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RESUMO

Este trabalho objetivou determinar as concentragbes presentes de dois
biocidas simultaneamente em amostras de agua do mar de locais com intenso
trafego de embarcacdoes. A analise dos biocidas irgarol e diuron foi realizada usando
Extracdo em Fase Sdélida como preparo de amostra e cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas — CLAE/EM, na area costeira da
llha de Sao Luis — MA. Foi possivel a deteccédo e quantificacéo de irgarol com limite
de deteccdo e quantificacdo de 0,405 ng/mL e 1,227ng/mL respectivamente. A
concentragao de irgarol mais alta registrada foi na rampa Campos Melo, 3,81ng/mL.
Enquanto que nos piers 100, 103 e 106 e Portinho da Vové ficaram abaixo do limite
de quantificagéo.

Palavras-Chave: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; Espectrometria de massa;
Irgarol; Diuron.



ABSTRACT

This work aimed to determine simultaneously the concentrations of two biocides in
samples of sea water from sites with intense traffic of vessels. The analysis of the
biocides irgarol and diuron was performed using Solid Phase Extraction as sample
preparation and high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry - HPLC / MS, in the coastal area of Sao Luis. It was possible to detect
and quantify irgarol with detection limit and quantification of 0.405 ng/mL and 1.227
ng/mL, respectively. The highest recorded irgarol concentration was in the Campos
Melo ramp, with the value of 3.81 ng/mL. Whereas in piers 100, 103 and 106 and
Portinho da Vovo were below the limit of quantification.

Keywords: High performance liquid chromatography; Mass spectrometry; Irgarol;
Diuron.



LISTA DE SiIMBOLOS

CEsp - concentragao de efeito

CLso - concentracgéao letal

CG - Cromatografia em fase gasosa

CG-DCE - Cromatografia em fase gasosa com detector de captura de elétrons
CG-EM - Cromatografia em fase Gasosa com deteccao por Espectrometria de
Massas.

CLAE-EM - Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
espectrometria de massas.

DCOIT - 4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothiazoline-3-one — Sea-nine-211

IMO - International Marine Organization

LD - Limite de Deteccéo

log Kow - logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua

LQ - Limite de Quantificacdo

min — minuto

MM - massa molar

m/z - razao massa carga

NE - ndo encontrado

tg - tempo de retencéo

t12 - Meia vida
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1. INTRODUCAO

A incrustacao biologica € um fendmeno natural que consiste no acumulo
de algas, bactérias e organismos marinhos diversos. No entanto, quando ocorre em
superficies submersas construidas pelo homem, tais como cascos de embarcagdes,
torna-se um problema, causando diversos prejuizos as atividades maritimas como
aumento do consumo de combustivel, devido as irregularidades adquiridas pela
superficie, aumentando o arrasto e reduzindo a velocidade (GAMA et al, 2009;
MARTINS & VARGAS, 2013). A isto se deve o uso, a nivel global, das tintas que
previnem e/ou evitam o desenvolvimento da bioincrustacao nas embarcacoes. Este
tipo de tinta € chamada de tinta anti-incrustante e sdo a maneira mais econémica
para minimizar esse problema.

As tintas anti-incrustantes sdo utilizadas ha décadas e sao classificadas
em 3 ( trés) geracdes. A primeira geracao era composta de tintas que continham os
oxidos de cobre e de zinco em sua formulagdo. A 22 geracdo de tintas anti-
incrustantes tinha como principio ativo os compostos organoestanicos como
tributilestanho (TBT) e/ou trifenilestanho (TPT) (CASTRO et al. 2011). Tais
compostos sdo potencialmente danosos a organismos marinhos devido a sua
toxicidade elevada. Sendo este o motivo pelo banimento do uso dos
organoestanicos em tintas anti-incrustantes pela IMO (International Maritime
Organization) na década de 80.

Com o banimento das tintas a base de organoestanicos, surgiu uma nova
geracao de tintas anti-incrustantes, cujos biocidas homologados pela IMO para
utiizagdo em tintas anti-incrustantes de embarcagdes, sdo constituidos de
compostos organicos ndo-metélicos (Irgarol, Diuron, Sea-nine 211, Diclofluanida,
Clorotalonil, Tiram, Busan, Densil, Capsaicina, Medetomidine, Econea (tralopyril),
Tolylfluanid e Trifenilborano piridina), compostos organometalicos (Cobre piritiona,
Naftenato de cobre, Zinco piritiona, Ziram e Maneb) e substancias inorganicas (6xido
e tiocianato de cobre). Nas Tabelas 1.1 e 1.2, temos as propriedades fisico-quimicas
e as estruturas dos biocidas de terceira geragao, respectivamente.

Os biocidas de terceira geragdo que compdem as tintas anti-incrustantes
sao substancias que potencializam o efeito dos metais presentes na formulacado da
tinta. Esta associacao promove a maior durabilidade dos revestimentos ao logo do
tempo devido a taxa constante de liberacdo dos biocidas (CASTRO et al. 2011).



