de <0,3 a 5,0 ng L e de <2,7 a 70,0 ng L, respectivamente. No sedimento, TCMTB
e diclofluanida nédo foram detectados em nenhuma amostra, mas concentracdes nas faixas de
<0,25 a 2,83 ng g™ para o irgarol 1051; 2,42 a 14,06 ng g para o diuron; e 2,42 a 81,60 ng g*
para o DCOIT foram detectadas. Os niveis de DCOIT foram associados a presenca de
particulas de tintas anti-incrustantes em duas amostras de sedimentos. Embora focos de
contaminacdo tenham sido identificados em areas influenciadas por marinas, portos e na
entrada do Canal do Panama, os niveis de irgarol 1051 e diuron em amostras de 4gua do mar
foram menores que os limites estabelecidos pelo Padrdo de Qualidade Ambiental (EQS) do
Reino Unido. Em contraste, niveis de irgarol 1051 e diuron em duas amostras de sedimentos
foram maiores do que o EQS proposto pelas autoridades holandesas e norueguesas,
sugerindo que efeitos toxicos podem estar ocorrendo em comunidades de corais e organismos
bentbnicos. O presente estudo representa apenas uma avaliacdo preliminar do estado de
contaminagao por biocidas anti-incrustantes, sendo necessaria uma avaliagdo mais abrangente
para estimar os riscos associados a exposicdo em longo prazo destes contaminantes nos

ecossistemas costeiros do Panama.
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The present study investigated the presence of five booster biocides (irgarol 1051,
diuron, (2-thiocyanomethylthio)benzothiazole (TCMTB), 4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothiazolin-3-
one (DCOIT) and dichlofluanid) in seawater (dissolved fraction) and surface sediments samples
from coastal areas of Panama influenced by marine activities, including the Panama Canal.
Solid Phase Extraction (SPE) was used for seawater samples and Vortex-Assisted Matrix-Solid
Phase Dispersion (VA-MSPD) was used for surface sediments samples. Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) was applied for the quantification of
target analytes. Both methods were previously standardized and validated for later applicability.
TCMTB, DCOIT and dichlofluanid were not detected in any seawater sample (dissolved
fraction), while irgarol 1051 and diuron were found in four out of thirteen areas (<0.3t0 5.0 ng L
L and <2.7 to 70 ng L™, respectively). In sediments, TCMTB and dichlofluanid were not detected
in any sample, however, irgarol 1051 levels ranged from <0.25 to 2.83 ng g, diuron from 2.42
to 14.06 ng g™ and DCOIT from 2.42 to 81.60 ng g™. The levels of DCOIT were associated with
the presence of antifouling paint particles in the two sediments samples. Although the hotspots
were identified in areas influenced by marinas, ports and entrance of Panama Canal, diuron and
irgarol 1051 levels in seawater samples were all lower than the threshold levels set by the
Environmental Quality Standard (EQS) of United Kingdom. In contrast, diuron and irgarol 1051
levels in two sediment samples were greater than EQS proposed by Dutch and Norway
authorities suggesting that toxic effects may be occurring in marine organisms, especially in
coral reef communities and benthic organisms. However, this is only a snapshot of the status of
coastal areas contamination by antifouling booster biocides and a more comprehensive

assessment is needed to assess risks associated to long term exposure.



1. INTRODUCAO

Entende-se por incrustacdo marinha a comunidade de micro-organismos, algas
e/ou animais que se instalam e crescem nas superficies externas de objetos naturais
ou artificiais submergidos ou semi-submergidos em ambientes aquéticos. Este
processo bioldgico estd presente em todos os ambientes marinhos e € um grave
problema para a industria naval (DAFFORN et al., 2011).

Para combater esse problema foram desenvolvidas tintas anti-incrustantes, as
quais tém em sua composicdo compostos quimicos denominados biocidas.
Considerando o tipo de biocida empregado na formulacéo das tintas anti-incrustantes,
bem como o periodo histérico em que foram utilizadas, as mesmas podem ser
classificadas em trés geracfes (CASTRO et al., 2011). Em meados do século XX, os
oxidos de cobre e de zinco foram os primeiros compostos utilizados regularmente em
tintas anti-incrustantes sendo entdo denominados biocidas de primeira geragdo. Porém,
estas tintas apresentavam pouca durabilidade (um ano) perdendo eficiéncia contra a
incrustacdo (DAFFORN et al., 2011).

Nos anos sessenta, a industria naval desenvolveu tintas anti-incrustantes a base
de compostos organoestanicos como principio ativo, entre eles o tributilestanho (TBT,
do inglés tributyltin) e o trifenilestanho (TPT, do inglés triphenyltin), as quais sao
conhecidas como tintas anti-incrustantes de segunda geragdo (YEBRA et al., 2004;
CASTRO et al., 2011). Estas tintas apresentavam grande eficiéncia, durabilidade, e no
auge da sua utilizacdo chegaram a recobrir 90% da frota mundial. No entanto, diversos
estudos revelaram que os compostos organoestanicos causam uma ampla gama de
efeitos toxicos em organismos ndo alvo (desde bactérias até mamiferos) (ALZIEU,
2000; BANGKEDPHOL et al., 2009; SWENNEN et al., 2009) e, por isso, a utilizagéo de
compostos organoestanicos em tintas anti-incrustantes foi banida pela Organizacao
Maritima Internacional (IMO, do inglés International Maritime Organization). O processo
de banimento teve inicio em 2003 e foi estabelecido o prazo limite até setembro de
2008 para remocéao desses revestimentos de estruturas em operacéo (IMO, 2008).

Devido ao banimento dos compostos organoestanicos pela IMO, a indastria

naval comecgou a utilizar novamente metais como principio ativo em formulacbes de



tintas (CASTRO et al.,, 2011). Porém, metais (tais como cobre e zinco) ndo sao
suficientemente eficientes para prevenir todas as formas de incrustacao bioldgica, e
requerem biocidas de reforco (booster biocides) para uma efetiva protecdo dos cascos
das embarcacdes (MUKHERJEE et al., 2009). Assim, tintas anti-incrustantes de
terceira geracdo contem biocidas de reforco, empregando até quatro diferentes
compostos organicos ou/e organometalicos (THOMAS e BROOKS, 2010; CASTRO et
al., 2011). Entre os biocidas de reforco atualmente utilizados estdo o irgarol 1051,
diuron clorotalonil, diclofluanida, TCMS piridina, TCMTB, DCOIT, zinco e cobre
piritiona, tiram, ziram, maneb e zineb, dentre outros (CASTRO et al., 2011).

Alguns destes biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes de terceira geracao,
como o irgarol 1051 e o diuron, também apresentam certa toxicidade para organismos
aguaticos (DAFFORN et al., 2011). Devido este fato na Suécia, Franca, Reino Unido e
Dinamarca, os mesmos foram banidos para utilizacdo em embarcacdes menores de 25
m por apresentarem efeitos nocivos sobre o crescimento de organismos fotossintéticos
nao alvo (KIM et al., 2015).

Considerando que o0s biocidas presentes nas tintas anti-incrustantes sao
liberados para a coluna de agua e podem ser acumulados nos sedimentos superficiais,
existe uma preocupacdo ambiental quanto aos niveis que podem estar presentes
nesses compartimentos. As areas frequentemente impactadas por estes biocidas séo
regibes com intensas atividades maritimas, destacando assim zonas costeiras sob a
influéncia de terminais portuarios, marinas, canais de navegacdo e estaleiros
(BOWMAN et al., 2003; ABREU, 2016).

Recentemente estudos sobre niveis de contaminacdo de biocidas anti-
incrustantes de terceira geracéo tém sido publicados em diversas partes do mundo em
matrizes como a agua do mar e sedimentos superficiais. Estes estudos incluem paises
como a Coréia do Sul (KIM et al., 2014; KIM et al., 2015), Estados Unidos
(SAPOZHNIKOVA et al., 2013), Espanha (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011b;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011c), Ird (SALEH et al., 2016), Malasia (ALI et al.,
2013) e Brasil (DINIZ et al., 2014; DOMINGUEZ et al., 2014).

Entretanto, no Panama, apenas um trabalho foi publicado em relacdo a
contaminagdo por biocidas anti-incrustantes de segunda geracdo. Nesse estudo o

imposex foi observado em todas as espécies de moluscos gastropodes examinados a



partir da entrada do Canal do Panama, e em todos o0s casos, a frequéncia e efeito do
imposex aumentaram com a proximidade do Canal. (LI e COLLIN, 2009). Além disso,
até o momento nenhum estudo quantificou a ocorréncia de biocidas anti-incrustantes
em amostras de 4gua do mar e sedimentos superficiais em areas costeiras do Panama.
O Panama tem uma posicdo geografica estratégica para o comercio internacional
devido a presenca do Canal do Panama, e é reconhecido como uma das zonas de
navegacéo mais movimentadas do mundo. Portanto, € de grande importancia avaliar a
contaminagao por biocidas anti-incrustantes nas regides onde ocorre grande atividade

maritima no Panama.



2. OBJETIVOS

2.1.

Geral

Realizar um diagndstico preliminar dos niveis de contaminacao por biocidas anti-

incrustantes de terceira geracao (irgarol 1051, diuron, TCMTB, DCOIT e diclofluanida)

em amostras de aguas marinhas e sedimentos superficiais em areas sob a influéncia

de atividades maritimas do Panama.

2.2.

Especificos

Padronizar um método de preparo de amostras através da técnica de extracao
em fase solida (SPE) e analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) para determinacdo de
biocidas anti-incrustantes de terceira geragdo em amostras de aguas marinhas e
estuarinas;

Padronizar um método de preparo de amostras através da técnica da dispersdo
da matriz em fase sélida assistida por vortex (VA-MSPD) e andlise por LC-
MS/MS para determinacéo de biocidas anti-incrustantes de terceira geracao em
amostras de sedimentos superficiais;

Validar os métodos propostos conforme os parametros de desempenho da
SANTE e INMETRO;

Avaliar a contaminagdo de biocidas anti-incrustantes de terceira geracao em
portos, marinas e no Canal do Panama, e comparar estes niveis de com o0s

limites estabelecidos internacionalmente e com outros estudos a nivel mundial.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biocidas em tintas anti-incrustantes

Os biocidas sao substancias quimicas sintéticas, naturais ou produzidas por
micro-organismos que se destinam a destruir, neutralizar, evitar a agao ou exercer
controle sobre qualquer organismo considerado nocivo para os seres humanos ou suas
atividades (ROSSMARE, 1995).

O uso de sistemas anti-incrustantes data de tempos antigos. Nos anos 1500 —
300 A.C, os fenicios utilizavam revestimentos a base de chumbo e cobre para prevenir
a bioincrustacdo em embarcacdes de madeiras (DAFFORN et al., 2011). No século XllI
e XV, o breu (resina vegetal escura) foi usado extensivamente para proteger
embarcacdes, misturados as vezes com 0leo ou resina (YEBRA et al., 2004). Como
exemplo, os navios de Cristovdo Colombo puderam ter sido recobertos com uma
mistura de breu e sebo (YEBRA et al., 2004). Embora no comeco do século XVI o
revestimento de madeira, colocado sobre uma camada de pelos de animais e alcatréo,
fosse um procedimento habitual, revestimentos de chumbo eram muito mais difundido
naquela época, como pode ser visto a partir de sua adoc¢éo oficial pela Espanha,
Franca e Inglaterra (YEBRA et al., 2004). No final do século XVIII e comeco do XIX, os
navios aumentaram o consumo de revestimentos anti-incrustantes a base de cobre,
arsénio e mercurio, 0 que representou uma entrada crescente de compostos quimicos
nos ambientes aquaticos (DAFFORN et al., 2011).

O emprego de sistemas anti-incrustantes em embarcacdes € justificado pelos
seguintes motivos: i) 0 aumento da fricgdo entre o casco e a agua demanda uma maior
poténcia dos motores e, consequentemente, gera um aumento no consumo de
combustivel; ii) aumento da frequéncia de docagens gerando um incremento de custos
e de residuos gerados; iii) aumento das taxas de corrosdo; e iv) introducdo nao
intencional de espécies ndo nativas em ambientes aquaticos (YEBRA et al., 2004).

Devido a preocupacdo com a bioincrustacdo, as tecnologias foram melhoradas
com o passar do tempo. No século XX as tintas anti-incrustantes de primeira geracao

tinham como principio ativo compostos de oOxido de cobre e zinco, no entanto



apresentavam uma duracdo de mais ou menos um ano, o que acabava aumentando os
custos de manutencdo das embarcacoes. Além disso, algumas espécies de algas
mostraram tolerancia fisiolégica ao cobre, diminuindo assim a eficiéncia dessas tintas
(YEBRA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2007).

3.1.1. Tintas anti-incrustantes de segunda geracéao

Na década de 1960, desenvolveram-se tintas anti-incrustantes a base de
compostos organoestanicos como o tributilestanho (TBT) e o trifenilestanho (TPhT), as
quais tiveram uma maior popularidade devido a sua resisténcia e efetividade contra
organismos incrustantes aquaticos. Estas tintas foram consideradas como tintas anti-
incrustantes de segunda geracao (CASTRO et al., 2011).

Os compostos organoestanicos caracterizam-se pela presenca de um atomo de
estanho (Sn) covalentemente ligado a um ou mais substituintes organicos (Figura 1).
Estes compostos séo lipossoliveis e podem ser absorvidos facilmente nos tecidos
gordurosos da biota marinha. Como estes compostos podem se acumular ao longo da

cadeia trofica, representam um risco para os organismos marinhos (COLE et al., 2015).

Figura 1. Estrutura quimica do tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT)

¢ Y

BT TPT

X: CI', H", -OH, entre outras formas anionicas

Os compostos organoestanicos, em particular o TBT, provocam varios efeitos
deletérios sobre diversos organismos (BANGKEDPHOL et al., 2009). Estes compostos
tém propriedades teratogénicas, podem causar interrup¢cfes na funcdo reprodutiva em

mamiferos e atuam como desreguladores endocrinos (KETATA et al., 2008).



Nos anos oitenta, diversas avaliacbes ambientais foram realizadas na Europa,
mostrando impactos significantes do uso do TBT sobre a biota. Na Franca, varias
fazendas de ostras observaram grandes declinios da producéo devido as anomalias de
desenvolvimento larval induzidas pelo uso desse composto (DAFFORN et al., 2011).
Além disso, outro efeito biolégico relacionado a exposicdo dos compostos
organoestanicos, € o imposex. O mesmo € responsavel pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais masculinas em fémeas de moluscos gastrépodes, notadamente
um pénis e um canal deferente, ocasionado mesmo em baixas concentra¢des
ambientais de TBT (KETATA et al., 2008).

Devido a elevada toxicidade e persisténcia do TBT nos ambientes aquaticos, a
Organizacdo Maritima Internacional (IMO) adotou uma Convengédo Internacional sobre
o Controle dos Sistemas Anti-incrustantes em navios. Essa convencgao proibiu a
utilizacdo de compostos organoestanicos em tintas anti-incrustantes e estabeleceu um
mecanismo para evitar a eventual utilizacdo futura destas substancias em
embarcacdes. O processo de banimento de tintas anti-incrustantes a base de TBT
entrou em vigor em 2003 e foi concluido em setembro de 2008 com a proibicdo global
desses produtos (IMO, 2008).

3.1.2. Tintas anti-incrustantes de terceira geracao

Devido aos problemas ambientais causados pelo uso do TBT e seu banimento
mundial, novos compostos quimicos foram adicionados as tintas anti-incrustantes para
reforcar o efeito contra organismos incrustantes. Dentre esses biocidas de reforco
encontram-se: irgarol 1051, diuron, clorotalonil, DCOIT, diclofluanida, TCMTB/Busam,
TCMS piridina, zinco e cobre piritiona, maneb, tiram, trifenilborano piridina/TPBP,
ziram, oxido cuproso, tiocianato de cobre, naftenato de cobre, dentre outros. Estudos
mostraram que estes biocidas, podem ser utilizados concomitantemente (até quatro
deles) em uma mesma formulacdo (CASTRO et al., 2011).

A toxicidade, ocorréncia e comportamento ambiental dos biocidas de terceira
geracdo também vém sendo foco de estudo uma vez que estes também sao liberados
em ambientes marinhos (CASTRO, 2011). Além disso, alguns desses compostos,
como o irgarol 1051 e o diuron, sdo empregados na agricultura como agrotoxicos e

apresentam efeitos nocivos para certas espécies aquaticas como as macroalgas, uma



vez que inibem a atividade fotossintética (DAFFORN et al., 2011; KAONGA et al.,

2015).
Na Figura 2 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos cinco biocidas anti-

incrustantes de terceira geracéo estudados neste trabalho.

Figura 2. Estrutura quimica de cinco biocidas anti-incrustantes de terceira geracéo

estudados neste trabalho.
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As propriedades fisico-quimicas desses compostos tais como: o tempo de meia
vida (t12), a solubilidade na agua, o coeficiente de particdo entre a agua e octanol
(Kow), e o coeficiente de particAo entre a agua e o carbono organico (Koc) séo
fundamentais para prever o destino e transporte desses compostos no meio ambiente



(BAPTISTA NETO et al., 2008). Assim, compostos com Koc>3 tendem a se adsorver
no carbono organico dos sedimentos, com Kow>3 tendem a se bioacumular nos
tecidos de organismos, e uma alta solubilidade preferéncia sua mobilidade na coluna
d’agua (FAY e SILVA, 2004). Na Tabela 1 é apresentado um resumo das principais

propriedades fisico-quimicas dos biocidas estudados neste trabalho.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos biocidas anti-incrustantes de terceira

geracéao.
Nome M.M SA(mgLY logKow logKoc t(loﬁ aAé'\)A (:jli/;z)
Irgarol 1051 2534 7,0 3,95 3,3 24 -365 100 -250
Diuron 233,1 36,4 2,85 2,3 <42 14
DCOIT 213,3 0,0065 2,85 4,2 <1 1,5
Diclofluanida  333,2 0,0060 3,70 3,1 <2 1,4
TCMTB 238,4 45,0 3,30 2,7 <3 2,7

M.M., massa molar; S.A., solubilidade em agua; log Kow; logaritmo do coeficiente de particdo entre a
agua e octanol; log Koc: logaritmo do coeficiente de particdo entre a 4gua e o carbono orgénico do
sedimento; ty, am: tempo de meia vida na 4gua do mar; ty» s: tempo de meia vida no sedimento.
Adaptado de: (SAKKAS et al., 2001; SAKKAS et al., 2002b; VAN WEZEL e VAN VLAARDINGEN, 2004;
CASTRO et al., 2011).

O irgarol 1051 (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina) € um
herbicida da familia das triazinas que apresenta moderada solubilidade em &gua
(7 mg L™, coeficiente de particéo octanol/agua (log Kow) de 3,95, sendo relativamente
persistente em ambientes aquaticos apresentando uma meia vida na coluna d’agua
(tz2) de 100 a 350 dias (SAPOZHNIKOVA et al., 2013). O Irgarol 1051 sofre um
processo de particdo preferencialmente nos sedimentos e pode ser hidrolisado em
diferentes produtos de degradacao: M; (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-amino-s-triazina),
M, (2-amino-propanal-4-terc-butilamino-6-metiltio-s-triazina) e M3 (2,4(diamino-di-terc-
butil)-6-metiltio-s-triazina) (OKAMURA et al., 2000; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.,
2012).

O irgarol 1051 & um potente inibidor da atividade fotossintética, atuando

principalmente sobre o fotossistema Il. Este composto promove a inibigao da fixagéo de
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carbono, causando uma reducdo na producdo de carboidratos por seres autotroficos,
mais pronunciado em organismos fitoplancténicos (SAKKAS et al., 2002b). Varios
estudos tém demonstrado os impactos do irgarol 1051 sobre a produtividade priméria
de organismos marinhos (BAO et al., 2011), assim como impactos sobre comunidades
recifais (OWEN et al., 2002; BAO et al., 2011; KNUTSON et al., 2012; SHEIKH et al.,
2016). Estudos tém reportado que 60 ng L™ de irgarol 1051 limitam a incorporacéo de
4C na espécie Madracis mirabilis, enquanto 63 ng L' reduzem a atividade
fotossintética de corais intactos (OWEN et al., 2002). Além disso, 1000 ng L™ de irgarol
1051 diminui significativamente a taxa de fotossintese da espécie Galaxea fascicularis
e 100 ng L™ reduz a colonizacdo de larvas de corais (SHEIKH et al., 2009; KNUTSON
et al., 2012).

O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1.1-dimetilurea) € um herbicida do grupo das
fenilureas que vem sendo utilizado na agricultura desde 1950 (YEBRA et al., 2004). E
um composto com moderada solubilidade em agua (36,4 mg L) e log Kow de 2,85
(CASTRO et al., 2011). Assim como o Irgarol, o diuron inibe a fotossintese bloqueando
a transferéncia de elétrons no fotossistema Il (DAFFORN et al., 2011), sendo também
persistente em dgua com meia vida de 43 a 2180 dias (SAPOZHNIKOVA et al., 2013).

A diclofluanida (N,N-Dimetil-N-fenil-N-(diclorofluorometiltio)sulfamida), pertence
ao grupo quimico dos organoclorados, apresenta uma baixa solubilidade em &gua
(0,006 mg L™) e um log Kow de 3,7 (HAMWIJK et al., 2005). Esse composto apresenta
uma rapida taxa de degradacdo em agua originando o composto N,N-
dimetilaminosulfanilida (DMSA) (SAKKAS et al., 2001). Devido a sua baixa solubilidade
em agua e alto log Kow, apresenta uma grande afinidade por material particulado e tem
potencial para se acumular nos sedimentos (ALBANIS et al., 2002). Com relagéo a sua
toxicidade, estudos demostram que a diclofluanida apresenta efeito carcinogénico e
mutagénico em organismos unicelulares (FERNANDEZ-ALBA et al., 2002).

O DCOIT (4,5-Dicloro-2-n-octil-4- isotiazolin-3-ona) é um isotiazol que possui
baixa solubilidade em &gua (0,0065 mg L™), um log Kow de 2,85, uma rapida taxa de
degradacdo na agua do mar (ty» de aproximadamente 1 hora) e forma complexos
estaveis com os sedimentos. O DCOIT apresenta elevada atividade antimicrobiana em
relacdo a bactérias, fungos e algas (YEBRA et al., 2004; CASTRO et al., 2011).
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O TCMTB (2-(tiocianometiltio)benzotiazol) € um tiazol que além de ser usado em
tintas anti-incrustantes, tem sido aplicado como herbicida na agricultura e fungicida na
preservacdo de madeira e induUstria de couro. Apresenta moderada solubilidade em
agua (45 mg L™) e log Kow de 3,3 (MENESES et al., 2005; CASTRO et al., 2011).

3.1.3. Particulas de tintas anti-incrustantes

Grande quantidade de particulas de tintas anti-incrustantes sdo geradas em
estaleiros durante a reparagdo, manutencao, e limpeza de cascos de embarcacoes
(PARKS et al., 2010). O tamanho das particulas produzidas depende do método de
remocao da tinta (raspagem, decapagem, lixacdo, lavagem com agua, entre outros) e
podem variar de alguns micrometros de diametro a varios centimetros de comprimento
(SINGH e TURNER, 2009b).

Em muitos paises, as particulas e residuos gerados durante a manutencdo das
embarcacdes sao recolhidos e tratados nas proprias instalacdes e eliminadas como
residuos perigosos. Porém, em outros paises com legislacbes ambientais menos
rigorosas, métodos eficazes de destinacdo desses residuos ndo sdo praticados ou
claramente definidos (TURNER, 2010). Como consequéncia destas mas praticas de
eliminacdo de residuos, particulas de tintas anti-incrustantes entram no ambiente
aguatico e sao acumuladas nos sedimentos, principalmente em areas costeiras sob a
influéncia de estaleiros (THOMAS et al., 2003).

Uma consequéncia direta da presenca de particulas de tintas anti-incrustantes
nos sedimentos sdo o0s elevados niveis de biocidas anti-incrustantes e metais,
detectados frequentemente em concentracdes superiores aos padrdes de qualidade
ambiental estabelecido, para ambientes bentbénicos (SINGH e TURNER, 2009b; SINGH
e TURNER, 2009a). Inclusive, é previsto que a lixiviagdo gradual dos biocidas a partir
destas particulas de tintas intensifique as concentragfes destes contaminantes nas
aguas intersticiais e, durante a ressuspensao ou dragagem dos sedimentos (SINGH e
TURNER, 2009a; HASAN et al., 2014).

PARKS et al. (2010) coletaram fragmentos de particulas de tintas anti-
incrustantes em marinas, estaleiros e embarca¢gbes abandonadas em Plymouth,
Inglaterra, as quais apresentaram altos niveis de metais como cobre (23 — 380 mg g™)
e zinco (14 — 160 mg g). Estas concentracdes foram relacionadas com o uso desses

metais como principal biocida nas formulagcbes de tintas anti-incrustantes. Por outro
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lado, nas analises de biocidas anti-incrustantes de terceira geracao, diclofluanida foi o
composto detectado em concentracdes acima de 20 mg g*. Clorotalonil e irgarol 1051
também foram detectados em algumas amostras de particulas de tintas analisadas,
nas faixas de <0,01 — 1,17 mg g™ e <0,01 — 1,15 mg g}, respectivamente.

Vale ressaltar que as particulas de tintas, quando associadas aos sedimentos,
podem atuar como uma fonte significativa, em longo prazo, de biocidas anti-
incrustantes para os ambientes aquaticos (HASAN et al., 2014). Além disso, também
representam uma ameaga para 0s organismos que habitam os ambientes bentonicos e
intermareais, em particular os que se alimentam de particulas de forma nao seletiva
(PARKS et al., 2010).

3.2. Padrdes de qualidade ambiental

A auséncia de padrbes de qualidade ambiental (EQS, do inglés Environmental
Quality Standards) em muitos paises, incluindo os da América Central e do Sul,
acontece especialmente pela limitacdo de informacdes basicas sobre a ocorréncia e
comportamento ambiental desses compostos na regido. Porém, em paises europeus a
ocorréncia ambiental destes contaminantes em &reas costeiras levou as autoridades
ambientais propor EQS que estabelecem os niveis permitidos em &gua, solo e
sedimento.

Na Unido Europeia, o irgarol 1051 foi banido para utilizacdo em embarcacdes
menores de 25 m no Reino Unido, na Suécia e na Dinamarca (ZHOU, 2008), enquanto
o diuron foi totalmente proibido no Reino Unido. Além disso, no Reino Unido
estabeleceram limites de riscos ambientais (ERL, do inglés Environmental Risk Limit)
para o irgarol 1051 e para o diuron em &guas do mar com valores de 24 ng L™ e 100 ng
L™, respectivamente (CRESSWELL et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2009)

Uma das mais importantes EQS utilizadas como referéncia a nivel mundial é a
estabelecida pelas autoridades ambientais da Holanda (Ducht autorities), que &
baseada nos limites de risco para compartimentos ambientais (VAN WEZEL e VAN
VLAARDINGEN, 2004). Este EQS expressa a Concentragdo Maxima Permissivel
(MPC, do inglés Maximum Permissible Concentration) no ambiente acima do qual o
risco de efeitos adversos é considerado inaceitavel para os ecossistemas aquaticos
(CROMMENTUIJN et al., 2000). Na Tabela 2 sao apresentados os MPC para alguns

biocidas anti-incrustantes em agua e no sedimento.
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Tabela 2. Concentragcdo Maxima Permissivel (MPC) proposta pelas autoridades

holandesas para o irgarol 1051, diuron e TCMTB.

Biocida MPC na_rilgua MPC no se_ollimento
(ngL™) (ng g™
Irgarol 1051 24 14
Diuron 430 9,0
TCMTB 380 n.e

n.e: nao estabelecido

Por outro lado, as autoridades ambientais da Noruega também estabeleceram
EQS de uma ampla variedade de contaminantes metalicos e organicos, no qual
incluem o irgarol 1051 e o diuron, em agua do mar e nos sedimentos (BAKKE et al.,
2010). O sistema noruegués tem cinco niveis de classificagdo baseado na toxicidade
dos contaminantes no ambiente. O nivel | corresponde aos niveis basais dos limites
permitidos (background); o nivel Il representa a faixa onde a concentracdo do
composto ndo representa efeitos toxicos (good); o nivel Ill representa a concentracédo
onde os compostos podem produzir efeitos toxicos aos organismos ap0s exposi¢ao
cronica (moderate); o nivel IV a faixa onde o contaminante produz efeitos toxicos apos
a exposicdo em curto prazo (bad); e o nivel V representa as concentracdes acima da
qual o composto produz efeitos toxicos graves nos ecossistemas (very bad). Na Tabela
3 sdo apresentadas as faixas de cada um dos niveis estabelecidos pelas autoridades
norueguesas para o irgarol 1051 e o diuron.

Tabela 3. Sistema de classificacdo noruegués para o irgarol 1051 e diuron em agua do

mar e sedimentos.

Biocida I Il 1] v Vv
Background Good Moderate Bad Very bad
Agua do mar (ng L™

Irgarol 1051 ---- <8 8-50 50 - 250 >250

Diuron - <200 200-1800 1800 — 3600 >3600
Sedimento (ng g™)

Irgarol 1051 ----- <0,80 0,08 - 0,50 0,50 - 2,50 >2,50

Diuron - <0,71 0,71-6,40 6,40-13,00 >13,00

Em relagcdo aos outros biocidas anti-incrustantes em estudo (diclofluanida e

DCOIT) ndo ha EQS ou guias ambientais que estabelecam concentracdes para 0s
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compartimentos ambientais. Por esta razdo € de extrema importancia o estudo da
ocorréncia ambiental, bem como a avaliacdo dos efeitos toxicolégicos que 0s mesmos

possam causar em organismos marinhos.
3.3. Ocorréncia ambiental de biocidas anti-incrustantes

Nas ultimas duas décadas, Irgarol 1051, diuron e DCOIT tém sido detectados
em amostras de agua do mar, sedimentos superficiais e em biota marinha em
diferentes partes do mundo (Tabela 4). As fontes de contaminacdo por estes biocidas
estdo relacionadas diretamente com ambientes aquéticos sob a influéncia de terminais
portuarios, marinas e estaleiros.

A maior concentragéo de irgarol 1051 em amostras de agua do mar foi reportada
em Singapura (4000 ng L) (BASHEER et al., 2002) e nas llhas Virgens Americanas
(1300 ng L) (CARBERY et al., 2006). Elevadas concentracbes deste composto
também tem sido detectadas em amostras de sedimentos marinhos (100 ng g™)
(HARINO et al., 2006c¢), e em plancton (20 — 360 ng g*) (BALAKRISHNAN et al., 2012)
no Japdo. Em relacdo ao diuron, este biocida tem sido detectado em niveis elevados
em amostras de agua do mar na Coreia do Sul (1360 ng L™), em amostras de
sedimentos (530 ng g*) (HARINO et al., 2006c), e em plancton (75 — 450 ng g*)
(BALAKRISHNAN et al., 2012) no Japéo.

No Panama e na América Central, nenhum estudo avaliou a ocorréncia de
biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo em compartimentos ambientais. Por
outro lado na América do Sul, poucos estudos foram realizados envolvendo
basicamente irgarol 1051 e diuron.

Na Argentina, DEL BRIO et al. (2016) reportaram niveis dos biocidas irgarol
1051 e diuron (<0,03 ng g*) em amostras de sedimentos marinhos oriundos do Golfo
Nuevo, Patagonia. Por outro lado, DOMINGUEZ et al. (2014) detectaram niveis de
irgarol 1051 e diuron nas faixas de <1,3 a 21 e <1,3 a 6 ng L™, respectivamente, em
aguas do estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul. DINIZ et al. (2014) também
registraram a presenca dos biocidas diuron e irgarol 1051 em concentracdes que
variaram de 0,05 a 7,8 e 0,02 a 4,8 ng L™, respectivamente, em aguas estuarinas

préximo ao porto de Itaqui em Sao Luis, Maranh&o.
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Tabela 4. Niveis de biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo detectados em agua e sedimento de varias regiées do mundo.

Coluna de agua (ng L™)

Sedimento (ng g™

Local, ano da ' Preparo de _ Preparo de Referéncia
coleta Irgarol Diuron amostra Irgarol Diuron DCOIT amostra
/determinacao /determinacao
Vietnd, 2002 n.a n.a n.a 0,05-4,0 0,11-3,0 0,09-1,3 AM + LLE HARINO et al. (2006a)
LC-MS/MS
Tailandia, 2004 n.a n.a n.a 0,03-3,2 0,07 - 25 0,051 — 0,094 AM + LLE HARINO et al. (2006b)
LC-MS/MS
Malésia, 2005 n.a n.a n.a <0,02 - 14 <0,02-5 <0,04-1,7 AM + LLE HARINO et al. (2009)
LC-MS/MS
Japéo, 2005 n.a n.a n.a <0,05 - 100 1,0 - 530 <0,04 - 150 AM + LLE HARINO et al. (2006c¢)
LC-MS/MS
Japéo, 2007 n.a n.a n.a <0.08 — 4,7 0,76 — 120 0,10-12 AM + LLE HARINO et al. (2010)
LC-MS/MS
Estados Unidos, 2-254 <2-68 SPE <0,3-8,9 <0,3-4,2 n.a ASE SAPOZHNIKOVA et
2008 LC-MS/MS LC-MS/MS al. (2013)
Espanha, 2009 2,4 -147 2,3-204 SPE <0,1-26,4 <0,2-21 n.a MWE SANCHEZ-
LC-MS/MS LC-MS/MS RODRIGUEZ et al.
(2011b)
Brasil, 2009 <1,3-21 <1,3-6 SPE n.a n.a n.a n.a DOMINGUEZ et al.
LC-MS/MS (2014)
Coreia do Sul, 0,2-14 13 -1360 LLE 1,0-115 2,3-62,3 36-55 AM KIM et al. (2014); KIM
2010 LC-MS/MS LC-MS/MS et al. (2015)
Coreia do Sul, n.a n.a n.a 1,8-73 6,9 — 46 30-281 AM + UAE + LEE et al. (2015)
2010 SPE
LC-MS/MS
Ira, 2013 <1,0-63 <4,8 - 29 MF-LPME <6,8-35,4 n.a n.a UAE + DLLME SALEH et al. (2016)
LC-DAD GC-MS

n.d: ndo detectado; n.a: ndo analisado; AM: agitacdo mecénica; SPE: extracdo em fase soélida; LLE: extracado liquido-liquido; MF-LPME: micro-extracdo em fase liquida suportada
com micro-funil; LC-MS/MS: cromatografia liquida com detector por espectrometria de massas sequencial; LC-DAD: cromatografia liquida com detector por arranjo de diodos;
ASE: extracdo acelerada com solvente; MWE: extracdo por micro-ondas; UAE: extracdo assistida por ultrassom; DLLME: micro-extracdo liquido-liquido dispersiva; GC-MS:

cromatografia gasosa com detector por espectrometria de massas.
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3.4. Preparo de amostras para matrizes ambientais

A etapa de preparo de amostras ¢ um dos passos mais importantes na analise
de compostos organicos em matrizes ambientais. Ela desempenha um papel
fundamental, pois pode influenciar os resultados analiticos de diversas maneiras, por
exemplo, devido as perdas dos analitos, contaminacdo ou impurezas interferindo no
processo de extracao (MITRA, 2003).

Adicionalmente, o0s biocidas anti-incrustantes podem estar presentes em
ambientes aquaticos em baixas concentracfes. Deste modo, as técnicas de extracao
utilizadas requerem um alto grau de concentracdo (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.,
2012).

3.4.1. Agua

A extracao liquido-liquido (LLE, do inglés liqui-liquid extraction) € uma técnica
convencional que tem sido utilizada para a extracdo de uma ampla variedade de
contaminantes organicos em amostras de agua (MITRA, 2003). Recentemente,
pesquisadores tém desenvolvido técnicas de extracdo mais eficientes que podem
substituir os métodos convencionais, uma vez que essas técnicas sdo procedimentos
trabalhosos, demorados e que expdem os analistas a solventes organicos toxicos.
Sendo assim, a técnica mais utilizada nos ultimos anos para extracdo de biocidas anti-
incrustantes em amostras de agua é a extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid
Phase Extraction) (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

3.4.1.1. Extracao em fase sélida (SPE)

A SPE € uma técnica de separacéao liquido-sdélido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo e tem como objetivo principal
isolar os analitos de uma matriz complexa. As etapas da extracdo incluem a ativacao
do sorvente, percolagdo da amostra/sor¢cao dos analitos no sorvente, eliminagédo dos
interferentes da matriz, eluicdo dos analitos e posterior concentracdo dos compostos de
interesse (Figura 3) (CALDAS et al., 2011).

A SPE apresenta muitas vantagens sob a extracao liquido-liquido, o que faz com
que esta técnica seja adequada para a determinagdo de biocidas e outros

contaminantes em amostras de égua. Dentre as vantagens destaca-se 0 menor
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consumo de solventes organicos, a variedade de sorventes disponiveis ho mercado, a
facil automatizacdo e o baixo custo. A sua principal desvantagem €& decorrente do
possivel blogueio da fase soélida pelo material particulado, tornando-se necessério a
filtracdo das amostras antes da extracéo. (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Figura 3. Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adicdo da amostra,

remocao dos interferentes e eluicdo dos analitos.
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3.4.2. Sedimentos

Os métodos para a determinacao de contaminantes organicos semi-volateis em
matrizes sélidas sdo geralmente baseados em técnicas convencionais como extracdo
por Soxhlet, ultrassom e por agitacdo mecanica (HAWTHORNE et al., 2000; WELLS,
2003). Em relacdo a determinagdo de biocidas anti-incrustantes em sedimentos
marinhos nos ultimos anos, destacam-se as técnicas como a extracao acelerada com
solvente (SAPOZHNIKOVA et al., 2013); assistida por micro-ondas (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al., 2011c); e a com fluido supercritico (CARRASCO et al., 2003).
Estas técnicas requerem uma grande quantidade de solvente organico; consomem um
tempo significativo; e abordam procedimentos complexos, tornando-as técnicas de alto

custo e pouco amigaveis ao ambiente.
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Para minimizar estes problemas, diferentes métodos tém sido propostos a fim de
otimizar e propor alternativas as extracbfes convencionais. Atualmente, atencao
especial é dedicada para métodos que sejam rapidos, eficientes e ambientalmente
corretos (CALDAS, 2015). Desta forma, a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD,
do inglés Matrix Solid-Phase Dispersion) vem sendo utilizada como alternativa aos

meétodos convencionais de extracao.
3.4.2.1. Disperséo da matriz em fase solida (MSPD)

A MSPD ¢é uma técnica rapida e robusta introduzida em 1989 por BARKER et al.
(1989) para a extracdo de residuos de drogas em tecidos de animais. Esta técnica é
realizada em trés etapas, onde primeiramente a amostra € homogeneizada com o
suporte sélido em um almofariz por um tempo determinado. Em seguida, o pé
homogeneizado é transferido para um cartucho de SPE, onde finalmente ocorre a
eluicdo dos analitos com solvente ou mistura de solventes apropriados (CAPRIOTTI et
al., 2013).

A MSPD apresenta como principais vantagens o uso de pequenos volumes de
solventes, alta eficiéncia de extracdo e a possibilidade de realizacdo da limpeza e a
extragdo em uma Unica etapa (CALDAS et al., 2013b). Além disso, os fatores-chave
como sua viabilidade, flexibilidade, versatilidade, baixo custo e rapidez (CAPRIOTTI et
al.,, 2015) fazem com que esta técnica seja utilizada para determinacdo de
contaminantes organicos e inorganicos em diferentes tipos de matrizes.