Destes biocidas os mais frequentes nas formulacbées das tintas anti-
incrustantes sao o Irgarol 1051 e Diuron. O irgarol 1051 pertence ao grupo das
triazinas. Possui moderada solubilidade em agua (7mg/L) e pode levar até 36 dias
com sua estrutura molecular intacta, o que caracteriza baixa degradagdo no meio
aquoso. E o biocida mais detectado no mundo e atua como inibidor da atividade
fotossintética. O diuron é um herbicida que pertence ao grupo das fenilureias com
solubilidade em agua de 36,4 mg/L e sofre hidrélise em pH alcalino e acido. E, assim
como o irgarol 1051, € um inibidor da fotossintese, promovendo a reducdo na
fixacdo do carbono pelos seres autotréficos o que diminui a producdo de
carboidratos.

As técnicas mais utilizadas para a determinagao de anti-incrustantes da 32
geracao tém sido a extracdo em fase solida (EFS), usando-se preferencialmente
cartuchos de adsorcao de fase-reversa (LAMOREE et al, 2002; DOMINGUEZ, 2010;
CAl et al., 2006; GATIDOU et al., 2005; LANDA et al., 2006), micro-extracao em fase
solida (MEFS) (LAM et al., 2005; LAMBROPOULOU; SAKKAS; ALBANIS, 2002) e,
em menor extensdo, extracao liquido-liquido (ELL) (GATIDOU et al., 2005). Para
amostras aquosas, entretanto, a técnica de pré-concentracdo mais efetiva é a
extracao em fase sélida (EFS) devido as varias vantagens que apresenta, dentre as
quais o uso de menor consumo de solvente orgéanico, reducdo de material toxico,
maior recuperagdo dos analitos e a facilidade de automatizagdo com as técnicas
analiticas de separacao tornando-a a técnica mais acessivel. (JARDIM, 2010)

No que se refere ao processo de determinacdo dos compostos, tém-se
feito uso de técnicas cromatograficas. Para a determinacao do Irgarol 1051 e seus
produtos de degradacgéo, por exemplo, utiliza-se a cromatografia a gas (CG) com
deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM) por ser um método extremamente
sensivel e que propicia informagbes de natureza tanto qualitativa quanto
quantitativa. Por meio de tal método, os analitos e seus produtos de degradacao
podem ser adequadamente separados e, em seguida, detectados com seletividade e
sensibilidade satisfatérias (DINIZ, 2011). Outros sistemas de deteccao como o de
ionizagdo de chama (DIC) sdo também adequadamente sensiveis para a
determinacdo de Irgarol 1051. Embora a cromatografia gasosa com deteccao por
captura eletrénica (CG-DCE) seja extremamente sensivel, 0 método nédo apresenta
sensibilidade satisfatéria para Irgarol devido a falta de haletos na molécula do
biocida (GODOI; FAVORETO; SILVA, 2003).



O Diuron tem sido normalmente analisado a partir de matrizes aquosas
utilizando Extracdo de Fase Sélida, enquanto que a técnica mais frequentemente
empregada para sedimentos é a agitagdo mecanica da amostra em solventes
organicos, como acetonitrila (HARINO, 2007). A identificacdo e quantificacao é feita
por Cromatografia Liquida com deteccédo por Espectrometria de Massas (CL/EM),
podendo também ser utilizada a cromatografia a gas com detector de
Espectrometria de Massas (CG/EM). Neste ultimo caso, é necessaria uma etapa
prévia de derivatizacdo por alquilagdo com iodometano (GERECKE, 2001 apud
Castro et al. 2011; VOULVOULIS, 1999 apud Castro et al. 2011).

A técnica de separacao Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
vém se destacando na quimica analitica pela capacidade de realizar andlises
qualitativas e quantitativas em amostras ambientais, dentre outros RIBANI (2004). A
Espectrometria de Massas (EM) é largamente usada na quimica para analise de
amostra complexas. Na espectrometria de massas, os ions formados sao separados
pela razdo massa carga (m/z) ap6s aplicacao de energia para que as moléculas do
analito sejam convertidas em ions pela aplicagdo de energia sobre elas. A partir dos
ions produzidos é gerado um grafico de espectro de massas relacionando a
abundancia dos ions pela m/z. (SKOOG et al. 2014)

A CLAE é muitas vezes preferida na determinacdo do Irgarol e diuron
devido nao haver necessidade de derivacao (DEMOLINER et al. 2010; DOMINGUEZ
et al. 2014; CAl et al. 2006;). O desenvolvimento de novas interfaces para o
acoplamento da Cromatografia Liquida com a Espectrometria de Massas (EM)
também tornaram a técnica mais usada na detecgdo das substancias (GIMENO;
MARC; BORRULL, 2004).