ZIARRUSTA et al. (2015) desenvolveram um método analitico utilizando a
MSPD para extracdo de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAS), bifenilas policloradas
(PCBs), éteres difenilicos polibromados (PBDE), agrotdxicos organoclorados e
organofosforados em tecidos de moluscos; MOLINER-MARTINEZ et al. (2012)
aplicaram a MSPD para extragdo de hidrocarbonetos poliarométicos (HPAs) em
sedimentos marinhos; e CHENG et al. (2014) aplicaram esta técnica para extrair
retardadores de chama clorados (PBDEsS) em peixes comerciais. De igual forma a
MSPD tem sido aplicada para amostras de alimentos como para a extracdo de
agrotoxicos em coco (SILVA et al., 2008); e agrotoxicos em ovos liofilizados (SOUZA et
al., 2013).

Alem das diferentes aplicacbes da MSPD, modificacbes na técnica tém sido

desenvolvidas com o objetivo de torna-la mais rapida, mais eficiente para determinadas
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classes de compostos, gerar residuos menos toéxicos, e diminuir o consumo de
solvente, entre outros.

SEBASTIA et al. (2010) propuseram uma modificacdo na técnica de MSPD,
onde ndo h& uso do empacotamento da amostra macerada em cartucho SPE, mas se
aplica a direta agitacdo de um tubo de fundo cénico contendo a amostra macerada com
solvente, para extrair aflatoxinas de chufas. A mesma técnica foi utilizada por DUARTE
et al. (2013b) para a extracdo de espécies de mercurio em peixe, e por CALDAS et al.
(2013a) para a extracdo de agrotoxicos de figado de peixe e hepatopéancreas de
caranguejo. Estes denominaram a técnica como dispersdo da matriz em fase solida
assistida por vortex (VA-MSPD, do inglés Vortex-assisted matrix solid-phase

dispersion) (Figura 4).

Figura 4. Etapas envolvidas na VA-MSPD
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Dentre as vantagens da substituicdo da eluicdo em cartucho de SPE pela
agitacdo em vortex esta a eliminacdo da etapa de empacotamento da amostra, ja que
esta pode gerar maiores desvios na extracdo devido a variagcbes na forma como a
amostra é macerada e empacotada. Outra vantagem € que a agitacdo em vortex
aumenta o tempo no qual a amostra fica em contato com o solvente, podendo melhorar

a eficiéncia de extragdo (CALDAS et al., 2013a).
3.5. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases.
Uma das fases permanece estacionaria, em quanto a outra se move através desta.

Durante a percolacdo da fase moével sobre a fase estacionaria, 0s componentes da
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mistura sao distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é
seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta em migracdes diferenciais
desses componentes (COLLINS et al., 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HLPC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography, ou simplesmente LC) € uma das principais técnicas utilizadas
na analise de compostos ndo volateis e/ou termicamente instaveis. Apesar de ser uma
excelente técnica de separagdo, a LC necessita de um detector quando a andlise
qualitativa (confirmacgéo da identidade quimica) é também necessaria. O detector € o
componente mais caro e sofisticado do sistema cromatogréfico, ele mede de forma
continua alguma propriedade fisica ou fisico-quimica da amostra, ou da solucdo que a
contém, e envia um sinal para registro, geralmente diretamente proporcional a
concentracdo do componente na amostra (COLLINS et al., 2006).

Dentre as varias opcdes existentes neste momento, a espectrometria de massas
(MS, do inglés Mass Spectrometry) € o detector que melhor fornece as informacdes
estruturais necessarias. O acoplamento entre estas duas técnicas (LC e MS) da origem
a uma ferramenta analitica versatil e de grande potencial na analise qualitativa e
guantitativa: a cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
(LANCAS, 2009a). Um MS é composto por: sistema de injecdo da amostra, fonte de
ions, analisador/separador de massas, detector e sistema de aquisicdo de dados.

As fontes de ionizagdo, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS,
foram baseadas no impacto eletrbnico e na ionizacdo quimica, empregadas com
sucesso no acoplamento GC-MS (LANCAS, 2009a). Entretanto, devido as diferentes
caracteristicas existentes entre as fases moéveis empregadas nas duas técnicas de
separacdo (GC e HPLC), este acoplamento mostrou-se inadequado para analise de
compostos em baixas concentracdes, além de ndo apresentarem robustez necesséria
(LANCAS, 2009a). Apos décadas de esforcos novas fontes de ionizagdo foram
desenvolvidas as quais sdo capazes de combinar duas caracteristicas em um mesmo
sistema: facilitar a transferéncia da amostra que sai da coluna para a fase gasosa
(interface coluna-MS) e a ionizagdo da amostra (LANCAS, 2009a). Dentre as fontes de
ionizacdo desenvolvidas, as mais empregadas séo a eletronebulizagédo (ESI, do inglés

Electrospray lonization) e a ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés,
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Atmospheric Pressure Chemical lonization) (ROSENBERG, 2003; CHIARADIA et al.,
2008). Neste trabalho sera dada énfase a ESI.

Na ionizacdo ESI, o eluente cromatogréafico € pressurizado em um tubo capilar
feito de acgo inox, ao qual é aplicada uma voltagem tipicamente entre 3,0 e 5,0 kV.
Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressdo atmosférica, na forma de um
aerossol. As goticulas formadas sdo dessolvatadas e os ions fluem para o analisador
induzidos pelos efeitos da atracao eletrostatica e pelo vacuo (LANCAS, 2009a).

A forma encontrada para se obter mais informagdes e tornar a confirmacao da
identidade da substadncia mais segura é o0 uso de dois analisadores em série
(denominados sistemas tandem). Este arranjo é geralmente denominado LC-MS/MS
(LANCAS, 2009b). O sistema MS/MS é um sistema que, ao invés de utilizar apenas um
analisador de massas para separar 0s ions de mesma razao m/z gerados na fonte de
ionizacgdo, utiliza dois estagios de espectrometria de massas (MS; e MS;), em que um
deles € usado para isolar o ion de interesse e 0 outro é usado para estabelecer uma
relacdo entre este ion de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da
sua decomposicao induzida (CHIARADIA et al., 2008).

Existem diferentes tipos de analisadores de massa, sendo 0s mais populares, no
momento, o quadrupolo (Q), o triplo quadrupolo (QqQ), o aprisionador de ions (IT, do
inglés lon Trap) e os do tipo tempo de vdo (TOF, do inglés time of flight). Cada um
deles possui diferentes caracteristicas, resolu¢des e pre¢os, sendo que o usuario deve
analisar, com cuidado, cada um antes de decidir qual o mais adequado para sua
aplicacao (LANCAS, 2009b).

Neste trabalho serd utilizado um cromatoégrafo liquido acoplado a espectrometria
de massas sequencial (LC-MS/MS) com analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ). O
guadrupolo é composto de quatro barras, usualmente feitas de metal, dispostas em
dois pares. Um par de barras é mantido em um potencial elétrico positivo, enquanto
que o outro a um potencial negativo. Uma combinacdo de corrente continua e
radiofrequéncia € aplicada nas barras. O par positivo de barras atuard como um filtro
para massas mais elevadas, enquanto que o par negativo age como um filtro para
massas pequenas. Considerando-se uma dada amplitude para as voltagens
radiofrequéncias e corrente continua, somente 0s ions que apresentarem determinada

razdo massal/carga (m/z), a qual esteja em ressonancia com o campo aplicado, irdo
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passar pelas barras do quadrupolo e serdo detectados. Os demais ions que entrarem
no quadrupolo terdo suas trajetdrias instaveis e, como consequéncia, atingirdo as
barras e serdo eliminados pela bomba de vacuo (LANCAS, 2009a).

Nos analisadores do tipo QqQ, um quadrupolo (Q;) atua inicialmente como filtro
de massas, selecionando os ions provenientes da fonte de ions. Em seguida, os ions
selecionados sofrem fragmentacdo em uma cela de colisdo (q,) pela acdo de ions de
nitrogénio ou argoénio, formando os ions produto, que serdo analisados no terceiro
quadrupolo (Q3) (Figura 5) (CHIARADIA et al., 2008).

Figura 5. Esquema de um analisador do tipo Triplo Quadrupolo

Q1 q2 Q3
Filtro de Cela de Filtro de
massas colisao massas
—) —)
— T
\
m/z m/z
Selecdo  Fragmentagdo Selegéo de
de ion fragmentos
percursor

Fonte: http://www.nomadsonwheels.com/quadrupole/quadrupole-m-spectrometer

O arranjo de analisadores confere ao sistema QQqQ alta seletividade e

hY

sensibilidade, devido a possibilidade de operacdo no modo de monitoramento de
reacdes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring). O modo MRM é
baseado na deteccdo de um ion precursor e de um fragmento conhecido. Essa
tecnologia tem se tornado o método mais comum na determinagdo de residuos de

contaminantes em analises ambientais e de alimentos por LC-MS/MS (LANCAS, 2013).



4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na coleta de amostras, padronizacéao,
validacdo e aplicacdo dos métodos para determinacdo de cinco biocidas anti-
incrustantes de terceira geracdo em amostras de agua do mar (fracdo total dissolvida)
e sedimentos marinhos superficiais. Para a extracao foi utilizada as técnicas de preparo
de amostra SPE e VA-MSPD e para a determinacéo a técnica LC-MS/MS. O estudo foi
desenvolvido no Laboratério de Analise de Compostos Organicos e Metais (LACOM)
da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), e no Laboratério de Microcontaminantes
Orgéanicos e Ecotoxicologia Aquatica (CONECO) do Instituto de Oceanografia (10), na
Universidade Federal do Rio Grande — FURG.

Além disso, algumas partes do estudo foram realizadas no Laboratério de
Oceanografia Geologica (LOG) do Instituto de Oceanografia (I0), e no Centro de
Microscopia Eletrénica do Sul (CEME-SUL) da FURG. No Panama foi utilizado o
Laboratorio da Estacion de Maricultura del Pacifico en Vacamonte da Autoridade dos

Recursos Aguaticos do Panama — ARAP.
4.1. Materiais utilizados
4.1.1. Instrumentacéo

e Bomba de vacuo Tecnal TE-058 (Brasil);

e Sistema de filtragdo em membrana Phenomenex (EUA);

e Sistema manifold para SPE Phenomenex (EUA) para a pré-concentracao
simultanea de até 12 amostras;

e Ultra-som Quimis® modelo Q335D (Brasil);

¢ pHmetro modelo pH21 Hanna — Eletrodo de vidro combinado com BNC (Brasil);

e Liofilizador (Liotop — L101) (Brasil);

e Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa (Brasil);

e Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS
aparelhos cientificos) (Brasil);

e Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (EUA);
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Micropipetadores autométicos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)
(Pol6nia);

Agitador Vértex modelo Certomat® MV-B. Braun. (Brasil);

Cromatdégrafo a liquido Alliance Separations Module 2695 (EUA) equipado com:
Amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema de
desgaseificacdo. Detector MS/MS, Micromass® Quatro Micro™ API (Inglaterra)
com fonte API, com ionizagéo por Eletrospray;

Sistema de aquisi¢cdo de dados através do software MassLynx e QuanLynx 4.0
(Inglaterra);

Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics - Instruments Ltda., (Escocia);
Analisador de carbono total (Shimadzu TOC-L, SSM 50000 A) (Jap&ao);
Refratdmetro Seawater HI 96822 (Inglaterra);

pHmetro Denver Instrument (EUA);

Microscépio 6ptico Opton, resolucao de 5x (Brasil);

Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), em modo alto e baixo vacuo, Jeol,
JSM - 6610LV, com microssonda de EDS (EUA).

Reagentes, solventes, sorventes e materiais

Vidraria comum de laboratério (baldes volumétricos. pipetas volumétricas
calibradas, béquer, etc.);

Cartuchos SPE Strata-X, 200 mg, 3 mL, Phenomenex® Allcrom (Brasil);
Cartuchos SPE Oasis® HLB, 500 mg, 6 mL Waters (USA); Cartuchos Strata
C18-E, 500 mg, 3 mL Phenomenex®, Allcrom (Brasil);

Padrdes analiticos: irgarol 1051, diuron, diuron-de, diclofluanida, DCOIT, e
TCMTB. Sigma-Aldrich (Brasil);

Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS
White Martins (Brasil);

Gas Nitrogénio 99,99% de pureza, White Martins (Brasil);

Agua ultrapura (Millipore Direct-Q UV3®)

Metanol e etanol grau HPLC, J.T Baker (EUA);

Acetonitrila grau HPLC, J.T Baker (EUA);

Acetato de etila grau HPLC, J.T Baker (EUA);
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e Detergente neutro Extran®, Merck (Brasil);

e (C18 - Bondesil 40 um, Varian (EUA);

e (18 reutilizado de cartuchos de SPE Strata C18-E;

e Membrana filtrante de nylon 0,45 um de diametro de poro e 47 mm de diametro,
Milipore (Brasil) utilizado para filtragdo da fase movel;

e Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 um diametro de poro, Sartorius,
Biolab products (Alemanha) utilizadas para filtracdo das amostras de agua do
mar;

e Agua destilada;

e Frascos de vidro ambar, capacidade de 10 e 50 mL;

e Agua sintética a diferentes salinidades;

e Hidréxido de sédio 1 mol L™;

e Mistura de sal marinho Coralife

e Acido fosférico (1:1 v/v).
4.2. Preparo das solugdes analiticas

As solucdes analiticas estoque, contendo 1000 mg L™ de cada biocida (irgarol
1051, diuron, diclofluanida, DCOIT, TCMTB e diuron-dg) foram preparadas em metanol
grau HPLC, efetuando-se o calculo para determinar a quantidade de cada padrao
sélido puro a ser pesado considerando o grau de pureza. As solucdes analiticas
estoques foram preparadas em baldo volumétrico calibrado, logo apés foram
condicionadas em frascos ambar (tampa contendo batoque de PTFE) e armazenadas a
temperatura de -18 °C em freezer.

A partir das solugbes estoque foram preparadas solucbes trabalho de
concentracdes de 100 e 10 mg L™ de cada composto em metanol. Foi preparada uma
solucdo trabalho na concentracdo de 1 mg L™, contendo a mistura dos biocidas.
Diluicbes desta solugédo trabalho, preparadas diariamente, foram utilizadas para a

padronizacao e validacdo do método por LC-MS/MS.
4.3. Condi¢des do sistema cromatografico LC-MS/MS

A separagdo cromatografica dos cinco biocidas anti-incrustantes (diuron, irgarol
1051, TCMTB, DCOIT e diclofluanida) por LC-MS/MS foi realizada utilizando a coluna

XTerra® C18 MS (50 x 3 mm, 3,5 um). A fase movel foi composta por uma solugéao de
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acido acético 0,1% (v/v) em agua ultrapura e metanol grau HPLC em modo gradiente.

A Tabela 5 apresenta as condi¢des utilizadas no modo gradiente.

Tabela 5. Gradiente utilizado para a separagéo por LC-MS/MS

Solucgéo de acido acético

, Metanol 0 . Vazao
Tempo (min) (% Vi) 0,1 % (v/v) em agua (mL min)
ultrapura
0,0 50 50 0,2
6,0 90 10 0,4
10,5-15,0 50 50 0,2

As condicdes para a fragmentacdo dos ions monitorados foram: temperatura da
fonte de ionizacdo de 115 °C, temperatura do gas de dessolvatacdo (N,) de 400 °C,
vazdo do gas de dessolvatacdo de 500 L h™ e voltagem do capilar de 4,0 kV.

Para cada analito foram selecionadas duas transicbes caracteristicas, o0
fragmento mais intenso foi utilizado para a quantificacdo e o segundo mais intenso para
a confirmacao. A voltagem do cone, a energia de colisdo, o tempo de retengcdo e as

transicdes monitoradas séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes de fragmentacdo dos biocidas no espectrdometro de massas e o
tempo de retencéo (tr). Modo de ionizac&o positiva (ESI+). Tempo de permanéncia
(dweel time) para cada transicdo monitorada: 0,2 s.

. . Transigcao Energia de Voltagem do
Biocida tr (Min) (m/z) colisdo (eV) cone (V)
Diuron 4,39 232,97>72* 17 23

232,97>160 37 23

TCMTB 5,18 238,76>180* 15 17
238,76>136 25 17

Irgarol 1051 5,82 253,87>198* 17 27
253,87>108 31 27

Diclofluanida 5,98 332,82>123* 29 23
332,82>76,9 57 23

DCOIT 7,84 281,91>170* 15 29
281,97>57 17 29

(*) transi¢@es utilizadas para a quantificagéo.
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4.4. Padronizacao da técnica SPE

Inicialmente o método de extracdo foi realizado utilizando as condi¢cdes
desenvolvidas por CALDAS et al. (2013c) para a determinacdo de farmacos,
agrotoxicos e produtos de cuidado pessoal em amostras de agua destinada ao
abastecimento publico e agua superficial. Considerando as propriedades fisico-
guimicas dos analitos em estudo e da matriz utilizada (aguas marinhas e estuarinas),
algumas modificacbes nos parametros na SPE foram padronizadas, sendo eles: tipo de
cartucho, efeito do pH, e efeito da salinidade. O método de extracdo por SPE foi
padronizado e validado utilizando agua destilada e agua sintética (solucdo de sal de
marinha Coralife em agua destilada) a diferentes salinidades (10, 20 e 30) preparadas
no Laboratério CONECO. As extracdes para cada teste quantitativo foram realizadas
em triplicata (n=3).

4.4.1. Escolhado sorvente na SPE

O primeiro teste foi realizado para escolher com qual tipo de sorvente haveria
uma melhor eficiéncia na extracdo dos biocidas anti-incrustantes em estudo. A
concentragéo dos analitos foi avaliada em trés diferentes sorventes, sendo eles: Strata-
X, 200 mg, 3 mL (Phenomenex); Oasis® HLB, 500 mg, 6 mL (Waters); e Strata C18-E,
500 mg, 3 mL (Phenomenex). Nesta avaliacao, foi utilizado 250 mL de amostra (adgua
destilada a pH 5,5) fortificada com 10 ug L™ de cada biocida, e 2 mL de metanol como
solvente de elui¢do.

4.4.2. Efeito do pH

O pH informa, numa escala de 0 a 14, a acidez e a basicidade da agua. A agua
do mar é levemente basica devido ao equilibrio CO, (g) / COs* (aq), com pH da ordem
de 8,1 a 8,3 (MARION et al., 2011). Em ambientes marinhos e estuarinos o pH pode
crescer levemente quando h& rapida remocdo de CO, das &guas das superficie
durante a fotossintese, ou pode alcancar valores menores em aguas de baixa
salinidade quando a presenca de carbonatos € menos acentuada (NIENCHESKI,
2015). Além disso, a crescente captacdo de CO, (g), oriundo da combustdo de
combustiveis fésseis, faz que o pH do 4gua do mar diminua de forma significativa nos

oceanos (MARION et al., 2011). Neste contexto, valores entre 6,0 e 8,3 sao faixas de
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pH normalmente encontradas em aguas marinhas e estuarinas pelo mundo (DUARTE
et al., 2013a).

Considerando estes fatores ambientais que ocorrem naturalmente e que o pH
influencia na retencao dos biocidas no sorvente na SPE, niveis de pH entre 6 e 8 foram
avaliados a fim de se obter maiores percentuais de recuperacdo. O pH das amostras
para a padronizacdo do método foi ajustado com acido fosférico (1:1 v/v) quando
necesséria acidificacdo, ou com hidroxido de sédio 1 mol L™ quando necesséria a
alcalinizagdo. Nesta avaliacéo, foi utilizado 250 mL de amostra (agua destilada pH
entre 6 — 8) fortificada com 10 pg L™ de cada biocida, sorvente Strata C18-E e 2 mL de

metanol como solvente de eluicéo.
4.4.3. Efeito da salinidade

A salinidade é a medida de todos os sais dissolvidos em agua que por convencgao
internacional é uma unidade adimensional (NIENCHESKI, 2015). A agua do mar é
notavelmente constante em torno de 35. No entanto, a salinidade das aguas estuarinas
variam de acordo com a localizacdo no estuario, as marés diarias e o volume de agua
doce que flui para o sistema (US-EPA, 2015).

Salinidades de 10, 20 e 30 foram testadas para a extracdo dos biocidas anti-
incrustantes em agua do mar. Estes valores foram escolhidos visando abranger
principalmente as faixas de salinidades frequentemente encontradas em A&aguas
marinhas e estuarinas (US-EPA, 2015).

As amostras de &guas sintéticas para a padronizacdo do método foram
preparadas dissolvendo 10, 20 e 30 g de uma mistura de sal marinha comercial
Coralife em 1 L de agua destilada para se obter agua a salinidades de 10, 20 e 30,
respectivamente. Estes valores foram verificados com um refratbmetro. Nesta
avaliacao, foi utilizado 250 mL de amostra de agua sintética com valores de salinidades
previamente mencionadas (pH 8) fortificadas com 10 pug L™ de cada biocida, Strata

C18-E como sorvente, e 2 mL de metanol como solvente de eluicao.
4.5. Padronizagao da VA-MSPD

As amostras de sedimentos marinhos empregadas na padronizacéo e validacao

do método VA-MSPD foram coletadas no estaleiro Irméos Fernandez, municipio de Rio
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Grande, RS, Brasil, seguindo os procedimentos de coleta do item 4.8. Estas amostras
foram previamente caracterizadas segundo o item 4.10.

O método utilizado para a extragdo dos biocidas anti-incrustantes em sedimentos
marinhos foi baseado em um método previamente desenvolvido no laboratério LACOM.
Este método consiste da maceracéo por 5 minutos de 2 g de amostra e 0,25 g de C18
como suporte sélido, seguido da extracdo com 10 mL de metanol em tubo de fundo
conico agitado em vortex durante 1 minuto e centrifugado por 5 minutos a 7000 rpm.
No entanto, algumas modificagfes nesse método foram realizadas: tipo e volume de
solvente extrator, e avaliacdo de C18 reutilizada de suporte sélido. As extracdes para

cada teste quantitativo foram realizadas por triplicata (n=3).
4.5.1. Avaliagédo do etanol como solvente extrator

A fim de utilizar um solvente ambientalmente amigavel, foi avaliado o etanol
como solvente extrator. Nesta avaliacdo, 2 g de sedimento fortificado com 25 ng g™ de
cada biocida (deixado em equilibrio por 45 minutos) foi macerado com 0,25 g de C18,
seguido da extracdo com 10 mL de solvente (metanol ou etanol) em tubo de fundo
conico, agitado por vortex durante 1 min e centrifugado por 5 min a 7000 rpm.

45.2. Escolhade volume de etanol

Para a escolha do volume de solvente extrator, foram estudados os volumes de
5 e 10 mL de etanol. Este teste foi realizado a fim de se obter menores limites de
quantificacdo do método e gerar menos residuos apos a extracdo. Nesta avaliacao, 2 g
de sedimento fortificado com 25 ng g™ de cada biocida (deixado em equilibrio por 45
minutos) foi macerado com 0,25 g de C18, seguido da extracdo com etanol (5 ou 10
mL) em tubo de fundo cbnico, agitado em vortex durante 1 min e centrifugado por 5 min
a 7000 rpm.

4.5.3. Avaliacdo do C18 reutilizado como suporte solido

A fim de se obter um método de preparo de amostra que seja menos
dispendioso, foi avaliado o uso de C18 reutilizado, previamente descontaminado, como
suporte sélido. O método de descontaminacdo do C18 foi baseado no protocolo
descrito por RODRIGUES et al. (2010): aproximadamente 50 g de C18 reutilizado com

100 mL de hexano, 100 mL de acetonitrila, e 100 mL de metanol em uma coluna
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cromatografica de vidro de 300 mL de capacidade. Apos a lavagem, o C18 foi seco em
uma estufa a 50 °C por 48 h.

Nesta avaliagdo, 2 g de sedimento fortificado com 25 ng g™ de cada biocida
(deixado em equilibrio por 45 minutos) foi macerado com 0,25 g de C18 (comercial e
reutilizado), seguido da extracdo com 5 mL de etanol em tubo de fundo cénico, agitado

em vortex durante 1 min e centrifugado por 5 min a 7000 rpm.
4.6. Validagdo de métodos cromatograficos

Apbs o desenvolvimento de um método analitico, e antes de sua aplicacao na
analise de amostras de interesse, 0 mesmo precisa ser validado de forma a assegurar
confiabilidade nos resultados obtidos (LANCAS, 2009b). Segundo a Organizacao
Internacional de Normalizacdo (ISO, do inglés International Organization for
Standardization), a validacdo analitica € a confirmacédo por testes e apresentacao de
evidéncias objetivas de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado
uso intencional (ISO/IEC17025, 2005).

O método foi validado avaliando as seguintes figuras de meérito: linearidade,
limite de detecc¢éo (LOD, do inglés Limit of detection), limite de quantificacdo (LOQ, do
inglés Limit of quantification), exatiddo e precisao (INMETRO, 2011; SANTE, 2015).
Também foi avaliada a influéncia do efeito matriz (EM), como sugerido pelo guia de
validacdo para andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos da Comisséo Europeia
(SANTE, 2015), comparando as declividades das curvas analiticas na matriz com as
curvas analiticas no solvente (ECONOMOU et al., 2009).

4.6.1. Limite de deteccédo (LOD) e de Quantificacdo (LOQ)

O LOD representa a menor concentracdo do composto que pode ser detectada,
porém nao necessariamente quantificada. O LOQ representa a menor concentracao do
composto que pode ser quantificada (SANTE, 2015). O LOD e LOQ do instrumento
(LOD; e LOQ)) para cada composto foi estimado a partir da relagdo sinal/ruido (s/n)
calculada pelo software do equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razao
do sinal pela linha base (ruido), respectivamente. Os limites do método foram obtidos
através de padronizagdo por sobreposicdo na matriz, pelo preparo de solucdes

analiticas de diferentes concentragcfes no extrato branco da matriz.
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Como a técnica SPE empregada apresenta um fator de concentracdo de 125
vezes (250 mL de amostra de agua/2 mL de metanol para eluicdo), o LOQ do método
(LOQm) em ng L™ foi calculado dividindo o LOQ; pelo fator de concentracdo do método
(125x). Em VA-MSPD, o LOQ, em ng g™, foi obtido multiplicando o valor do LOQ; em
ug L™, pelo fator de conversdo obtido (fator = 2,5). O fator de conversdo foi calculado
pela razdo do volume do solvente extrator (5 mL) e a massa da amostra (2 g). Os
valores obtidos foram confirmados experimentalmente, e foram considerados como
verdadeiros, quando a amostra fortificada nestas concentracbes apresentou
recuperacdes entre 70 e 120% com desvio padrdo relativo menor ou igual a 20%
(SANTE, 2015).

4.6.2. Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos em estudo, dentro de
uma determinada faixa de resposta (INMETRO, 2011). A fim de se avaliar a linearidade
das respostas instrumentais para os compostos em estudo, foram construidas curvas
analiticas atraveés de padronizac@o externa no solvente e por padronizagdo externa no
extrato da matriz.

As curvas por padronizacdo externa no solvente foram preparadas através de
diluicdes da solugcéo padrao de trabalho no solvente, metanol para a SPE e etanol para
a VA-MSPD. As curvas por padronizagcdo externa no extrato da matriz foram
preparadas a partir de diluicbes da solucdo padrdo de trabalho no extrato branco da
matriz, extraidas por SPE (amostras de aguas salinas sintéticas) e por VA-MSPD
(amostras de sedimentos). Estes Ultimos conjuntos de soluc¢des preparadas também
foram utilizados para calcular o efeito matriz (EM) dos métodos.

Cada solucgéo foi injetada trés vezes, e cada curva teve no minimo 5 niveis de
concentragcédo (LOQ, 5xLOQ, 10xLOQ, 20xLOQ e 50xLOQ). Os dados de regressao
linear foram obtidos com auxilio do software (Masslynx 4.0 Waters) do equipamento
LC-MS/MS. A partir destes dados foi avaliado o coeficiente de correlagéo linear (r).

4.6.3. Exatiddo

A exatidao, obtida por um método analitico, representa o grau de concordancia

entre os resultados individualmente obtidos em um determinado ensaio em
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comparacao com um valor de referéncia aceito como verdadeiro (SANTE, 2015). Os
processos mais utilizados para se avaliar a exatiddo de um método sao: materiais de
referéncia certificados, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo e ainda
adicdo padrdo. Nesse estudo, devido a inexisténcia de material de referéncia
certificado para biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo em agua do mar e
sedimento marinhos, a exatidao foi avaliada através de ensaios de recuperacdo. A
recuperacédo, R, é definida como a propor¢édo da quantidade da substancia de estudo,
presente ou adicionada na propor¢do analitica do material, que € extraida e passivel de
ser quantificada.

Para a avaliacdo da exatidao, foram adicionadas quantidades conhecidas dos
analitos nas amostras de agua do mar e sedimentos marinhos em trés niveis: baixo
(LOQ), médio (5xLOQ) e alto (10xLOQ). A exatiddo foi avaliada em termos de
recuperacdo conforme a Equacao 1, descrita abaixo:

. C,-branco .
Recuperacao(%)= . x100% Equacéo 1
1

Onde:
C1: média das areas do padrao na concentracéo fortificada;
C,: média das areas da amostra fortificada apds a extracao (pos-fortificacao);

Branco: média das areas da amostra nao fortificada.
4.6.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetitividade (RSDr) e da
precisao intermediaria (RSDpi). Para a repetitividade, as amostras foram fortificadas
em trés niveis (LOQ, 5xLOQ, e 10xLOQ) em triplicata seguindo todo o procedimento de
extracdo padronizado para a SPE e VA-MSPD e injetadas em triplicata no mesmo dia,
pelo mesmo analista e nas mesmas condicbes cromatograficas. A partir das nove
determinacdes foi calculado o desvio padréo relativo (RSD, do inglés Relative Standard
Deviation). A precisdo intermediaria foi realizada da mesma maneira que a
repetitividade, porém em dois niveis (5XxLOQ e 10xLOQ) e em dias diferentes. Para os

calculos dos RSD utilizou-se a Equacao 2, apresentada a seguir:
S
RSD (%)= ——x1 E 80 2
SD (%) Xm 00 quagao

Onde:
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s: estimativa do desvio padréo absoluto;

Xm: média das medidas em replicadas.
4.6.5. Efeito matriz

O efeito matriz (EM) corresponde as interferéncias de componentes na matriz
em um resultado analitico, seja ele positivo (enriquecimento de sinal) ou negativo
(supresséo de sinal) (NIESSEN et al., 2006; ECONOMOU et al., 2009).

Para os métodos de SPE e VA-MSPD, a avaliacao do efeito matriz do método foi
realizada por meio de comparacdes das curvas analiticas através de padronizacdo
externa no solvente e daquelas obtidas por padronizacdo externa no extrato branco da
matriz (ECONOMOU et al., 2009), utilizando-se a Equacgéao 3.

EM (%)z% x 100 Equacio 3

Onde:

A1: inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada biocida,
preparada no extrato da matriz (extrato de agua salina sintética ou de sedimento);

A: inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solu¢des analiticas de cada biocida,
preparada no solvente (metanol ou etanol).

Quando os valores calculados para o EM estédo entre -20 e +20%, considera-se
gue o EM é baixo; se estiverem entre -50 e -20% ou entre +20 e +50% ¢é considerado
médio; e se os valores encontrados forem abaixo de -50% ou acima de +50%, o efeito
matriz é considerado alto (ECONOMOU et al., 2009).

4.7. Area de estudo

A Republica do Panama estéa situada na América Central, fazendo fronteira com
o Mar do Caribe ao norte, o Oceano Pacifico ao sul, a Republica da Colémbia a leste, e
é delimitada pela Republica da Costa Rica, ao oeste (MONTERO LLACER, 2004). A
superficie continental panamenha é de aproximadamente 78082 km? e a economia do
pais é baseada principalmente em um setor de servigos, especialmente o turismo e o
comércio. O Panama tem uma posi¢do geografica estratégica e o Canal do Panama
facilita a comunicacdo entre o0s oceanos Atlantico e Pacifico, influenciando
significativamente o comércio mundial (MONTERO LLACER, 2004). Cerca de quatro
mil navios de diferentes bandeiras atravessam o Canal do Panama anualmente, o que
representa cerca de 5% do comércio mundial (CANAL DE PANAMA, 2016). Estas
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embarcacdes utilizam tintas anti-incrustantes para a prevencao da incrustacao marinha,
as quais sao consideradas uma potencial fonte de contaminacdo por biocidas anti-
incrustantes. Além disso, as areas costeiras do Atlantico e do Pacifico perto do Canal
do Panama tém numerosas marinas, portos pesqueiros, e um alto fluxo de navios
comerciais, devido a presenca de portos internacionais e navios a espera para
atravessar o Canal.

Neste estudo, os pontos de amostragem foram estabelecidos levando em
consideracao a existéncia de fontes potenciais de biocidas anti-incrustantes de terceira
geracdo como terminais portuarios, marinas e entrada do Canal do Panama. Na Figura
6 podemos observar um mapa dos pontos de amostragem e na Figura 7 algumas fotos
dos pontos de coleta. Na Tabela 8 sdo descritos cada local de amostragem com seu
respectivo trafego de embarcacfes, tipo de amostra e éarea costeira. Os locais
selecionados sdo areas com maior relevancia maritima do pais, destacando assim a
regido metropolitana na provincia do Panama (PA3, PA4, PA5, PA6, PA7 e PA8) e
Colon (PAla, PAlb e PA2); e a regido fronteira com a Costa Rica (PA9, PA10, PA1l e
PA12) na costa do Pacifico e do Caribe no Panama. As amostragens foram realizadas

em fevereiro de 2016, em um total de 13 pontos ao longo do litoral panamenho.
4.8. Coleta das amostras

As amostras de agua foram coletadas a 0,5 m da superficie, em duplicata,
utilizando um amostrador de aco inoxidavel e garrafas de vidro @mbar previamente
descontaminadas. Um total de 13 amostras de agua do mar foram coletadas. As
amostras foram refrigeradas e levadas para o Laboratorio dos Recursos Aquaticos do
Panama (ARAP) para realizar o procedimento de extracdo em fase sélida (SPE). Apés
a SPE, os cartuchos foram congelados e transportados ao Laboratério LACOM, onde
foi realizada a eluicdo dos cartuchos e posterior analise por LC-MS/MS.

As amostras de sedimento foram coletadas em duplicata com uma draga de aco
inoxidavel tipo “Van Veen” (KC Denmark). Para cada amostra foi coletada apenas a
camada superficial (~2 cm), sendo transferida para recipientes de aluminio previamente
calcinados (450 °C por 8 h). Um total de 11 amostras de sedimento foram coletadas.
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, congeladas e
conduzidas ao Laboratorio CONECO, onde foi realizada a liofilizacdo e as anélises de

carbono organico total e granulometria. As amostras foram armazenadas em frascos de
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vidro ambar, sob refrigeracdo e em lugar protegido da luz, minimizando a
fotodegradacdo dos compostos até a extracdo. No LACOM foi realizado o

procedimento de extracdo por VA-MSPD e andlise por LC-MS/MS.

Figura 6. Pontos de coleta ao longo do litoral panamenho.
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Fonte: Mapa construido por italo Braga de Castro e Jahir Antonio Batista Andrade, 2016
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Figura 7. (A) Entrada do Canal do Panama no Oceano Pacifico; (B) Marina Shelter no
Mar do Caribe; (C) Mercado de Mariscos no Oceano Pacifico.

Fonte: Fotos de Jahir Antonio Batista Andrade, 2016
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Tabela 7. Descricédo dos locais de amostragem, amostra coletada (A: 4gua do mar, S: sedimentos) e localizacdo geografica.

Amostra

Area

Localizacao

Estagao coletada costeira geografica Descricao
PAla Marina Shelter A'S Caribe 09°21'58.00"N Estaleiro e embarcacdes de lazer.
79°57'04.10"0
PA1b Saida da marina A Caribe 09°21'55.20"N Mar aberto, saida de embarcacdes da marina.
Shelter 79°57'00.25"0
PA2 Porto de Colon A'S Caribe 09°21'54.49"N Embarcacdes comerciais, pesqueiras e estaleiros.
79°53'40.49"0
PA3 Porto do Panama A'S Pacifico 08°57'49.70"N Embarcacdes comerciais e pequenas embarcacgdes pesqueiras
79°34'21.10"0
PA4 Ponte das A'S Pacifico 08°56'43.20'N Entrada do Canal do Panama
Américas 79°33'54.90"0
PAS5 Marina La Playita A'S Pacifico 08°54'33.50"N Embarcactes de lazer
79°31'37.60"0
PAG6 Porto de A'S Pacifico 08°51'44.50"N Porto pesqueiro no Pacifico
Vacamonte 79°40'22.60"0O
PA7 Marina Flamenco A'S Pacifico 08°54'40.20"N Estaleiro e embarcacodes de lazer
79°31'18.50"0
PA8 Mercado de A'S Pacifico 08°57'30.78"N Porto pesqueiro, embarcacgdes de passageiros.
Mariscos 79°32'09.41"0
PA9 Chiriqui Grande A'S Caribe 10°38'29.30"N Porto de embarcacdes de petréleo e tanques de reserva,
85°39'00.30"0 embarcacdes comerciais e de passageiros.
PA10 Almirante A'S Caribe 09°17'24.80"N Porto de embarcacdes comerciais e de passageiros.
82°24'05.60"0
PA11 Bocas del Toro A,'S Caribe 09°20'12.20"N Embarcacdes de lazer, comerciais e de passageiros. Ponto
82°14'34.70"0 turistico no Caribe.
PA12  Puerto Armuelles A Pacifico 08°13'34.80"N Porto de embarcacdes de petréleo e tanques de reserva

82°52'29.60"0
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4.9. Caracterizacao fisico-quimica das aguas

Antes do procedimento de extracdo por SPE, foram medidos os parametros de
pH e salinidade no Laboratorio da Estacion de Maricultura del Pacifico en Vacamonte
da ARAP. Para a salinidade foi utilizado um refratdmetro Seawater HI 96822

(Inglaterra) e para o pH um pHmetro Denver Instrument (EUA).
4.10. Caracterizacdo dos sedimentos

As amostras de sedimentos liofilizadas foram desagregadas usando gral e pistilo
de porcelana, uma aliquota foi separada para a andlise granulométrica. O restante foi
desagregado até a obtencdo um sedimento homogéneo para posterior analise de

carbono organico e biocidas anti-incrustantes.
4.10.1. Analise granulométrica

A andlise granulométrica do sedimento foi realizada no Laboratério CONECO,
através da técnica de peneiramento. Essa metodologia consiste em caracterizar a
porcdo de sedimento coletado de acordo com o tamanho do grdo, sendo as fracfes
classificadas como areia grossa (<1000 pum), areia intermediaria (<500 um), areia fina
(<250 pm), areia muito fina (<125 pm), silte e argila (<63 pm) (GRAY e ELLIOT, 2009).
As amostras, depois de secas foram desagregadas e homogeneizadas. Posteriormente
30 g de cada amostra foram lavadas através de uma peneira de 63 um de diametro
com agua suficiente para separar uma parte da fracao fina (silte e argila), o restante do
sedimento foi seco numa estufa a 80 °C por dois dias.