Um método analitico para determinacdo de qualquer analito em uma
amostra para que seja confiavel deve ser validado seguindo paramentos de normas
de 6rgaos regulamentadores como ANVISA e INMETRO. Os parametros usualmente
investigados para avaliagdo da confiabilidade do método sdo: precisédo, limite de
quantificacao, limite de detecgéo.



Tabela 1.1: Propriedades Fisico-Quimicas dos biocidas anti-incrustantes de 32 Geragéo.

Biocida log Kow S.A. (mg/L) M.M.

Nao metalicos

Irgarol 1051 3,95 7 253,4
Diuron 2,85 36,4 233,1
DCOIT 2,85 0,0065 213,3
Clorotalonil 2,64 0,6 265,9
Diclofluanida 3,7 0,006 333,2
Tiram 1,7 30 240,4
TCMTB 3,3 45 238,4
TCMS Piridina NE 0,025 294.9
Trifenilborano Piridina NE 1 321,2
Medetomidine NE NE 236.74
Tolylfluanid NE NE 347,26
Capsaicina 3,04 NE 305,4
Econea NE NE 349,53
Metalicos
Zinco Piritiona 0,97 6 317,7
Ziram 1,23 17 305,8
Maneb NE 6 265,3
Oxido cuproso NE NE 145,1
Tiocianato de cobre NE NE 179,7
Naftenato de cobre NE NE 405,9

Fonte: (Castro et al, 2011)(Adaptado); (THOMAS & BROOKS, 2015)



Tabela 1.2 : Biocidas de 32 Geragdo homologados pela IMO

Biocida Estrutura Biocida Estrutura
Irgarol 1051 A Capsaicina
(2-metiltio-4-terc-butilamino-6- | [S-metil-n.-vaniIiI-G- % .
ciclopropilamino-s-triazina) j‘l “‘i CHy nonenamido) ~ P HW
HyCS” N7 N—-CHy 5
CHy
Diuron Tolylfluanid A
(3-(3,4-Diclorofenil)-1,1- 1,1-dicloro-N- a—c—al
dimetilurea) cl & [(dimetilamino)sulfonil]- s, T om
:@\ I _cH. 1-fluoro-N-(4-metilfenil) P H M
Cl H N’ 5 metanesulfenamido SN O el
CHgy N/
CH;
DCOIT
(4,5-Dicloro-2-n-octil-4- - 0 Medetomidine 4 ’ﬁ\
. J (RS)-4-[1-(2,3- <1 >
isotiazolin-3-ona) I«,N_(Cﬂz)TCHJ dimetilfenyl)etil]- aC "cmﬁc:., s
Cl § 3imidazol '
Clorotalonil m Cobre Piritiona / CP
(2,4,5,6Tetracloroisoftalonitrila o o (Cobre,bis(1, hidroxi- & i [
) 2(1H)-piridinationato N T |
u +
g - 0,5)) Ng
Gl
Diclofluanida Zinco Piritiona / ZP S
(N,N-Dimetil-N-fenil-N- /SOE—N(CH;*):g (Zinco, bis-(hidroxi-2(1H)- o 0
(diclorofluorometiltio)sulfamid @N piridinationato-0,5)) N 2 N
g \ J X
’ S—CCIF S
Tiram Ziram
(Tetrametiltiuramdissulfida) | T (Zinco N > § S S
§ dimetilditiocarbamato) Il Zn®
ik s
S
TCMTB / Busan ' S Maneb _ 5
(2-(tiocianometiltio) A ‘ (Manganesetileno |
benzotiazal) N=—5 S I bis(ditiocarbamato) HN. S S NHEAn
N (polimérico)) ﬂ
TCMS Piridina / Densil Oxido cuproso
((2,3,3,6-tetracloro-4- = 4 H o 0%
metilsulfonil)piridina) oy d e .
S Cu Cu
Cl Cl
Trifenilborano Piridina / | Tiocianato de cobre Cut
TPBP s by S
Econea (tralopyril) : Naftenato de cobre o
4-bromo-2-(4-clorofenil)-5- j: W o e
(trifluorometil)- 1H-pirrol-3- i I Cu?* O |
carbanitrila ) ) 0

Fonte: CASTRO et al. 2011 (adaptado); (THOMAS & BROOKS, 2015)



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a presenca de biocidas anti-incrustantes em é&reas sob a
influéncia do Complexo Portuario de Sao Luis (MA).

2.2. Objetivos Especificos

e Aplicar metodologia analitica usando CLAE/EM na determinagéo dos
anti-incrustantes irgarol e diuron em amostras de agua da regido portuaria de Séao
Luis (MA) e adjacéncias;

e Avaliar os efeitos dos biocidas anti-incrustantes em &reas de
manguezal da llha de Sao Luis, Maranhao.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Irgarol 1051

Figura 3.1: Estrutura do Irgarol 1051.