ApoOs a secagem, o sedimento foi desagregado, pesado e passado por um
conjunto de peneiras, com malhas de diferentes diametros (1000 um, 500 um, 250 pym,
125 um, 63 pm), sob agitacédo (agitador eletromagnético) durante aproximadamente 10
min. ApoOs esse periodo o sedimento separado em diferentes tamanhos, foi pesado
para obtencdo da porcentagem de cada tipo de grdo. A porcdo de sedimentos
considerados finos (silte e argila) corresponderam as fracdes que ultrapassam a ultima
peneira (63 um) e a porgéo perdida na lavagem obtida pela diferenca da massa inicial e
final do sedimento (Equacéo 4).

. (mj-mg)+M.g3
% Finos=-— Hm

x 100% Equacao 4

Onde:
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m;: massa inicial do sedimento (aproximadamente 30 g)
m;: massa do sedimento depois da lavagem e secagem

M<s3 um: Massa da fragéo do sedimento que ultrapassaram a Ultima peneira (63 pm)
4.10.2. Analise de Carbono Orgéanico Total

As analises do teor de carbono organico (COT) foram realizadas no Laboratorio
CONECO e no Laboratério de Oceanografia Geologica (LOG) da FURG.
Aproximadamente 1 g de sedimento seco e homogéneo foi pesado em uma placa de
petri (procedimento realizado em duplicata). Essas placas foram colocadas em um
dessecador fechado com &cido cloridrico P.A, durante 24 — 36 h a fim de promover a
descarbonatacéo (procedimento necessario para eliminar todo o carbono inorgéanico da
amostra). ApOs esse periodo as amostras foram secas em uma estufa a 60 °C até
obtencdo de peso constante. Para a determinacdo da porcentagem de carbono
organico total, foi pesado de 2,5 a 3,0 mg de sedimento em uma capsula de estanho, a
qual teve seu %COT determinada pelo analisador de carbono total TOC-L (Total
Organic Carbon Analysis) - SSM 5000 A, Shimadzu, Japéo.

4.10.3. Efeito matriz nas amostras de sedimentos do Panama

Devido ao fato da padronizacéo e validacdo do método VA-MSPD e LC-MS/MS
ter sido realizado com amostras de sedimentos superficiais oriundas de um estaleiro do
Rio Grande, RS, Brasil; e a aplicabilidade ter sido realizada em amostras do Panama,
foi necessério avaliar o efeito matriz para cada amostra coletada ao longo do litoral
panamenho.

O EM das amostras de sedimentos superficiais coletadas no Panama foi
avaliado comparando as areas obtidas das solu¢des analiticas no solvente e aquelas
obtidas com solucdes analiticas preparadas nos extratos das matrizes (sedimentos do
Panamad) fortificados na concentracdo de 5xLOQ. A equacdo 5 ilustra como o efeito
matriz foi calculado.

(C2-Cgr)-C1

EM (%)= c
1

x 100 Equacéo 5

Onde:
C1: média das areas dos picos referente a cada analito na solugdo padrdo no solvente
(5xLOQ);
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C,: média das areas dos picos referente a cada analito preparada no extrato da matriz
(5xLOQ);
Cs: média das areas dos picos referente a cada analito da amostra ndo fortificada

(branco).
4.10.4. Analise de particulas de tintas anti-incrustantes

A identificacdo e separacdo das particulas de tintas anti-incrustantes das
amostras de sedimentos foi realizada no laboratério CONECO seguindo o protocolo
descrito por TAKAHASHI et al. (2012). Primeiramente, as particulas de tintas anti-
incrustantes foram identificadas utilizando um microscopio 6ptico Opton com ampliacao
de 5x. Posteriormente, as particulas foram separadas cuidadosamente das amostras
de sedimento utilizando pincas e espétulas de aco inoxidavel.

Apés a separacdo, as particulas foram levadas para o0 CEME-SUL da FURG e
um conjunto de 2 a 3 particulas de tintas foram colocadas nos porta amostras do
microscopio e recobertas com grafite para posterior andlise por Microscopia Eletrénica

de Varredura e Espectroscopia por Dispersédo de Energia de Raios X (EDS).
4.11. Uso do padréo de recuperacgéo

Padrdes de recuperacédo sao definidos como compostos ou elementos puros 0s
quais sdo adicionados ao material teste, no qual o comportamento quimico e fisico &
representativo da substancia de interesse na forma nativa. Este composto pode ser
uma versdo da substancia modificada isotopicamente, deve tem elevado teor de
pureza, e a matriz deve ser isenta deste composto (CUADROS-RODRIGUEZ et al.,
2001).

Neste trabalho foi avaliado o uso do padrao de recuperacdo para acompanhar a
eficiéncia de extracdo. Para tal, foi selecionado o diuron-ds, sendo este o padrdo
deuterado disponivel no laboratério de classe quimica correspondente a classe das
fenilureias, substancia modificada isotopicamente do biocida diuron. A avaliagdo foi
feita fortificando 250 mL de a4gua do mar e 2 g de sedimento com 10 pg L™ e 25 ng g*
do diuron-dg, respectivamente. Apoés fortificacdo, as amostras foram submetidas aos

procedimentos de preparo padronizados.
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4.12. Analise das amostras do Panama e controle de qualidade

As extracdes dos biocidas nas amostras de agua do mar foram realizadas em
duplicata (duas amostras coletadas) e injetadas trés vezes no sistema LC-MS/MS. A
quantificacao foi feita através da curva analitica preparada por padroniza¢do externa no
solvente (metanol). Os resultados foram expressos como a média de duas amostras
coletadas (N=2) + desvio padrdo em ng L™.

As amostras de sedimentos foram extraidas em triplicata (n=3) para cada
amostra coletada (duplicata por local) e injetada trés vezes no sistema LC-MS/MS. A
guantificacao foi feita através da curva analitica preparada por padronizacdo externa no
solvente (etanol). Os resultados foram expressos como a média de duas amostras
coletadas (N=2) + desvio padrdo em ng g™.

O controle de qualidade foi realizado com base na analise diaria de “brancos” da
matriz e da vidraria para verificar e eliminar falsos positivos por contaminagdo no
processo de extracdo, instrumento, materiais ou reagentes utilizados durante todo o
processo.

Além disso, durante a extracdo de amostras, o padrédo de recuperacao diuron-dg
foi adicionado, para acompanhar a eficiéncia da extracao (item 4.11). Assim, 0s erros
de quantificacdo causados por efeitos matriz, além de possiveis flutuacdes

instrumentais puderam ser monitorados.
4.13. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados da padronizacdo dos métodos foi realizada
por ANOVA considerando as médias de triplicatas dos testes, seguida pelo teste de
Tukey a um nivel de 5% (p<0,05), utilizando o programa “Statistica” (versao 7.0,
StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Foram verificados os pré-requisitos do ANOVA:

Normalidade Shapiro wilk e Homecedasticidade Levene.
4.14. Tratamento de residuos

Os residuos gerados por esse trabalho foram armazenados em frascos
devidamente rotulados seguindo o protocolo da Escola de Quimica e Alimentos (EQA),
sendo armazenados em espacos pré-definidos. Posteriormente os residuos foram

recolhidos e destinados pela empresa contratada pela FURG para esta finalidade.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Preparo de amostra por SPE

5.1.1. Escolhado sorvente

A selecdo adequada do sorvente na SPE é fundamental na eficiéncia de

extracdo dos analitos em amostras liquidas (WELLS, 2003). Strata X, Oasis® HLB e

Strata C18-E foram testados e o0s resultados de recuperacdo dos analitos sao

apresentados na Figura 8.

Figura 8. Efeito de diferentes sorventes na eficiéncia de extracao dos biocidas (n=3).

Condicdes do teste: 250 mL de agua destilada (pH 5,5 e salinidade 0) fortificada com

10 pg L™ de cada biocida, e 2 mL de metanol como solvente de eluicéo. Barras de

erros indicam valores de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenga significativa
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De acordo com os resultados, baixas recuperacbes (<35%) e diferencas

significativas (p<0,05) foram obtidas para os compostos DCOIT e TCMTB utilizando os
sorventes Strata X e Oasis® HLB. No entanto, para o diuron, TCMTB, DCOIT e



43

diclofluanida maiores recuperacdes foram obtidas utilizando o sorvente Strata C18-E
(56 — 93%). O irgarol 1051 nao foi extraido em nenhum dos sorventes provavelmente
devido ao efeito do pH do meio, questdo que sera discutida na sec¢ao 5.1.2.

Os sorventes Strata X e Oasis HLB séo sorventes poliméricos recomendados
para reter moléculas de média a alta polaridade (ANDRADE-EIROA et al., 2016). Na

Figura 9 pode-se observar a estrutura quimica dos sorventes utilizados nos testes.

Figura 9. Estruturas quimicas dos sorventes utilizados no desenvolvimento da SPE. a)
Strata C18-E, b) Oasis® HLB, e c) Strata X.
a) Strata C18-E

—a0
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c) Strata X

Azul: grupos hidrofébicos (ligagdes pi - pi)
Vermelho: grupos hidrofilicos (ligagdes de
hidrogénio e dipolo-dipolo)
Roxa: estructura quimica da silica
Preto:  cadeias  alquilicas  (ligagOes
hidrofébicas)

O Strata X (Figura 9c¢) tem uma superficie modificada com estireno e com um
grupo pirrolidona. O sorvente Oasis® HLB (Figura 9b) tem o grupo N-vinilpirrolidona
(parte hidrofilica) e o mondémetro divinilbenzeno (parte lipofilica). Estes dois sorventes

sao utilizados para extracdo de compostos acidos, basicos e neutros. Os mecanismos
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de retencdo nestes sorventes sado basicamente ligacdes -1 (azul); ligagbes de
hidrogénio e dipolo-dipolo (vermelho); e interagcdes hidrofébicas (azul e preto)
(BRATKOWSKA et al., 2010; ANDRADE-EIROA et al., 2016).

O sorvente Strata C18-E é um sorvente de silica alquilada (Figura 9a) que é
recomendado para a extracdo de moléculas hidrofébicas neutras por possuir uma
cadeia de 18 atomos de carbono. Os mecanismos de retencdo sdo basicamente
interacdes hidrofébicas. Segundo estas estruturas quimicas e levando em
consideracdo as estruturas quimicas dos compostos em estudo (Figura 2), pode-se
observar que os biocidas anti-incrustantes tém maior afinidade de retencéo pela cadeia
alquilada que pelos outros sorventes. Os sorventes poliméricos tém na sua estrutura
quimica espacos com grupos hidrofilicos, o que leva a uma menor eficiéncia de
retencdo dos analitos, especialmente para os compostos mais hidrofébicos (DCOIT,
diclofluanida e TCMTB). Portanto, com base nos resultados obtidos no teste de
recuperacdo e no conhecimento da estrutura quimica dos sorventes e analitos, o Strata
C18-E foi escolhido como sorvente para a extracdo dos biocidas na agua do mar.

Sorventes de C18 tém sido amplamente utilizados por muitos pesquisadores
para extrair biocidas anti-incrustantes de agua do mar. SAPOZHNIKOVA et al. (2013)
usaram C18 para a determinacdo de diuron, irgarol 1051 e o produto de degradacéo do
irgarol 1051 (M;) em marinas da California. Além disso, DOMINGUEZ et al. (2014)
otimizaram um método para determinacdo do irgarol 1051 e o diuron em &reas
costeiras de Rio Grande, RS, Brasil. Ambos autores utilizaram o sistema LC-MS/MS.
SAKKAS et al. (2002a) utilizaram C18 para determinacdo de DCOIT e diclofluanida
com detecc¢do por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (GC-ECD,
do inglés Gas Chromatography with Electron Capture Detector), obtendo recuperagfes

de 85 e 56%, respectivamente.
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O efeito do pH na eficiéncia da extracéo foi avaliado na faixa de 6 a 8. A Figura

10 apresenta os resultados obtidos.

Figura 10. Efeito do pH na eficiéncia de extragao dos biocidas (n=3). Condi¢des: 250

mL de agua destilada (salinidade 0) com 10 pg L™ de cada biocida, sorvente Strata

C18-E e 2 mL de metanol como solvente de eluicdo. Barras de erros indicam valores

de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para cada
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A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferencas significativas na

eficiéncia de extracdo em pH 7 e 8 para o diuron, irgarol 1051, TCMTB e DCOIT

(p>0,05). Com um pH 6, o irgarol 1051, TCMTB e DCOIT apresentaram diferencas

significativas (p<0,05) em relag&o ao pH 7 e 8. Estes resultados indicam que valores de

pH entre 7 e 8 abrangem uma maior eficiéncia de extracdo dos biocidas em estudo. Por

tanto, durante o processo de extracdo o pH deve ser aferido, e se néo estiver entre 7 e

8 deve ser ajustado a esta faixa.

O efeito do pH na eficiéncia de extracdo € um dos parametros mais importantes

na extracao por SPE. Isto se deve ao fato que se um composto € ionizavel (neste caso

diuron e irgarol 1051), a retencdo no sorvente vai depender do pH da matriz. O
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composto diuron tem um pKa de 13,18 (CHEMICALIZE, 2016a) e a espécie neutra &
predominante na faixa de pH <13. Em contraste, o irgarol 1051 tem quatro valores de
pKa devido a presenca de cinco atomos de nitrogénio na sua estrutura molecular.
Estes atomos podem atuar como base ou &cido de Lewis (doando ou recebendo
prétons) conforme o pH do meio. Portanto, o valor de pKa acido mais forte para o
irgarol 1051 é de 5,68, enquanto o valor de pKa basico mais forte € de 14,13
(CHEMICALIZE, 2016b). Na Figura 11 sdo apresentadas trés das espécies do irgarol
1051, sendo identificadas como a espécie neutra (Ir), acida (Ir+) e béasica (Ir-).

Figura 11. Espécies neutra (Ir), acida (Ir+) e basica (Ir-) do irgarol 1051.
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Na Figura 15 pode-se observar que a espécie neutra do irgarol 1051 (Ir) é
predominante na faixa de pH de 7 a 12. Em faixas de pH menores que 6 é
predominante a espécie acida (Ir+) e acima de 13 a espécie basica (Ir-). Estas espécies
ionizaveis tém maior interacdo com a agua e pouca retencao pelo sorvente C18-E.
Consequentemente, para que ocorra uma maior interacao do irgarol 1051 e do diuron
no C18-E, o meio deve estar em pH neutro a levemente basico, como foi verificado

pelo ensaio realizado.
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Figura 12. Distribuicdo das espécies predominantes do Irgarol 1051 em funcéo do pH.
100 -

90

80 -
70 -
60 -
50 -
40 4

30 -

Distribuicdo das espécies (%)

20 A

10 -

-
- -+ - T g (

0 — -
) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

-10 -

Fonte: Adaptado de CHEMICALIZE, 2016b.

5.1.3. Efeito da salinidade

Considerando as diferentes salinidades encontradas em ambientes marinhos e
estuarinos, a influéncia desse parametro sobre a eficiéncia de recuperacao foi avaliada.
Neste contexto, foram utilizadas amostras de aguas com salinidades de 10, 20 e 30
conforme indicado na Figura 13.

A andlise estatistica demonstrou diferencas significativas na eficiéncia da
extracdo do irgarol 1051 quando a salinidade foi modificada (p<0,05), mostrando maior
recuperacdo em salinidade 10. Para os outros compostos, entre salinidade 10 e 20 n&o
foram encontradas diferencas significativas (p>0,05). Para salinidade 30, as
recuperagdes dos compostos foram significativamente mais baixas (p<0,05) que as
outras salinidades, com excecdo da diclofluanida. No entanto, as recuperacdes dos
analitos fortificados em agua com diferentes salinidades variaram de 52 a 117% com
desvios padrbes relativos menores de 19%. Estes valores de recuperagdo Ssao
aceitaveis em procedimentos analiticos para extragdo em baixas concentracdes e em
matrizes complexas (SANTE, 2015). Portanto, amostras com salinidades entre 10 e 30

podem ser extraidas com eficiéncia.
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Figura 13. Efeito da salinidade na eficiéncia de extracao dos biocidas (n=3).
Condicées: 250 mL de amostra de 4gua sintética com 10 pg L™ de cada biocida,
sorvente Strata C18-E e 2 mL de metanol como solvente de eluigdo. Barras de erros
indicam valores de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)

para cada analito.
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5.1.4. Procedimento SPE padronizado

No procedimento SPE padronizado, as amostras de agua do mar foram filtradas
com membranas de acetato de celulose (0,45 pum) e os parametros de pH e salinidade
foram medidos. Apés isso, 250 mL da fracdo dissolvida da amostra foi fortificada com
100 pL de 0,2 mg L™ de diuron-ds (padrdo de recuperacéo). Os sorventes de SPE
(Strata C18-E) foram condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de agua ultrapura. A
amostra foi percolada através dos cartuchos de SPE a uma vazéo de 10 mL min™ e
depois da secagem total do cartucho 2 mL de metanol foi utilizado para eluir os
analitos. Uma aliquota de 1 mL do extrato final foi retirada para analise cromatogréfica.

O meétodo apresentou vantagens para a realizacao deste estudo, destacando-se
o alto grau de concentracéo dos analitos (125 vezes) e a possibilidade de extracdo no

local de amostragem para posterior andlise cromatografica no laboratério.
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5.2. Preparo de amostra por VA-MSPD
5.2.1. Etanol como solvente extrator

Na Figura 14 sao apresentados os resultados obtidos ao utilizar metanol e etanol
como solvente extrator na VA-MSPD. A comparagdo entre estes solventes nao
apresentou diferencas significativas (p>0,05) para o irgarol 1051, diuron e TCMTB. No
entanto, para o DCOIT e a diclofluanida recuperacdes significativamente maiores
(p<0,05) foram obtidas empregando etanol como solvente extrator. Neste contexto,
pode-se comprovar que o etanol apresentou uma Otima eficiéncia de extracdo e pode
ser utilizado na VA-MSPD.

Figura 14. Efeito do tipo de solvente na eficiéncia de extracdo (n=3). Condicbes: 2 g de
sedimento fortificado com 25 ng g™ de cada biocida foi macerado com 0,25 g de C18,
seguido da extracdo com 10 mL de solvente (metanol ou etanol) em tubo de fundo
cbnico por vortex durante 1 min e centrifugado por 5 min a 7000 rpm. Barras de erros
indicam valores de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)

para cada analito.
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O etanol é considerado um solvente verde ja que apresenta menor toxicidade

para o analista que solventes convencionais como o hexano, metanol e acetonitrila.
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Além disso, a facilidade do seu descarte e sua producdo através de ferramentas
biotecnoldgicas favorece sua escolha como solvente extrator na VA-MSPD (RIBEIRO
et al., 2004; JESSOP, 2011).

5.2.2. Volume de etanol como solvente extrator

Uma vez comprovado que o etanol pode ser utilizado como solvente extrator na
VA-MSPD, testou-se a eficiéncia de extracdo utilizando 5 e 10 mL (Figura 15). A
comparacado entre 5 e 10 mL n&o apresentou diferenga significativa (p>0,05) na
eficiéncia da extracdo. Porém, para se obter menores limites de quantificacdo do
meétodo e gerar menos residuos no trabalho, foi escolhido o uso de 5 mL de etanol.

Figura 15. Efeito do volume de etanol (EtOH) na eficiéncia de extracdo (n=3).
Condicdes: 2 g de sedimento fortificado com 25 ng g™* de cada biocida foi macerado
com 0,25 g de C18, extraido com etanol (5 ou 10 mL) em tubo de fundo cénico por
vortex durante 1 min e centrifugado por 5 min a 7000 rpm. Barras de erros indicam
valores de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para

cada analito.
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5.2.3. Avaliacdo do C18 reutilizado como suporte solido

C18 comercial e C18 reutilizado de cartuchos de SPE foram avaliados como

suporte solido na VA-MSPD e as recuperacdes obtidas sdo apresentadas na Figura 16.

Figura 16. Efeito do tipo de suporte sélido na eficiéncia de extracdo (n=3). Condicbes
do teste: 2,0 g de sedimento fortificado com 25 ng g™ de cada biocida foi macerado
com 0,25 g de C18 (comercial e reutilizado), seguido da extracdo com 5 mL de etanol
em tubo de fundo conico por vértex durante 1 min e centrifugado por 5 min a 7000 rpm.
Barras de erros indicam valores de RSD (%). Letras diferentes indicam diferenga

significativa (p<0,05) para cada analito.
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A comparagdo entre C18 comercial e reutilizado n&o apresentou diferenca
significativa (p>0,05) para os compostos diuron, DCOIT e diclofluanida. Porém, para o
irgarol 1051 houve uma recuperagéao significativamente maior (p<0,05) utilizando o C18
reutilizado, enquanto que para o TCMTB maior recuperacgao foi encontrada utilizando o
C18 comercial (p<0,05). Cabe ressaltar que os valores de recuperacédo para todos os
analitos estédo dentro da faixa recomendada pelos guias de validagéo (70 — 120%). Por
isso, foi padronizado o uso de C18 reutilizado para a aplicabilidade do método, uma

vez que o uso de materiais reciclados atende os principios da quimica verde, reduz os



52

custos do método e esta de acordo com o conceito dos 3 R’s, ou seja, reutilizar, reduzir

e reciclar (replace, reduce and recycle).
5.2.4. Procedimento VA-MSPD padronizado

No procedimento VA-MSPD padronizado, 2,0 g de amostra previamente
liofilizada foi fortificada com 50 pL de 1 mg L™ de diuron-ds e deixado em equilibrio por
40 minutos. A amostra foi dispersa com 0,25 g de C18 reutilizado por 5 minutos. O
macerado foi transferido para um tubo de fundo conico onde foram adicionados 5 mL
de etanol, o tubo foi agitado em vértex por 1 min e centrifugado a 7000 rpm por 5
minutos. Uma aliquota de 1 mL do extrato final foi retirada para andlise cromatografica.

O método padronizado apresentou muitas vantagens em comparacdo as
técnicas convencionais de extragdo por ultrassom, soxhlet ou agitacdo mecénica.
Dentre as vantagens pode-se destacar um menor tempo de extracao, utilizacdo de um
sorvente reutilizavel (C18 proveniente de cartuchos de SPE usados, previamente
descontaminados), uso de um solvente extrator menos toxico (etanol) e a obtencao de
baixos limites de quantificacdo para a determinacédo de biocidas anti-incrustantes em
amostras de sedimentos marinhos. Na Figura Al do apéndice apresenta-se um
cromatograma de ions totais (TIC, do inglés total ion chromatogram) de um padrao da

mistura de biocidas em etanol e no extrato da matriz.
5.3. Validacdo dos métodos
5.3.1. Limite de Deteccéo (LOD) e de Quantificacédo (LOQ)

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores do LOD e LOQ instrumental e do
método para a SPE e a VA-MSPD.

O documento n°® 11945 de 2015 do guia de validacédo para analise de residuos
de agrotoxicos em alimentos da Comissdo Europeia (SANTE) recomenda que 0s
limites de quantificacdo dos métodos desenvolvidos sejam menores ou iguais aos
limites maximos permitidos pelos padrdes de qualidade ambiental. Neste contexto,
devido ao fato de que no Panama ou na América latina ndo se tem padrbes de
qualidade ambiental em relacdo aos biocidas anti-incrustantes em estudo, neste
trabalho foram consideradas como ponto de referéncia os do Reino Unido, da Holanda
e da Noruega (Tabelas 2 e 3). Assim, os métodos desenvolvidos neste estudo sao

adequados para o monitoramento de biocidas anti-incrustantes estudados em amostras
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de agua do mar e sedimentos superficiais marinhos, pois os valores de LOQ obtidos

estdo abaixo dos limites estabelecidos pelos padrées ambientais europeus.

Tabela 8. Limites de detecc¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) instrumental dos métodos
e legislagdes europeias (ERL/MPC) dos biocidas em estudo.

Instrumental Métodos ERL/MPC
SPE VA-MSPD
Biocida Lt - . A i
(Mg L) (ng LY (ng g Agua  Sedimento

ng L™ ng g
[0b 100 Lob Loo Lob Log (97  (nag)

Diuron 0,3 1,0 2,4 80 0,75 2,50 100 9,0
TCMTB 0,3 1,0 2,4 80 0,75 2,50 380 n.a
Irgarol 1051 0,03 0,1 0,2 0,8 0,08 0,25 24 14
Diclofluanida 0,3 1,0 2,4 80 0,75 250 n.a n.a
DCOIT 0,15 0,5 1,2 40 0,38 1,25 n.a n.a

ERL: limites de risco ambiental do Reino Unido, e MPC: concentragdo méaxima permitida da Holanda
(CROMMENTUIJN et al., 2000; VAN WEZEL e VAN VLAARDINGEN, 2004; MUKHERJEE et al., 2009).

n.a: nao aplicavel.
5.3.2. Curva analitica e linearidade

A faixa linear de todas as curvas analiticas foi avaliada a partir do LOQ do método
em cinco niveis de concentracao (LOQ, 5, 10, 20 e 50 vezes superior ao LOQ) para o0s
métodos da SPE e VA-MSPD. Nas Tabelas 9 e 10 estdo apresentadas as equacdes
das retas e os valores de coeficiente de correlacao linear (r) para as curvas no solvente
e no extrato por padronizacdo externa, as quais foram avaliadas neste estudo para
ambos os métodos.

A patrtir dos resultados obtidos pelas equacdes das retas para o método da SPE e
da VA-MSPD, pode-se concluir gue o modelo linear € adequado, ja que os coeficientes

de correlacao (r) foram maiores que 0,99 para todas as curvas analiticas construidas.
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Tabela 9. Equacdes das retas e coeficientes de correlacdo das curvas analiticas no

solvente e no extrato para o método SPE LC-MS/MS.

Curva no solvente

Biocida (MeOH) r Curva no extrato r
Diuron y=76387x+18,51 0,9995 y=89094x+20,25 0,9972
TCMTB y=214771x+175,67  0,9993 y=210633x+4,36 0,9989
Irgarol 1051 y=3x10%x+213,42  0,9912  y=29x10°x+248,33 0,9973
Diclofluanida y=36935x+31,47 0,9991 y=34378x+28,05 0,9937
DCOIT y=67582x+28,64 0,9968 y=83255x+2,81 0,9978

Tabela 10. Equaces das retas e coeficiente de correlacdo das curvas analiticas no
solvente e no extrato para o método VA-MSPD LC-MS/MS.

Curva no solvente

Biocida (EtOH) r Curva no extrato r
Diuron y=71487x+23,23  0,9981 y=68855x+11,37 0,9996
TCMTB y=237144x+63,70  0,9982 y=221146x+42,38 0,9993
Irgarol 1051 y=2,2x10°x+98,07  0,9987  y=2,1x10%x+376,12 0,9979
Diclofluanida y=49637x+6,91 0,9981 y=43075x+17,94 0,9991
DCOIT y=100837x+17.74  0,9981 y=87205x+28,39 0,9981

5.3.3. Exatidao

Para ambos os métodos, a exatidao foi avaliada em termos de recuperacéo (R)
ao nivel do LOQ, 5 e 10 vezes maior que o LOQ de cada composto. Na Tabela 11 sdo
apresentados os valores de recuperacéo para cada nivel de concentragao.

As recuperacOes para os biocidas em estudo foram entre 75 e 117% com RSD
menores que 15% para o método da SPE e recuperacdes entre 72 e 119% com RSD
menores que 18% para a VA-MSPD. Estes valores indicam que ambos os métodos
propostos apresentaram resultados satisfatérios e estdo de acordo com a faixa
estabelecida (de 70 a 120% com precisédo <20%) (SANTE, 2015).

Além disso, os resultados obtidos sdo semelhantes aos obtidos em outros
métodos desenvolvidos para analise de biocidas anti-incrustantes em amostras
ambientais. SANCHEZ-RODRIGUEZ et al. (2011a) e SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.
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(2011c) desenvolveram métodos para a extracdo de biocidas anti-incrustantes (diuron,
irgarol 1051, TCMTB e diclofluanida) em amostras de agua do mar e sedimento
marinho, respectivamente. Valores de recuperacdo entre 73 e 101% com desvio
padrdo menores que 7% foram obtidos empregando a SPE para amostras de 4gua do
mar. Para amostras de sedimentos marinhos, os valores de exatiddo ficaram 76 e
100% e preciséo entre 2,5 e 6,5% aplicando um método baseado na extracao assistida

por micro-ondas.

Tabela 11. Recuperacao (R%) e desvio padréo relativo (RSD) de cada analito para
SPE e VA-MSPD nos trés niveis de fortificacao.

Nivel de SPE Nivel de VA-MSPD
Biocida foE:ch%élo R(%) RSD (%) fozzgcg(l;)élo R(%) RSD (%)
8,0 106 12 2,5 98 2
Diuron 40,0 111 9 12,5 99 4
80,0 117 2 25,0 106 9
8,0 89 10 2,5 97 2
TCMTB 40,0 81 8 12,5 100 2
80,0 88 15 25,0 98 2
0,8 116 3 0,25 84 18
Irgarol 1051 4,0 81 8 1,25 77
8,0 88 15 2,5 70 4
8,0 92 9 2,5 109 16
Diclofluanida 40,0 83 7 12,5 72 4
80,0 75 1 25,0 104 2
4,0 113 13 1,25 119 8
DCOIT 20,0 88 8 6,25 99 4
40,0 88 5 12,5 101 7

5.3.4. Precisao

Os valores de RSD para os estudos de repetitividade (RSDr) ficaram na faixa de

1-15% e 2 — 18% para o método empregando SPE e VA-MSPD, respectivamente
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(Tabela 12). Para a precisao intermediaria os valores de (RSDpi) variaram de 1 — 15%
e 1—12% para o método da SPE e da VA-MSPD, respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12. Nivel de fortificacdo, recuperacéo (R) e precisao intermediaria (RSDpi) para

0s analitos.
Nivel de SPE Nivel de VA-MSPD
Biocida fortificacdo RSDpi fortificagdo RSDpi
) R (% ) R (%
gty " ey ngghy Ry
_ 40,0 94 10 12,5 75 4

Diuron

80,0 100 7 25,0 72 1

40,0 94 11 12,5 70 4
TCMTB

80,0 76 13 25,0 74 1

40 107 15 1,25 94 9

Irgarol 1051
8,0 73 5 2,5 117 12
40,0 97 10 12,5 91 2
Diclofluanida

80,0 74 1 25,0 87 11

20,0 72 7 6,25 81 4
DCOIT

40,0 71 11 12,5 76

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que a repetitividade e a
precisao intermediaria foram adequadas para as determinacdes analiticas em estudo.
Os métodos estdo de acordo com os parametros sugeridos por SANTE (2015) (RSDr e
RSDpi < 20%).

5.3.5. Efeito Matriz

A existéncia de efeito matriz para ambos os métodos da SPE e VA-MSPD foi
avaliado através das inclinagdes das curvas de calibragdo no solvente e no extrato na
matriz, de acordo com a equacéao descrita por ECONOMOU et al. (2009) (Equacao 4).

Na Figura 20 é apresentado o efeito matriz para o método da SPE para cada
analito, sendo observado o maior enriquecimento de sinal para o DCOIT (+23%) e
maior supressao para a diclofluanida (-7%). Para os demais compostos observa-se um

efeito matriz de +17% para a diuron, e -2% para o irgarol 1051 e TCMTB.
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Figura 17. Efeito matriz (%) nas amostras de agua do mar dos biocidas anti-

incrustantes em estudo utilizando o método SPE e LC-MS/MS.
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Na Figura 21 é apresentado o efeito matriz para o método da VA-MSPD para
cada analito, sendo observada supresséo de sinal para todos os analitos na faixa de -
14 até -3%. De acordo com ECONOMOU et al. (2009) os valores de efeito matriz entre
-20% e +20% sao considerados baixos.

Figura 18. Efeito matriz (%) nas amostras de sedimentos superficiais dos biocidas anti-
incrustantes em estudo utilizando o método VA-MSPD e LC-MS/MS.
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Como indicado nas Figuras 20 e 21, os valores calculados para todos os analitos

indicam um baixo efeito matriz (-20 a +20%), com excec¢ao do DCOIT na SPE que foi
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de +23%. Valores baixos de efeito matriz indicam que 0os componentes presentes no
extrato de agua do mar e dos sedimentos superficiais ndo interferem significativamente
na analise cromatogréfica.

Dessa maneira, para a quantificacdo dos biocidas anti-incrustantes em estudo em
amostra de agua do mar e nos sedimentos superficiais por LC-MS/MS utilizando a SPE
e VA-MSPD, respectivamente, hdo € necessario utilizar a curva analitica preparada por

padronizacao externa no extrato da matriz.
5.4. Amostras de agua
5.4.1. Salinidade e pH

As amostras de agua do mar obtidas no litoral panamenho foram caracterizadas
com relacdo a salinidade e o pH. Esta caracterizacdo foi feita no laboratério, apds uma
ou duas horas da coleta, para efeito do método de extracdo por SPE. Os resultados

sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Salinidade e pH das amostras de 4gua do mar

Ponto Salinidade pH
PAla Marina Shelter 32 7,9
PAlb Marina Shelter saida do mar 33 7,9
PA2 Porto do Colén 32 8,0
PA3 Porto do Panama 32 7,3
PA4 Ponte das Américas 33 7,2
PA5 La Playita saida do mar 36 7,7
PAG6 Porto de Vacamonte 35 7,7
PA7 Flamenco 36 7,8
PAS8 Mercado de Mariscos 34 7,8
PA9 Chiriqui Grande 30 7,7
PA10  Almirante 20 7,4
PAl11l Bocas del Toro 25 7,7
PA12 Puerto Armuelles 22 7,8

Estes resultados estdo dentro dos valores para os quais o procedimento foi
padronizado. Sendo assim, foi possivel realizar a extracdo dos biocidas anti-

incrustantes nas amostras de agua sem necessidade de ajustes nesses parametros.
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5.4.2. Biocidas anti-incrustantes na fracao dissolvida na agua do mar

Neste estudo, DCOIT, TCMTB e diclofluanida nédo foram detectados (<LOD) em
nenhuma amostra de adgua do mar coletada nas areas costeiras do Panama. Porém,
concentracdes dos biocidas irgarol 1051 e diuron variaram entre <0,8 a 5,0 ng L™ e
<8,0 a 70 ng L™, respectivamente, em quatro dos treze pontos amostrados. Para todas
as amostras de agua do mar as recuperacdes do padrao diuron-dg foram na faixa de
81% a 117%, com desvio padrao <10% (Tabela 14).

Tabela 14. Niveis de biocidas anti-incrustantes detectados nas amostras de agua do

mar das areas costeiras do Panama e percentual de recuperacao do diuron-ds.

Média (N=2) + desvio padrdo R (%) + RSD

Ponto Costa (ng LY (%)
Irgarol 1051 Diuron Diuron-de

PAla Marina Shelter Caribe 50+0,3 35,3+3,3 117+ 7
PA1lb Marina Shelter (saida) Caribe <0,8 <8,0 103 +4
PA2 Porto de Colén Caribe <0,8 <8,0 1105
PA3 Porto do Panama Pacifico n.d n.d 104 +8
PA4 Ponte das Américas Pacifico n.d n.d 97 +6
PA5 La Playita saida do mar Pacifico n.d n.d 115+8
PA6 Porto de Vacamonte Pacifico n.d n.d 103 +8
PA7 Flamenco Pacifico 2,2+0,2 70,0+4,1 101 +8
PA8 Mercado de Mariscos Pacifico n.d n.d 1056
PA9 Chiriqui Grande Caribe n.d n.d 104 +7
PA10 Almirante Caribe n.d n.d 93+8
PAl1l Bocas del Toro Caribe n.d n.d 879
PA12 Puerto Armuelles Pacifico n.d n.d 81+10

n.d: ndo detectado (<LOD), R: percentual de recuperac¢éo (%), RSD: desvio padrao relativo (%)

Na costa do Pacifico, a concentragédo mais elevada de diuron (70,0 + 4,1 ng L™
(Apéndice, Figura A4) e irgarol 1051 (2,2 + 0,2 ng L™) foi detectada na marina do
Flamenco (PA7). Essa marina esta localizada em uma das trés ilhas do Amador (Baia
do Panama), perto da entrada do Canal do Panama. A area esta rodeada por marinas
e estaleiros e € um ponto estratégico para varios destinos do Oceano Pacifico. Assim,
€ provavel que a fonte de contaminagéo neste ponto esteja associada as embarcacoes
de lazer, uma vez que as amostras de agua foram coletadas na parte interna dessa

marina proxima a area de atracacao.
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Em contraste, o irgarol 1051 e o diuron ndo foram detectados (<LOD) nos outros
seis pontos da costa do Pacifico, os quais incluem areas na entrada (PA5) e mais
proximas (PA3 e PA4) do Canal do Panamda, e pontos associados com portos
comerciais (PA12) e portos pesqueiros (PA8 e PAG6). Portanto, estes resultados indicam
gue 0s navios que atravessam o0 Canal do Panama nao estdo contribuindo com niveis
significativos de biocidas anti-incrustantes a fracdo dissolvida da coluna d’agua, ou a
hidrodindmica nessas areas é suficientemente elevada para diluir os analitos abaixo
dos limites de deteccado do método aplicado. Resultados semelhantes foram obtidos em
zonas costeiras europeias, onde o0s niveis de contaminacdo por biocidas anti-
incrustantes em marinas foram mais elevadas do que em areas influenciadas por
navios comerciais (THOMAS et al., 2001; LAMOREE et al., 2002).

Na costa do Caribe, niveis do diuron (35,6 + 3,3 ng L™) e do irgarol 1051 (5,0 +
0,3 ng L) (Apéndice, Figura A6) foram detectados em amostras de agua coletadas na
parte mais interna da marina Shelter (PAla), uma marina particular localizada no
Fuerte de San Lorenzo, provincia do Colon. Esses contaminantes também foram
detectados, embora abaixo do limite de quantificacdo <LOQ, na saida da marina
Shelter (PAlb). Porém, niveis de biocidas anti-incrustantes foram maiores dentro da
marina devido a hidrodinamica menos intensa e ao elevado tempo de residéncia dos
contaminantes nessa area confinada. Além disso, embarca¢cdes sob manutencdo e
reparacdo e embalagens de tintas anti-incrustantes foram observadas dentro da area
da marina durante a amostragem. Estas observacfes indicam que a marina Shelter é
uma fonte de irgarol 1051 e diuron ao ambiente costeiro circundante. De fato, marinas
tém sido reportadas como focos relevantes de contaminacdo por biocidas anti-
incrustantes (GOUGH et al., 1994; BOWMAN et al., 2003; SAPOZHNIKOVA et al.,
2013).

Irgarol 1051 e diuron também foram detectados abaixo do limite de quantificacao
(<0,8 e <8,0 ng L™, respectivamente) em amostras coletadas no porto do Colén. Por
outro lado, diuron e irgarol 1051 ndo foram detectados em locais proximos da linha da
fronteira com a Costa Rica (PA9, PA10 e PA1l). Portanto, niveis ambientais destes
contaminantes sao aparentemente influenciados pelo tipo e intensidade de
embarcacdes, uma vez que apenas poucas embarcacdes de lazer foram observadas

nestes locais em comparacdo com a marina Shelter. Além disso, o trafego local nessa
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regido é composto principalmente por embarcacdes de passageiros, as quais possuem
cascos de aluminio ou fibra de vidro que normalmente ndo utilizam tintas anti-
incrustantes.