Irgarol 1051

O Irgarol 1051 ou simplismente irgarol é o nome comercial do 2-metiltio-4-
terbutilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina um herbicida algicida pertencente ao
grupo de compostos s-triazina (Sakkas et al, 2002). Sua meia vida (ti2) em agua de
100 a 250 dias. Ao se degradar, o irgarol tem como principais produtos de
degradacdo: M1 (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-amino-s-triazina), M2 (2-amino-
propanal-4-terc-butilamino-6-metiltio-s-triazina) e M3 (2,4(diamino-di-terc-butil)-6-
metiltio-s-triazina) (THOMAS & BROOKS, 2015). E, Sakkas, Lambropoulou &
Albanis (2002) propuseram um mecanismo para a rea¢ao de degradacao do irgarol
1051 em aguas naturais (Figura 3.2).

E adicionado a tintas anti-incrustantes devido & sua alta eficiéncia como
um inibidor de crescimento de algas marinhas e de agua doce através de interacoes
com seu sistema fotossintético (LAMOREE et al, 2002). Este composto inibe a
fixacdo do carbono provocando uma redugédo na producgéo de carboidratos por seres
autotréficos. E o biocida anti-incrustante mais frequentemente detectado no mundo
(CASTRO et al, 2011). A extracao deste composto a partir de amostras de agua do
mar € realizada normalmente com Extracdo em Fase Sdlida (EFS)
(LAMBROPOULOQU et al, 2002; GATIDOU et al, 2005; BATISTA-ANDRADE et al,
2016; FERRER; BARCELO, 2001), enquanto que a determinacdo é realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Detector por Captura de Elétrons (ECD) e



detectores de Espectroscopia de Massas (MS) (SAKKAS et al, 2002; CASTRO et al,
2011).

A ocorréncia de Irgarol é relatada em varios estudos (Tabela 3.1) na Asia
variando de 0,0057 a 1,6 ng/mL em Hong Kong (CAI et al, 2006; LAM et al. 2005) e
de 0,011 a 0,055 ng/mL em Seto, Japao(BALAKRISHNAN, et al., 2012). Na Europa
as concentracdes variam de 0,0024 ng/mL (Espanha) a 0,277ng/mL no Reino Unido
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al, 2011; LAMOREE et al, 2002; (THOMAS; McHUGH;
& WALDOCK, 2002;) e na Ameérica Central e América do Sul concentragdes de até
9,59 ng/mL(DOMINGUEZ et al, 2014; BATISTA-ANDRADE et al, 2016; DINIZ et al.
2014) . Em alguns paises como Reino Unido, Dinamarca e Suécia (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al, 2011) seu uso j& é proibida devido a sua alta toxicidade sobre
organismos aquaticos como algas, peixes e crustaceos. Algas sdo extremamente
sensiveis a este herbicida, concentracées de 0,43 ng/mL é tdxica a curto prazo para
a diatomacea Skeletonema costatum (Tabela 3.2).

No Brasil, ainda sdo poucos os estudos que tratam deste biocida. Porém,
ja foram relatados niveis que embora baixos sejam detectaveis em agua de
ambientes com trafego intenso de embarcacdes como o Rio Paraiba do Sul
(AZEVEDO et al. 2004 apud CASTRO et al. 2011) e o canal do Sdo Gongalo
(DEMOLINER, 2010 apud CASTRO et al. 2011).E em estudo feito por Diniz (2014),
foi detectado concentracao com variacao de 0,01 a 4,80 ng/mL na regido do Porto
do ltaqui. Em estudo realizado por Dominguez (2010), a concentracdo de Irgarol
variou de 2,0x10™* ng/mL em &gua e 5,8ng/g em sedimentos na Zona Portuaria da
Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul.



Figura 3.2: Mecanismo para a reagéo de degradacéo do irgarol 1051.
S—CH;
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CH;—C—N N H_N—CH\I

C
CH; H, (,:H:;
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S H 3 N
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Fonte: (SAKKAS; LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2002)



Tabela 3.1: concentracao de irgarol e diuron em diversos paises.

Irgarol (ng/mL) Diuron (ng/mL) Local Autor
0,0024 - 0,147  0,0023 — 0,204 Espanha SANCHEZ-RODRIGUEZ et al ., 2011
<0,004 - 0,0062 <0,004 —0,0209 Rio Grande, Brasil DOMINGUEZ et al, 2014
<0,0003 - 0,005 <0,0027 -0,070 Panama BATISTA-ANDRADE et al, 2016
0,003 - 0,277 0,037 — 1,249 Reino Unido THOMAS, McHUGH, & WALDOCK, 2002
0,011 -0,055 0,01 - 0,062 Japao BALAKRISHNAN et al, 2012
0,1-1,6 - Hong Kong, China LAM et al. 2005
0,0057 — 0,0112 - Hong Kong, China CAl et al, 2006
0,008 — 0,09 0,09-1,13 Holanda LAMOREE et al, 2002
<0,0031 -0,136 - Grécia GATIDOU, THOMAIDIS, & ZHOU, 2007
0,01 -4,80 0,05-7,80 Séo Luis, Brasil DINIZ et al. 2014
1,2-9,59 1,2-6,2 Séo Luis, Brasil DINIZ & FRANCO, 2016
0,56 — 3,81 - Neste Trabalho

Fonte: Prépria Autora.