Equipamentos pesados e de dragagem foram observados trabalhando no projeto
de expansao do Canal do Panama durante o periodo de estudo, deixando a coluna de
agua em constante movimento e consequentemente produzindo resuspensao dos
sedimentos. Apesar disso, o TCMTB, DCOIT e diclofluanida nao foram detectados na
coluna de &gua provavelmente devido a suas propriedades fisico-quimicas, como a
baixa solubilidade na agua do DCOIT e diclofluanida (0,0065 e 0,0060 mg L™,
respectivamente) (CASTRO et al., 2011) e um elevado coeficiente de particdo entre a
adgua e o carbono organico do solo do TCMTB, DCOIT e diclofluanida (log Koc — 2,7;
4,2; 3,2, respectivamente). Essas caracteristicas sugerem o particionamento
preferencial destes biocidas no material particulado (material em suspensdo e
sedimentos) (YEBRA et al., 2004). Além disso, o tempo de meia vida relativamente
curto do TCMTB, DCOIT e diclofluanida na agua do mar (<3,9 h, <24 h e <53 h,
respectivamente) indica uma rapida degradacao dos compostos por hidrélise ou fotdlise
(SAKKAS et al., 2001; SAKKAS et al., 2002a; CASTRO et al., 2011). Adicionalmente,
estes compostos podem ndo ser os biocidas mais comumente utilizados nas
formulagBes de tintas anti-incrustantes. Mesmo assim, é de suma importancia avaliar a
ocorréncia destes biocidas na coluna d’agua para verificar os niveis de contaminacéo e
especialmente os aportes recentes no meio ambiente.

Apesar do fato que o DCOIT, TCMTB e diclofluanida ndo foram detectados nas
amostras de agua do mar, alguns estudos em diferentes partes do mundo reportaram
niveis consideraveis. Um estudo feito na Grécia detectou os compostos DCOIT e
diclofluanida em amostras de 4gua do mar, nas concentracdes entre <0,64 a 49 ng L™
e <1,0 a 284 ng L™, respectivamente (SAKKAS et al., 2002a). STEEN et al. (2004)
detectaram concentracdes do DCOIT entre 5 e 283 ng L™* em um porto na Dinamarca,
onde as amostras foram coletadas na proximidade de dois navios recém pintados e as
concentracdes foram medidas imediatamente apds a amostragem devido a rapida taxa
de degradacdo do DCOIT na coluna d’agua. MOCHIDA et al. (2015) analisaram a
distribuicdo espacial do DCOIT na baia do Hiroshima (Japéo) para determinar o risco

ambiental em organismos marinhos, e concentracdes entre 0,1 e 11 ng L™ foram
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detectadas. Além disso, diversos estudos desenvolveram métodos analiticos para
determinar TCMTB, diclofluanida e DCOIT em amostras de agua do mar, mas o0s niveis
ambientais sdo baixos e a deteccdo € geralmente abaixo dos limites de deteccéo
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011b; KIM et al., 2014).

Os compostos diuron e irgarol 1051 séo os biocidas anti-incrustantes de reforco
mais comumente detectados em ambientes aquaticos influenciados por atividades
maritimas no mundo (SAPOZHNIKOVA et al., 2013; SALEH et al., 2016; SHEIKH et al.,
2016) e, paralelamente, foram os biocidas mais detectados nas amostras de agua do
mar coletadas no Panamda, com marinas e portos atuando como principais fontes de
contaminacgdo. Apesar disso, as concentracdes do irgarol 1051 e de diuron na fracao
dissolvida das amostras de agua do mar foram menores do que os limites
estabelecidos pelo Reino Unido (CRESSWELL et al., 2006) e pela autoridade
holandesa (LAMOREE et al., 2002).

Os niveis de irgarol 1051 detectados neste estudo foram menores que outros
reportados nas areas costeiras da Malasia (5 — 2021 ng L™?) (ALl et al., 2013), dos
Estados Unidos (2 — 254 ng L) (SAPOZHNIKOVA et al., 2013), e da Espanha (2,4 —
147 ng L) (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011b); e comparaveis a valores
reportados na Coréia do Sul (<0,2 — 14 ng L™ (KIM et al., 2014) e no Brasil (<1,3 — 6
ng L) (DOMINGUEZ et al., 2014). Locais onde o irgarol 1051 excedeu o limite de 24
ng L (MPC proposto pelas autoridades holandesas e EQS do Reino Unido) s&o
considerados altamente contaminados (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011b; ALI et
al., 2013).

Resultados similares tém sido reportados em diferentes partes do mundo.
SHEIKH et al. (2016) estudaram a variagcdo espacial do biocida irgarol 1051 em
amostras de agua do mar oriundas de ecossistemas de recifes de corais em Zanzibar,
Africa, onde niveis entre 1,35 a 15,44 ng L™ foram detectos. Estes autores concluem
que atividades de embarques em portos e estaleiros, e atividades de turismos sdo as
principais fontes de contaminacao por irgarol 1051 nestes ecossistemas. No entanto,
0s niveis nao foram considerados alarmantes em termos de toxicidade aguda para os
corais da regiao.

Por outro lado, niveis de diuron detectados na marina do Flamenco (PA7, 70,0 £

4,1 ng L") foram maiores que as concentracdes detectadas no Ird (<4,8 — 29 ng L™?)
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(SALEH et al., 2016) e no Brasil (<1,3 — 21 ng L) (DOMINGUEZ et al., 2014);
comparaveis com os dos Estados Unidos (<2 — 68 ng L™) (SAPOZHNIKOVA et al.,
2013); e menores que os da Espanha (2,3 — 203 ng L™) (SANCHEZ-RODRIGUEZ et
al., 2011b), da Malasia (1 - 285 ng L) (ALI et al., 2014) e da Coréia do Sul (13 — 1360
ng L") (KIM et al., 2014). Conforme aos padrdes de qualidade ambiental do Reino
Unido, locais onde o diuron excedeu o valor de 100 ng L™ foram considerados
altamente contaminados.

Entre alguns estudos onde reportaram elevadas concentragdes de diuron ressalta
aguele realizado em locais sob a influéncia de portos pesqueiros na Coreia do Sul (13 —
1360 ng L") (KIM et al., 2014), sendo niveis muito maiores que os reportados no
presente estudo. O estudo temporal na Coreia do Sul foi avaliado durante o periodo de
um ano e o 73% das amostras analisadas excederam o padrédo de qualidade ambiental
do Reino Unido (100 ng L™?) e da Holanda para o diuron (430 ng L™). Além disso,
concentracfes deste composto foram maiores no inverno, sugerindo um menor tempo
de residéncia na coluna d’agua no verao. Os autores concluem que o diuron tornou-se
o0 biocida anti-incrustante de terceira geracdo de maior preocupacado nas aguas
costeiras coreanas desde o banimento regional do TBT em 2000.

Deve ser salientado que, apesar dos resultados terem demonstrado a ampla
utiizacdo de alguns destes biocidas em marinas, os niveis podem variar
significativamente com 0s pontos de amostragens e sua proximidade relativa com
fontes diretas de contaminag¢do. Assim, os contaminantes podem ser diluidos e/ou
degradados a niveis menores, tal como pode ser observado em PAla (35,6 + 3,3 ng L
Y e PA1b (<8,0 ng L™ na Marina Shelter. Além disso, niveis ambientais podem variar
conforme a temporada de aplicacdo das tintas anti-incrustantes nas embarcacoes, e a
exposicdo em longo prazo de misturas complexas de contaminantes podem

desencadear efeitos bioldgicos adversos para 0s organismos marinhos.
5.5. Sedimentos superficiais
5.5.1. Teor de finos e carbono organico total

A presenca de carbono orgénico nos sedimentos marinhos e estuarinos favorece
a absorcdo de contaminantes com caracteristicas hidrofébicas em sedimentos

(RUDEL, 2003). Sendo assim, biocidas anti-incrustantes tendem a se acumular
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preferencialmente na fracao fina deste compartimento (<63 um) (RADKE et al., 2012).
Portanto, estes parametros sdo de suma importancia para a avaliacdo da qualidade
ambiental dos sedimentos marinhos e estuarinos (HALL e ANDERSON, 2014).

Os valores de carbono organico total e teor de finos foram determinados nas
amostras de sedimentos do Panama (Tabela 15). O teor de finos (<63 um) variou entre
6,49 e 69,18%, sendo os maiores teores dessa fragcdo encontrados na entrada do
Canal do Panama (PA3, PA4 e PA5), em marinas (PA1 e PA7), e em um porto (PA8). A
distribuicdo do carbono orgéanico total (COT) variou entre 0,35 e 2,06%, com excecéo
no sitio PA10 (Almirante) com um valor de 5,15%, onde foi observada uma elevada

influéncia de descarga de esgoto doméstico.

Tabela 15. Percentual de carbono orgéanico total (COT) e de finos das amostras de
sedimentos coletadas no Panama e da amostra utilizada como referéncia nos testes de

padronizacéo e validacao.

Ponto COT (%) Finos (%)
*RG1 Estaleiro Irméaos Fernandez 1,14 16,23
PAla Marina Shelter 0,99 55,61
PA2 Coldn 0,98 38,90
PA3 Porto do Panama 0,86 47,98
PA4 Ponte das Américas 1,18 69,18
PA5 La Playita saida do mar 0,88 52,81
PAG Porto de Vacamonte 1,33 39,79
PA7 Marina Flamenco 0,35 59,14
PAS8 Mercado de Mariscos 1,59 55,89
PA9 Chiriqui Grande 0,49 6,49
PA10  Almirante 5,15 23,68
PAl11 Bocas del Toro 2,06 27,53

*RG1: amostra utilizada para padronizacéo e validagdo do método por VA-MSPD e LC-MS/MS

Apesar de COT e teor de finos normalmente apresentarem uma boa correlagéo,
uma vez que a fracdo de finos dos sedimentos apresenta uma maior capacidade de
adsorcdo da fracdo organica (HALL e ANDERSON, 2014), nenhuma correlacdo
significativa foi observada nesses parametros (r= -0,334, p>0,05). Esta baixa
correlacdo no presente estudo pode estar relacionada aos aportes distintos de matéria
organica de cada local, interacdes de natureza antropica (navios, dragagem) em portos
e marinas, circulacao distinta em cada sitio e perturbacbes durante a deposicdo que

ocorrem no ambiente marinho natural (RADKE et al., 2012).
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Diferentes correlacdes entre finos e COT tém sido relatadas na literatura. Estudos
em sedimentos estuarinos da California (r=0,48) (HALL e ANDERSON, 2014);
sedimentos estuarinos da Lagoa dos Patos, Brasil (r=0,42) (ABREU, 2016); areas
costeiras do Chile (r=0,23) (BATISTA et al., 2016); e sedimentos de marinas e portos
do Ird (r=-0,44) (SALEH et al., 2016), por exemplo, encontraram baixas correlagbes
entre COT e teor de finos. Por outro lado, correlacbes mais significativas foram
encontradas em sedimentos do sistema estuarino de Santos e Sao Vicente, Brasil
(r=0,78) (ABREU, 2016); e da Baia de Todos os Santos, Brasil (r=0,65) (ARTIFON et
al., 2016).

5.5.2. Efeito matriz nas amostras de sedimento

As amostras de sedimento do presente estudo apresentam uma composi¢cao
granulométrica e de carbono organico diferente a amostra em que o método foi
padronizado e validado (Tabela 15) e, possivelmente, sua constituicdo organica e
inorganica do sedimento seja igualmente distinta, pode assim existir uma influéncia da
matriz (efeito matriz) sobre a resposta instrumental aos analitos de interesse
(HAJSLOVA e ZROSTLIKOVA, 2003; SAARI et al., 2007; ABREU, 2016). Portanto, o
possivel efeito matriz (EM) sobre os analitos de interesse (diuron, irgarol, TCMTB,
DCOIT e diclofluanida) foi avaliado para cada amostra coletada no Panama através de
padronizacao externa no solvente e na matriz fortificadas em um nivel intermediario
5xLOQ como descrito no item 4.10.3 (Figura 19).
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Figura 19. Efeito matriz (%) das amostras de sedimento fortificadas com os biocidas

em um nivel intermediario (5xLOQ).
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Os analitos apresentaram efeito matriz distintos, sendo observada tanto
supressdo como enriquecimento do sinal. O EM variou de -8 a +18% para o diuron, +1
a +20% para o irgarol 1051, -1 a +11% para o TCMTB, -7 a +10% para o DCOIT, e -15
a +17% para a diclofluanida. No entanto, todos os valores estdo dentro de uma faixa
onde o efeito é considerado baixo (-20% a +20%) (ECONOMOU et al., 2009).

O efeito matriz tem sido amplamente estudado e reconhecido como uma
importante fonte de erro na andlise quantitativa por espectrometria de massas em
amostras ambientais e de alimentos (NIESSEN et al., 2006). GATIDOU et al. (2004)
desenvolveram um método para analise de irgarol 1051 e o seu composto de
degradagdo M; utilizando a extragdo assistida por micro-onda e GC-MS, onde
observaram um aumento nas respostas cromatograficas dos analitos quando
comparado a curva feita no solvente e no extrato da matriz. Por isso, utilizaram a curva
preparada no extrato da matriz para a quantificacdo dos analitos, a fim de diminuir as
interferéncias oriundas do extrato das amostras.

ABREU (2016) investigou o efeito matriz sobre a quantificacdo de quatro
biocidas anti-incrustantes (irgarol 1051, diuron, DCOIT e TCMTB) em amostras de

sedimentos oriundas do sistema estuarino de Santos e Sao Vicente e do estuario da
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Lagoa dos Patos (Brasil). Nesse estudo utilizaram a extracdo por ultrassom, purificacéo
por SPE e analise por LC-MS/MS para determinacdo dos analitos. O efeito matriz
mostrou intensidades distintas quando analisado nas matrizes do estuario da Lagoa
dos Patos (EM: +16 — +53%) e do sistema estuarino de Santos e Sao Vicente (EM: +49
— +82%) para os biocidas anti-incrustantes analisados. Estes elevados valores de efeito
matriz foram atribuidos a diferentes fatores, entre eles as diferentes propriedades
fisico-quimicas dos biocidas, diferente composi¢do quimica de cada local, e a interacao
gue pode existir entre matriz — analito — equipamento (ABREU, 2016).

Em ambos os casos mencionados, o efeito matriz observado foi maior do que o
obtido pelo método analitico proposto neste estudo. De maneira geral, o0 método
proposto por VA-MSPD e LC-MS/MS apresentou uma elevada robustez para
determinar simultaneamente cinco biocidas anti-incrustantes de terceira geragdo em
amostras de sedimentos com diferente conteudo de carbono organico e teor de finos,
com quantificacdo por padronizacéo externa no solvente, sendo esta uma vantagem do
método proposto (VA-MSPD e LC-MS/MS) em comparacdo com os estudos citados

anteriormente e outros reportados na literatura.
5.5.3. Biocidas anti-incrustantes no sedimento

Irgarol 1051, diuron e DCOIT foram detectados em marinas, portos e na entrada
do Canal do Panam@, enquanto TCMTB e diclofluanida ndo foram detectados (<LOD)
em nenhuma das amostras coletadas de sedimento (Tabela 16). Cada amostra foi
analisada em triplicata (n=3), sendo que os resultados sdo expressos como a média
das duas amostras coletadas em cada ponto (N=2) + desvio padrdo (ng g). As
recuperacbes do padrdo diuron-dg variaram entre 88 e 106%, com desvio padrao
<10%.
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Tabela 16. Niveis de biocidas anti-incrustantes detectados nas amostras de

sedimentos e percentuais de recuperacao do diuron-dg

Média (N=2) + desvio padréo R (%) £+ RSD
Local (ng g™ (%)
Irgarol 1051 Diuron DCOIT Diuron-ds

PAla 0,55+0,11 3,04 +£0,81 n.d 94 +7
PA2 n.d n.d 81,60 £41,81 94 +10
PA3 0,35+ 0,05 14,06 £ 1,26 n.d 94 + 6
PA4 0,39 + 0,04 n.d n.d 105+5
PA5 0,45+ 0,23 n.d n.d 101 +3
PAG6 n.d n.d n.d 102 +5
PA7 2,83 +0,82 2,47 £ 0,04 572+ 2,68 106 + 3
PAS <0,25 592+1,24 n.d 1004
PA9 0,52 +0,10 n.d 2,42 + 0,53 93+3
PA10 n.d n.d n.d 885
PA11 <0,25 n.d n.d 88+4

n.d: ndo detectado (<LOD), R: percentual de recuperacgéo (%), RSD: desvio padrao relativo (%).

5.5.3.1. Irgarol 1051

Irgarol 1051 foi detectado em 72% das amostras de sedimentos superficiais na
faixa de <0,25 a 2,83 ng g™*. Essa observacao indica um provavel uso continuo desse
composto em tintas anti-incrustantes nas areas costeiras do Panama. A maior
concentracdo deste biocida foi detectada na Marina Flamenco (PA7 - 2,83 £ 0,82 ng g
1Y, na costa do Pacifico e a segunda maior foi detectada na Marina Shelter (PAla - 0,55
+ 0,11 ng g*) na costa caribenha. Nestes dois locais o irgarol 1051 também foi
detectado na fracdo dissolvida da amostra de agua do mar (2,2 e 50 ng L™,
respectivamente). Estas concentracfes podem ser explicadas devido ao baixo
hidrodinamismo desses locais, gerando uma menor renovacdo de agua e
consequentemente uma menor diluicdo dos analitos. Da mesma maneira, este
fendmeno favorece uma maior taxa de sedimentacdo do material particulado no qual os
biocidas vao se adsorver naturalmente. Além disso, as propriedades fisico-quimicas do
irgarol 1051, como o coeficiente de particdo entre a agua e o carbono organico (log Koc
3,3) e a baixa solubilidade na agua (7 mg L™), favorecem o seu processo de particdo
no material em suspensao e na fracdo orgéanica dos sedimentos (KONSTANTINOU e
ALBANIS, 2004).
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Irgarol 1051 também foi detectado nas amostras da La Playita (PA5 - 0,45 + 0,23
ng g), no Porto do Panama (PA3, 0,35 + 0,05 ng g*) e na Ponte das Américas (PA4,
0,30 + 0,04 ng g, que estdo localizados na entrada do Canal do Panama pela costa
do Pacifico. Estes resultados indicam que os navios que atravessam o Canal e aqueles
que atracam no porto do Panama estdo contribuindo com quantidades significativas
deste contaminante no sedimento. Em contrapartida, este composto nao foi detectado
na fracdo dissolvida das amostras de dgua do mar obtidas nos mesmos locais. Isto
pode ser explicado devido ao fato de que as amostras de dgua do mar representam
uma fotografia do momento da coleta e, provavelmente, as concentracdes deste
contaminante poderiam estar abaixo do limite de deteccdo do método aplicado. Além
disso, como mencionado anteriormente, o irgarol 1051 além de sofrer particdo no
sedimento, também sofre particdo no material em suspensédo, e este compartimento
ambiental ndo foi avaliado no presente trabalho.

Niveis de irgarol 1051 também foram detectados em Chiriqui Grande (PA9 - 0,52
+ 0,11 ng g) localizado perto da fronteira com a Costa Rica pela costa Caribenha.
Neste local, embarcacgdes de transporte de passageiros e comerciais foram observadas
em constante movimento, podendo ser considerados fontes de contaminacédo de irgarol
1051 para os ambientes costeiros dessa regido. Além disso, este contaminante
também foi detectado em concentracdes menores que o limite de quantificacéo (<LOQ)
nas amostras coletadas no Mercado del Marisco (PA8) e em Bocas del Toro (PA1l).
Estes baixos niveis podem ser atribuidos a direta conexdo destes locais com o0 mar
aberto que, possivelmente, favorecem uma maior diluicdo das concentra¢des locais. Os
locais PA9 e PA11 sao regibes caribenhas ricas em recifes de corais que dependem de
algas zooxantelas como fonte de alimentacdo. Como o irgarol 1051 inibe a atividade
fotossintética, existe o risco que mesmo em baixos niveis esse biocida possa
representar uma ameaca para as comunidades recifais.