Tabela 3.2: Toxicidade de irgarol e diuron sobre diversos grupos de organismos.

L . Efeito Concentracao
Biocida Grupo Espécie (tempo) (g/L) ¢
Irgarol Alga Skeletonema costatum CEx, (120h) 0,43
Dunaliella tertiolecta CEs (120h) 0,56
Peixe Menidia beryllina CLsq (96h) 1.580
Cyprinodon variegatus CLs, (96h) 3.500
Crustaceos Acartia tonsa CLs, (48h) 714
Mysidopsis juniae CLs, (96h) 310
Kalliapseudes schubartii CLs, (96h) 5600
Diuron Alga Chaetoceros gracilis CEs, (72h) 36
Dunaliella tertiolecta CEs5q (96h) 0,7
Crustaceos Artemia salina CEs (240) 3.011
Acartia tonsa CLg, (48h) 1.486
Mysidopsis juniae CEx, (96h) 589
Kalliapseudes schubartii CEs5q (96h) 7.560
Ourico Paracentrotus lividus CLs, (48h) 2.390
Lytechinus variegatus CEs5q (24h) 3.335

Fonte: (CASTRO et al. 2011).



3.2. Diuron

Figura 3.2: Estrutura do Diuron

I
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O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) pertencente ao grupo
quimico das fenilureia, € um herbicida usado na agricultura como controle geral de
ervas daninhas (Lamoree et al, 2002). Em meio aquoso é relativamente persistente
e em sedimento marinho tem meia vida (t12) de 14 dias. Os principais produtos de
degradacdao sao 1-(3-clorofenil)-3,1-dimetilurea (CPDU), 1-(8,4-diclorofenil)-3-
metilurea (DCPMU) e 1-(3,4-diclorofenil)urea(DCPU) como descrito na Figura 3.4
(THOMAS & BROOKS, 2015; GATIDOU et al, 2005). Apresenta toxicidade elevada
para organismos fitoplancténicos, crustaceos e ourico. Concentragdo de 0,7 ng/mL
possui efeito em curto prazo para a diatomacea Dunaliella tertiolecta em questdes
de horas, assim como para artemia salina (3011ng/mL) pequeno crustaceo que
serve de alimento para organismos da cadeia alimentar (Tabela 3.2). A utilizacédo
deste composto foi proibida no Reino Unido e Paises Baixos (Sanchez-Rodriguez et
al.2011). Normalmente é analisado em matriz aquosa com utilizacdo de EFS onde
sua determinacao e quantificacao é realizada com a técnica analitica Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector universal, o Espectdémetro
de Massas. A literatura relata ainda o uso da Cromatografia Gasosa com detecgéo
por Espectrometria de Massas (CG-MS), todavia, hd a necessidade da etapa de
derivatizacao

Assim como o irgarol, o diuron tem sido estudado em outro paises em
agua naturais com trafego de embarcagdes. Estudo realizado no Japdo, menciona
concentragdes do biocida variando de 0,01 a 0,062 ng/mL enquanto que na Europa
variam de 0,0023 a 1,249 ng/mL no Reino Unido (BALAKRISHNAN, TAKEDA, &
SAKUGAWA, 2012); SANCHEZ-RODRIGUEZ et al. 2011; THOMAS, MCHUGH;
WALDOCK, 2002). Em estudo realizado no panama, BATISTA-ANDRADE et al.



(2016) relata concentracdo baixa porem quantificavel do biocida em agua do mar
(0,070 ng/mL). No Brasil, a ocorréncia deste biocida foi relatada em Sao Luis na
area do Porto do Itaqui (0,05 — 7,80 ng/mL) e no estudrio da Lagoa dos Patos sob
influéncia do porto de Rio Grande — RS (0,0209 ng/mL) (DINIZ et al. 2014;
Dominguez, 2014).

Figura 3.3: Mecanismo para degradacao do diuron em condi¢des aerébica e anaerdbica.
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Fonte: (THOMAS; BROOKS, 2015)



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais e Reagentes

Para o processo de extracao foi realizado com cartuchos SPE Strata C18
da Phenomenex concentracdo foi utilizado um sistema de extracdo constituido por
Syncore Analyst com bomba de vacuo V-700 e controlador de vacuo V-855 e Chiller
F-108 fornecidos pela Bichi (Suiga). Sistema analitico composto por bomba de
HPLC 1525u Binary com injegdo manual e detector por Espectrometria de Massas
SQ Detector 2 (Figura 4.1) e Coluna cromatografica XSelect HSS todos da Waters
Corporation (EUA). Metanol e Acetonitrila grau HPLC 99% de pureza e Acido
formico (89-90)% da Merck (Alemanha). Os Padrdes analiticos de Irgarol e
diuron(99%), ambos da Sigma-Aldrich.

Figura 4.1: Bomba de HPLC e Detector MS.

Foto: Prépria Autora.

4.2. Coletas de Amostras

Os locais onde foram coletadas as amostras sao: Terminal de Espera do
Ferry-boat, Estaleiro Escola do Sitio Tamancéao, Portinho da Vové, Rampa Campos



Melo, Ponte do Sao do Francisco (Ponte José Sarney), Espigdo Costeiro da Ponta
da Areia, Raposa e Porto do ltaqui (Pier 100, Pier 103 e Pier 106)( como sao
mostrados no mapa da Figura 4.2. Estes sdo ambientes em que ha de navios
cargueiros, embarcacbes pesqueiras e de transporte de passageiros como
demonstrado nas Figuras 4.3.

Os pontos de amostragem Portinho da Vové e Estaleiro Escola do Sitio
Tamancao sao estuarios do Rio Bacanga e a Ponte do Sdo Francisco (Ponte José
Sarney) é Estuario do Rio Anil. Estuarios sdo ambientes em que existe uma grande

variedade de organismos vivos que sao parte do ecossistema da area.

Figura 4.2: Pontos de coletas de amostras.

Sao Luis

1-Porto do Itaqui 5-Rampa Campos Meb , =
2- Ferry-boat 6- Ponte do S3o0 Francisco 3

3-Tamancio 7- Espigao Costeiro

4- Portinho da Vovo

Fonte: Google Maps, 2016 (Adaptado).



Figura 4.3: Momento da Coleta e de Amostra de agua no Porto do ltaqui.

Foto: Arquivo da Autora.

Figura 4.4: Terminal de Espera do Ferry-boat.

Foto: Arquivo da autora



4.3. Extracao de Fase Sdlida (EFS)

No processo de Extragdo em Fase Soélida a amostra é transportada para
um cartucho aplicando-a uma pressdo constante seja por seringa ou mesmo por
bomba de vacuo. As moléculas organicas entdo sao extraidas da amostra e
concentradas na fase sélida que posteriormente sdo eluidas por um solvente
organico (SKOOG et al. 2002).

O processo para extragcao em fase soélida foi realizado com base na
metodologia citada em GATIDOU (2005), porém, ocorreu a modificacdo do detector
utilizado no sistema cromatografico. Coletou-se cerca de 1000 mL de agua do mar,
fez-se a filtragao em filtro de acetato de celulose 0,45 uym (Sartorius Brolab Products)
e apos esta etapa, as amostras foram pré-concentradas, sendo todo o procedimento
realizado em duplicata para todos os pontos de amostragem, em cartuchos SPE
(Phenomenex Strata C18-E (55um, 70A) 500mg / 6mL), condicionados previamente
em 10 mL de metanol (Merck-Germany) e 10mL de agua (Mili-Q) no sistema de
extracdo e concentracao de amostra Syncore Analyst com bomba de vacuo V-700
(Figura 4.6). O fluxo durante o condicionamento da amostra foi de 4mL/min sendo
controlado pela pressdo usando o controlador de vacuo V-855. Para eluigcdo dos
cartuchos foi utilizado 10 mL de metanol que posteriormente foi evaporado. O
volume final obtido foi cerca de 1 mL, como evidenciado no fluxograma da Figura

4.5. Os extratos foram acondicionados em geladeira.

Figura 4.6: Condicionamento de cartucho para concentragdo da amostra no Syncore Anayst.

Fonte: Prépria Autora.



Figura 4.5: Fluxograma de preparo de amostra por Extragdo em Fase Solida.
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Fonte: Prépria Autora.

4.4. Analise Cromatografia por CLAE/EM

Neste trabalho foram determinadas as concentragdes de Irgarol e Diuron
em amostras de agua utilizando-se pré-concentracdo em cartuchos em fase sélida,
seguido de analise Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao por
Espectrometria de Massas — CLAE-EM. As condi¢cdes cromatograficas para andlise
com deteccdo por espectrometria de massas utilizou coluna analitica X Select HSS
C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym) e coluna de guarda, ambos da Phenomenex, fase
mével com metanol e acido férmico, em fluxo 1mL/min. Para a pré-concentragao,
amostras de agua (500 mL) foram passadas através de cartuchos SPE Strata C18-E
(500 mg / 6mL de capacidade), previamente condicionados com metanol e agua.
Para o sistema de deteccao, foram determinadas as condi¢cdes cromatograficas para
identificag&o e quantificacdo dos compostos a serem analisados.

As condigbes cromatograficas do detector necessarias foram definidas
previamente para monitorar os ions Irgarol 1051 (m/z = 254) e diuron (m/z = 233). O



modo de ionizacdo que tem maior representacdo na infusao dos padrdes é a fonte
de ionizacdo positiva ESI (+) (lonizagdo por Electrospray, modo positivo). ions de
Electrospray positivos sdo produzidos pela adicdo de um ion positivo (H**, NH*,
Na*). Nesta metodologia utilizamos acido férmico para garantir a protonagdo. No fim
do processo, foi gerado, no capilar, ions em excesso, produzindo o sinal com
sensibilidade apropriada para a deteccao.