A maior concentracdo do irgarol 1051 detectada neste estudo (2,83 ng g*) foi
menor que as maximas concentracdes reportadas em alguns estudos realizados na
Gltima década. HARINO et al. (2012) reportaram concentraces de até 76 ng g de
irgarol 1051 nas areas costeiras da Indonésia onde a fonte principal foi atribuida a
embarcacdes comerciais. No Ird, SALEH et al. (2016) reportaram uma concentracao

maxima de 35,4 ng g* de irgarol 1051, sendo que os locais de coleta foram em &reas
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costeiras sob a influéncia de embarcacdes tipo dhows, nome genérico dado aos
tradicionais veleiros (AGIUS, 2008). E na Califérnia, EUA, SAPOZHNIKOVA et al.
(2013) reportaram que o 35% das amostras (niveis entre <0.3 até 8.9 ng g*)
excederam o limite de risco ambiental sugerido pela autoridade holandesa (1,4 ng g™),
apontando as embarcacdes de lazer como principal fonte de contaminacao.

Conforme apresentado, o irgarol 1051 tem sido reportado principalmente em
areas sob a influéncia de embarcacbes de lazer, em concordancia aos locais
analisados no presente estudo. No entanto, a presenca do irgarol 1051 também tem
sido relacionada com outras fontes de contaminacdo. O estudo feito por LEE et al.
(2015) detectaram o biocida irgarol 1051 em 27% das amostras coletadas na costa
oeste da Coreia do Sul, e a fonte de contaminacdo deste composto nessas areas foi
atribuido ao uso deste biocida como agrotéxico. Esta atribuicéo foi ponderada levando
em consideracdo as caracteristicas geograficas da regido oeste da Coréia, que tem
sucessivas cordilheiras que atuam como filtro deste biocida até chegar as areas
costeiras.

Cabe destacar que a maior concentragéo reportada no presente estudo (2,83 ng
gl) excedeu o limite de risco ambiental (ERLS) proposto pela autoridade holandesa
(1,4 ng g*) (VAN WEZEL e VAN VLAARDINGEN, 2004) e pela autoridade norueguesa
(2,5 ng gt) (BAKKE et al., 2010), representando assim um potencial risco téxico ao

ecossistema aquatico na Marina Flamenco.
5.5.3.2. Diuron

O diuron foi detectado em quatro locais (36% das amostras de sedimentos) na
faixa de 2,47 — 14,05 ng g*. A maior concentracéo do diuron foi detectada em uma
amostra coletada no Porto do Panama (PA3 - 14,06 + 1,26 ng g'). Neste porto
internacional, grandes navios comerciais e pequenas embarcagdes de pesca foram
observados em constante movimento. A segunda maior concentracdo do diuron foi
mensurada no Mercado del Marisco (PA8 - 5,92 + 1,24 ng g*) onde se tem um intenso
trafego de embarcacbes de passageiros e de pesca. Nas marinas Flamenco e Shelter o
diuron também foram detectados nos niveis de 3,04 + 0,81 ng g* e 2,47 + 0,04 ng g™,
respectivamente. Estas observacdes, juntamente com os niveis detectados na fracédo
dissolvida das amostras de agua, indicam que as marinas e portos atuam como uma

fonte de contaminacéo de diuron aos ambientes aquaticos.
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As concentracbes de diuron detectadas nos locais PAla, PA7, e PA8, estédo
dentro do nivel 1ll, 0,71 — 6,40 ng g* (Moderate), segundo o padrdo de qualidade
ambiental da Noruega (BAKKE et al., 2010), que representa a faixa de concentracao
onde este composto pode causar efeitos tOxicos aos organismos apds exposicdo
cronica. Além disso, o nivel de diuron detectado no Porto do Panama (PA3, 14,06 ng g
1Y foi maior que a concentracdo méaxima permissivel proposta pela autoridade
holandesa (9 ng g*) (CROMMENTUIJN et al., 2000) e acima do da Noruega (13 ng g’
1. Baseados no guia noruegués, esta concentracéo esta dentro do nivel V (very bad), e
representa o nivel onde o biocida produz efeitos toxicos graves nos ecossistemas
aguaticos.

Assim como o irgarol 1051, o diuron inibe a fotossintese de organismos
autétrofos. Sendo assim, os niveis detectados no presente estudo podem ser
suficientemente elevados para causar um impacto negativo sobre a produtividade
primaria (BAO et al., 2011), assim como para comunidades bentdnicas e de recifes que
tem como fonte de alimentacao algas fotossintéticas.

A concentracdo de diuron detectada no Porto do Panama (PA3 - 14,06 ng g) foi
maior que as faixas reportadas nas marinas da Califérnia (<0,3 — 4,2 ng g%
(SAPOZHNIKOVA et al., 2013), em éareas costeiras da Malasia (<0,02 — 5 ng g™)
(HARINO et al., 2009), e do Vietnd (0,11 — 3,0 ng g*) (HARINO et al., 2006a); no
entanto, foi menor que os maiores niveis detectados na Tailandia (25 ng g™) (HARINO
et al., 2006b), no Japdo (530 ng g™) (HARINO et al., 2006c), na Indonésia (740 ng g™)
(HARINO et al., 2012), e na Coreia do Sul (46 ng g*) (LEE et al., 2015).

HARINO et al. (2006b) detectaram concentracfes de diuron na faixa de 0,07 —
25ng g* em sedimentos coletados na Tailandia. A possivel fonte de diuron foi
associada a areas sob a influéncia de atividades industriais, embarcacdes de pesca, e
a uma base da marinha real tailandesa. No estudo de HARINO et al. (2012) o diuron foi
detectado em um dos mais elevados niveis registrados na literatura em sedimentos
(740 ng g*) em uma regido da costa da Indonésia, e foi relacionada diretamente com o
trafego de grandes navios oriundo de paises do sudeste asiatico (Malasia e Tailandia).
De maneira similar, este estudo relaciona as concentragbes de diuron com aquelas

embarcacdes oriundas de um porto comercial, um porto pesqueiro e duas marinas,
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sendo consideradas como focos de contaminacdo deste biocida para as areas

costeiras do Panama.
5.5.3.3. DCOIT e particulas de tintas anti-incrustantes

Neste estudo, o biocida DCOIT foi detectado em trés amostras de sedimentos
superficiais: Porto de Colén (PA2 - 81,60 + 41,81 ng g*), Marina Flamenco (PA7 — 5,72
+ 2,68 ng g*), e Chiriqui Grande (PA9 — 2,42 + 0,53 ng g%).

A maior concentracdo de DCOIT foi determinada no Porto de Colon (Apéndice,
Figura A8), onde um intenso trafego de embarcacdes comerciais e um estaleiro com
navios em manutencéo e reparacdo foram observados. Na primeira amostra coletada
neste local PA2 (1) os resultados de DCOIT na extracdo em triplicata (n=3) foram de
46,05; 273,34; e 14,10 ng g'1 tendo como média 111,16 ng g'l. De maneira similar, na
segunda amostra coletada PA2 (2) os resultados da extracdo em triplicata (n=3) foram
de 14,37; 135,92; e 5,81 ng g* tendo como média 52,03 ng g*. Como resultados
destas duas amostras coletadas e analisadas, obteve-se uma média total (N=2) de
81,60 ng g™ e desvio padrdo de 41,81 ng g para o biocida DCOIT. Comportamento
analogo foi obtido para este composto na amostra da Marina Flamenco (PA7), com um
valor médio de 5,72 ng g™ e desvio padréo de 2,68 ng g™.

Os altos valores de desvio padrdo obtidos nestes locais podem ser explicados
devido a alta heterogeneidade das amostras de sedimento, uma vez que particulas de
tintas anti-incrustantes foram observadas nas amostras PA2 e PA7 (Figura 20).

Figura 20. Imagem de particulas de tintas anti-incrustantes, obtida por microscopia

Optica, encontradas na amostra de sedimento PA2. Aumento de 5x.

Lo v .
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De fato, sedimentos contaminados por particulas de tintas séo caracterizados por
uma composicdo quimica heterogénea, onde as concentracdes de um biocida de uma
sub-amostra do mesmo ponto geralmente apresenta alta variabilidade (elevado desvio
padrdao) (TURNER, 2010). Resultados similares foram reportados por SINGH e
TURNER (2009b), em amostras de fragmentos de tintas anti-incrustantes oriundas de
Plymouth, sudoeste da Inglaterra, onde a analise de metais apresentaram elevados
desvios padroes.

A Figura 21 apresenta uma imagem obtida por MEV (microscopia eletrénica de
varredura) e dois espectros de EDS (energia dispersiva de raios x) de uma
microparticula encontrada na amostra de sedimento coletada no Porto de Colon (PA2),
demonstrando duas camadas diferentes na microparticula contendo principalmente
zinco, titanio, e enxofre. Em contrapartida, apesar do cobre estar presente na maioria
das tintas anti-incrustantes, a sua presenca néo foi verificada nas particulas analisadas
neste trabalho. Este comportamento pode estar associado ao fato que o mesmo pode
ser lixiviado mais facilmente da matriz da tinta em ambientes andxicos e/ou Oxicos
(TAKAHASHI et al., 2012).

O sinal do zinco no espectro EDS pode ser explicado por diferentes razdes. As
tintas anti-incrustantes, além de biocidas na sua composicdo, geralmente contém
ligantes, solventes, pigmentos, e conservantes (KARLSSON et al., 2010; AZEMAR et
al., 2015). O o6xido de zinco € comumente empregado como ligante em algumas tintas
anti-incrustantes (FAY et al., 2013; GAO et al., 2016) e, por definicdo, ndo é
considerado um biocida. Além disso, o0 zinco integra a molécula de zinco piritiona, que
pode ser usado como biocida e/ou conservante em algumas tintas (KARLSSON et al.,
2010). Por outro lado, o sinal do titnio pode ser relacionado a sua utilizagcdo como
pigmento em tintas comerciais (RENTSCHLER et al., 2003).
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Figura 21. Imagem por MEV (a) e espectros EDS (b/c) de uma microparticula de tinta
anti-incrustante coletada no Porto de Colén (PA2), mostrando duas camadas na

microparticula. Aumento de 30x
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O pico do enxofre no espectro poderia estar associado com a presenca do biocida
DCOIT na particula, j&A que o mesmo € um composto isotiazol com um &tomo de
enxofre na sua estrutura molecular (Figura 2). Além do seu uso como principio ativo em
diversas tintas anti-incrustantes, um estudo recente demonstrou a utilizacdo de
moléculas de DCOIT encapsuladas em nanoparticulas de silica como uma alternativa
aos convencionais sistemas anti-incrustantes (MAIA et al., 2015).

Com base nos resultados obtidos das particulas de tintas anti-incrustantes
presente nos sedimentos, pode se concluir que as mesmas foram removidas dos
cascos dos navios durante os processos de raspagem e manutencao.

Niveis de DCOIT tém sido reportados em amostras de sedimentos em diferentes
regibes, especialmente em paises do leste da Asia, onde a tinta comercial Sea Nine
211, que contem 30% de DCOIT em xileno (MAIA et al., 2015), € comercializada como
tinta anti-incrustante (LEE et al., 2015; MOCHIDA et al., 2015).

A faixa de concentracdo de DCOIT detectada no porto de Colén (valores desde
5,81 até 273,34 ng g*) foi maior que as concentracdes reportadas na Tailandia (0,051
— 0,094 ng g) (HARINO et al., 2006b), e no Vietna (0,09 — 1,3 ng g*) (HARINO et al.,
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2006a); e comparavel com valores detectados na Indonésia (<0,04 — 150 ng g?)
(HARINO et al., 2012), na Coreia do Sul (30 — 281 ng g™) (LEE et al., 2015), e no Brasil
(<0,1 — 214 ng g*) (ABREU, 2016).

ABREU (2016) reportou concentracbes de DCOIT em amostras de sedimentos
coletadas proximo a estaleiros no sistema estuarino da Lagoa dos Patos, RS, Brasil. A
maior concentracdo de DCOIT reportada nesse estudo (214 ng g™) foi relacionada com
a intensa atividade de manutencdo de embarcacdes e com a localizacdo de um
estaleiro localizado em uma zona mais abrigada, onde a influéncia de correntes é
minima. Além disso, a autora ressalta a presenca de particulas de tintas anti-
incrustantes decorrente da atividade de manutencdo das embarcacbes, e
consequentemente relacionados aos elevados niveis de biocidas detectados.

LEE et al. (2015) detectaram niveis de DCOIT na faixa de 30 — 281 ng g™ nas
baias de Busan e Ulsan na Coréia do Sul, as quais foram relacionadas a areas sob a
influéncia da urbanizacdo e industrializacdo com elevado fluxo de embarcacdes
comerciais e de lazer. Estes autores confirmam que o DCOIT tem sido amplamente
utilizado como principio ativo em tintas anti-incrustantes.

O DCOIT tem sido considerado um biocida anti-incrustante menos prejudicial aos
ambientes aquaticos devido a rapida degradacdo na &gua e baixo fator de
bioacumulacdo (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004; CASTRO et al.,, 2011). No
entanto, biocidas associados a particulas de tintas anti-incrustantes podem aumentar
sua persisténcia no meio ambiente. THOMAS et al. (2003) reportaram o incremento da
meia vida do DCOIT de <0,5 dias no sedimento até 9,9 dias quando associado a
particulas de tintas. Esse incremento sugere um aumento na exposi¢do de organismos
aguaticos a este contaminante. Além disso, estudos recentes tém demonstrado uma
elevada toxicidade e o efeito em longo prazo do DCOIT sobre organismos marinhos
(MOCHIDA et al., 2010; CHEN et al., 2014a; CHEN et al., 2014b; WENDT et al., 2016).

CHEN et al. (2014a) estudaram os efeitos téxicos do DCOIT sobre a espécie
Oryzias melastigma, peixe utilizado como modelo para ensaios ecotoxicolégicos
marinhos. Entre os efeitos observados, destacaram a inibicao significativa da atividade
da acetilcolinesterase no cérebro, a diminuicdo dos niveis de testosterona em machos
(potente desregulador endocrino), e a diminuicdo da producédo de ovos. Outro estudo
investigou a toxicidade do DCOIT para a espécie bentbnica Acartia tonsa (WENDT et
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al., 2016), que € um crustaceo de ambientes estuarinos e marinhos (CHEN e HARE,
2008). Os autores reportaram uma concentracao letal (CLso, 48 h) de 57 nmol L™ e uma
concentracdo efetiva (CEso, 48 h) de 72 nmol L™ (WENDT et al., 2016). Com base
nestes estudos, os resultados do presente trabalho indicam que o0s niveis de
contaminacgéo por DCOIT no porto de Colén e na Marina Flamenco (PA2 e PA7) podem

ocasionar efeitos adversos sobre organismos bentdnicos e peixes marinhos.
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6. CONCLUSOES

Dois métodos analiticos baseados nas técnicas da SPE e VA-MSPD com analise
por LC-MS/MS foram devidamente padronizados e validados segundo os guias de
validacdo da INMETRO (2011) e SANTE (2015), mostrando-se adequados para
determinacao simultadnea de cinco biocidas anti-incrustantes de terceira geragéo irgarol
1051, diuron, TCMTB, DCOIT e diclofluanida em amostras de agua do mar e
sedimentos marinhos.

Os efeitos das duas matrizes estudadas sobre a determinacao dos biocidas foram
baixos, representando uma vantagem em comparacdo com os métodos reportados na
literatura.

O estudo pontual realizado nas areas costeiras do Panama demonstrou que 0s
principais focos de contaminacg&o por irgarol 1051, diuron e DCOIT esté@o associados as
regides sob a influéncia de marinas e portos, sendo essas fontes de contaminacao
comparaveis com estudos reportados na ultima década em areas costeiras do mundo.

Niveis detectados na fracdo dissolvida das amostras de agua de mar foram
menores do que os limites estabelecidos pelas autoridades ambientais do Reino Unido
e da Holanda, no entanto, niveis relativamente elevados de diuron foram detectados na
Marina Flamenco (PA7 - 70,0 ng L") e na Marina Shelter (PAla - 35,6 ng L™).
Considerando os sedimentos analisados, o irgarol foi detectado em oito das onze
amostras coletadas, e o diuron em quatro. Os niveis de irgarol 1051 na Marina
Flamenco (PA7 — 2,83 ng g) e de diuron no Porto do Panama (PA3 — 14,06 ng g})
foram maiores do que os limites ambientais propostos pelas autoridades holandesas e
norueguesas, o que sugere que efeitos toxicos podem estar ocorrendo em organismos
marinhos, especialmente em comunidades de recifes e organismos bentonicos.

O biocida DCOIT foi detectado em trés amostras de sedimentos, especificamente
na proximidade de estaleiros no Porto de Colén e na Marina Flamenco. A ampla faixa
de concentragdo do DCOIT foi relacionada com a presenca de particulas de tintas anti-
incrustantes nas amostras. Essa observacao sugere que as mesmas sao liberadas na
coluna d’agua e se acumulam no sedimento, contribuindo assim com aportes de

biocidas que sao lixiviados das particulas. Além disso, a presenca desses residuos em
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sedimentos é consequéncia direta das mas praticas de manutencdo e limpeza de
embarcacdes nas areas estudadas.

Conclui-se que o diagnostico preliminar de contaminacdo por biocidas anti-
incrustantes de terceira geracdo demonstrou que as areas sob a influéncia de
atividades maritimas no Panama estdo em um nivel de contaminacdo moderado na
fracdo dissolvida da coluna d'agua e elevado nos sedimentos superficiais,
considerando os padrbes de qualidade ambiental da Holanda e da Noruega. Neste
contexto, este estudo possibilitara uma avaliagdo mais abrangente do status da
contaminacdo por estes contaminantes, subsidiando assim a implementacdo de
medidas restritivas quanto ao uso e impacto de biocidas anti-incrustantes de terceira
geracdo, assim como também ao descarte de residuos de tintas oriundo da

manutencao e limpeza de embarcacgoes.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Validar e aplicar métodos analiticos para quantificar outros biocidas que estédo
presentes em tintas anti-incrustantes, como 0 zinco piritiona, clorotalonil, tiram, em
amostras ambientais.

Desenvolver e validar métodos analiticos para determinacdo de biocidas anti-
incrustantes no material em suspensédo da coluna d’agua, em particulas de tintas, e em
biota para conhecer melhor as interacbes dos biocidas com estes compartimentos
ambientais.

Realizar estudos de monitoramento nas areas costeiras do Panama, para
determinar a variabilidade sazonal e espacial de biocidas estudados no presente
trabalho, bem como outros biocidas que podem estar em uso, e a avaliar a presenca de

particulas de tintas anti-incrustantes nos sedimentos.
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10. APENDICE

Figura A 1. Cromatograma de ions total (TIC) de um padréo da mistura de biocidas
(Concentracdo 5LOQ) em etanol (a) e no extrato da matriz de sedimento (b)
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Figura A 3. Cromatograma MRM do padr&o de diuron (0,01 mg L™*) em MeOH
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Figura A 5. Cromatograma MRM do padré&o de irgarol 1051 (0,0005 mg L) em MeOH
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Figura A 6. Cromatograma MRM de irgarol 1051 na amostra de agua do mar PAla
29022016 AMOSTRA PAO1 A 11 Smooth(Mn,1x2) MRM of 16 channels,ES+
253.87>198
_IRGAROL 5.164e+003
100 581
1640.16
5066
%

2.60
0 ! )
L LN B B e e B B B S e B e B By B B B B B E e 5 L B B e B B B B e B e S B e R B N S B e S B e e N By B e ey e W0 1

29022016 AMOSTRA PAOL A 11 Smooth(Mn,1x2) MRM of 16 channels,ES+
253.87>108
6.008e+002

100 _IRGAROL

5.81
165.13

%

10.41 10.89

L e i e e L B S B B e e e B e e e e i e e W )

25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 115 12.0 125 13.0 135 14.0 145 15.0

95



Figura A 7. Cromatograma MRM do padr&o do DCOIT (0,025 mg L™) em EtOH
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Figura A 8. Cromatograma MRM do DCOIT na amostra de sedimento PA2
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