A voltagem do capilar, para neutralizar o contra-ion, foi de 3,72 kV. A
voltagem do cone para fazer a interface entre a pressdo atmosférica e o vacuo, foi
de 10 V. O fluxo de gas de dessolvatacao, neste caso nitrogénio, foi de 1000L/h com
temperatura de 500°C para eliminar as moléculas de solvente.

Para obtencao da curva analitica preparou-se uma solugéo estoque de 5
ng/mL com a dissolugdo dos padrdes sdlidos Irgarol e Diuron em metanol. A partir
da solucdo estoque, foram preparadas solucbes em concentracbes menores. Para
os 2 (dois) biocidas as concentragées foram de 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0,
25,0, 50,0, 100,0, 125,0, 150, e 175,0 ng/mL como mostra o esquema de diluicdo da
Figura 4.7. Estas solucbes foram preparadas na forma de mix de irgarol e diuron, ou

seja, contendo uma mistura dos padrées na mesma solucéao.

Figura 4.7: esquema de diluicao de solucdes dos padrdes analitico
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Fonte: Prépria Autora.

Assim a construcdo de uma curva analitica é a melhor forma de se fazer
quantificacdo de analitos presentes em uma amostra. E a relagéo entre as areas e a
quantidade de analito a ser quantificado. Sendo a linearidade um procedimento



analitico usado para obter resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracao de um analito em uma amostra podendo ser medida pela inclinagcao da
linha de regressao da curva analitica da substéancia que se quer determinar.

O gradiente de eluigéo (Tabela 4.1) para este método foi otimizado com
fluxo de 1mL/mim e tempo de corrida de 8 minutos. A fase mével do gradiente de
eluicdo é composta de fase aquosa e fase organica. A fase aquosa é a mistura de

Agua pura e 0,1% de Acido Férmico. A fase organica é acetonitrila pura.

Tabela 4.1: Gradiente de eluicdo do método.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 45 55
5 45 55
6 20 80
7 20 80
7,01 45 55
8 45 55

A = Agua + 0,1 % Acido Férmico; B = Acetonitrila.
Tempo de corrida: 8,0 minutos. Fluxo de solvente: ImL/min.

Fonte: Prépria Autora



5. RESULTADOS DISCUSSOES

5.1 Otimizacao do Método

Os analitos foram identificados considerando os tempos de retencao

obtidos através da injecdo de uma mistura de padrdes analiticos e nos fons (M+M*")

dos biocidas, diuron em 3,91 minutos e m/z = 233 e irgarol 1051 em 4,88 minutos e

m/z= 254. As figuras 5.1, 5.2 e 5.3 apresentam o cromatograma dos analitos de

interesse com seus respectivos tempos de retencdo e o espectro de massas do

irgarol e diuron, respectivamente.
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Figura 5.1: Cromatograma para irgarol 1051 e diuron.
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Figura 5.2: Espectro de massas para o Irgarol
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Figura 5.3: Espectro de massas para o Diuron
MeOH
100 1 232 (3916 . SIR of 4 Channels ES+
100- 23305 Diuron 378e4
m/z=233,05
(%)
239.00
241.02
25417
o T r T T T T T T T r T T T T T T T T T T T r T T r T T T T T \ Mz
228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 230 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259

m/z

Foto: Prépria Autora / Software Masslynx (Adaptado)



5.2 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade, solucbes em concentracdes variando de
0,1 a 175,0 ng/mL, foram injetadas e os resultados foram usados para obtencao da
reta de regressdao da area do pico em funcdo da concentracdo com relacdo ao
calculo de analito, usando-se 0 método dos minimos quadrados.

Foi realizado o teste de linearidade obtendo assim uma faixa linear para
os dois biocidas (Figuras 5.4 e 5.5), logo, com a faixa linear, a selecao das
concentracdes e suas areas de pico, foi possivel a construcédo a curva analitica para
o irgarol e diuron (Figuras 5.6 e 5.7). A faixa linear para o irgarol foi de 1 a 100
ng/mL. Para o diuron a faixa linear ficou de 5 a 150 ng/mL.

A linearidade do método também foi investigada através da avaliagdo do
coeficiente de determinacdo (R?), obtido pela equacdo da reta da curva analitica.
Desta forma, para o irgarol a curva possui evidenciou um R? igual a 0,9994 e para o
diuron um R? de 0,9907. E importante mencionar que a ANVISA recomenda um R?
superior ou igual a 0,990, nestes termos o0 método apresenta uma boa linearidade.

Figura 5.4: Linearidade para irgarol.

120%

900 - 80%

Area/Concentracdo(ng/mL)

Ve

-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log concentracao(ng/mL)

Fonte: Prépria Autora.



Figura 5.5: Teste de linearidade para o diuron.
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Figura 5.6: Curva analitica para o irgarol (Area do pico vs. Concentragdo em ng/mL).
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Figura 5.7: Curva analitica para o Diuron (Area do pico vs. Concentragdo em ng/mL).
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Fonte: Prépria Autora

O Limite de Deteccédo — LD é a menor concentracdo do analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob condigbes experimentais
estabelecidas. E determinado pela equagao:

LD = (3,3-Dp)/(C.A) [1]

onde: Dp = desvio-padrdo ; C.A = o coeficiente angular do grafico de

calibragdo (sensibilidade do aparelho). Dp irgarol 1051= 141,00; Dp giuron = 61,49.

LD irgarol 1051 = (3,3 * 141,00) / 1148,7 = 0,405 ng/mL
LD giwron = = (3,3 * 61,49) / 68,993 = 2,941 ng/mL.

O Limite de Quantificacdo — LQ é definido como a menor concentragéo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitavel,

sob as condi¢des experimentais adotadas.

LQ = (10-Dp)/(C.A) [2]



Onde: Dp = desvio-padrdo; C.A = o coeficiente angular do gréfico de

calibracao (sensibilidade do aparelho).

LQ irgarol 1051 = (10 * 141) /1 148,7 = 1,227 ng/mL
LQ givron = = (10 * 61,4938) / 68,993 = 8,913 ng/mL.

Tabela 5.1: Pardmetros das curvas analiticas obtidos por CLAE/EM.

Equacao da reta c.a R* DP L.D(ng/mL)  L.Q(ng/mL)
Irgarol y=1148,7x + 336,23 1148,7 0,9994 141,00 0,405 1,227
Diuron  y=68,993x - 199,58 68,993 0,9907 61,49 3,323 8,9

c.a.: coeficiente angular da equacéo da reta. R*: coeficiente determinagéo. DP: Desvio Padrdo

5.4 Concentracoes de Irgarol e Diuron nas amostras coletadas

A concentracao do analito na amostra é calculada a partir da equacéao da
reta da curva analitica obtida para cada um dos biocidas substituindo a area do pico
na equagao.

Nas amostras do Portinho da Vovd e nos Piers 100, 101 e 106 que
encontram-se abaixo do Limite de Detecgdao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ),
0,405 ng/mL e 1,227 respectivamente. Em todas as outras amostras foi detectada a
presenca de irgarol, em concentracées que variam de 1,49 a 3,81 ng/mL (Figura
5.8).

Como estas amostras foram coletadas no més de setembro de 2016,
entre os dias 19 a 23, que é um dos meses mais secos do ano. Porém, é o més do
ano em que ha um fenbmeno chamado de Maré de Sizigia que ocorre nas luas
novas e cheio do més, sendo influenciado pelos efeitos lunares e solares que atuam
em conjunto e produzem as maiores marés altas e menores marés baixas do ano.
Esse efeito das marés pode contribuir para a maior diluicdo dos analitos
influenciando assim sua concentracdo no ambiente. Diniz & Franco (2016), relata a
ocorréncia de irgarol variando de 5,01 — 9,59 ng/mL em dezembro de 2015 (periodo
seco) e de 1,2 — 6,0 ng/mL em margo 2016 (periodo chuvoso) em Sao Luis. Isto,
leva a conjecturar que um volume maior de agua pode contribuir para a diluicao da

concentragédo do analito.



As propriedades fisico-quimicas como pH e temperatura contribuem para
a concentracao destes biocidas em agua. Em pH alcalino, o diuron sofre hidrolise. O
pH das amostras de 4gua analise é alcalino em média de 8,01. (Tabela 5.2).

Mesmos com efeitos naturais ocasionando um volume maior de agua e
consequentemente diminuindo a concentragdo do analitos, as concentragdes
detectadas permite observar a contaminacao em ambientes estuarinos que sao de
fundamental importancia para a sobrevivéncia e manutencdo do ecossistema
costeiro da ilha de S&o Luis.

O ecossistema costeiro da llha de S&o Luis faz parte da Area de Protecéo
Ambiental das Reentrancias Maranhenses (APA das Reentrancias Maranhenses)
criada pelo Decreto N® 11.901 de 11 de Junho de 1991 pelo Governo do Estado do
Maranhao. Esta area possui alta densidade e diversidade de organismos benténicos
e peixes (SILVA, [201-]). Esses organismos atraem grandes densidades de aves
limicolas por constituirem sua principal fonte alimentar (SILVA; RODRIGUES, 2015).

Tabela 5.2: Condigdes das Fisico-Quimica das Amostra.

Local Data Horario pH Temp.(2C) Sal
Ferry-boat 20/09/2016 09:10 8,05 27,95 30,22
Tamancéo 20/09/2016 09:45 7,88 27,38 29,77
Rampa C. Melo 20/09/2016 10:23 8,03 28,01 30,49
P. da Vovo 20/09/2016 10:37 8 27,98 29,77
Raposa 22/09/2016 09:10 7,92 27,28 33,59
Espigao Costeiro 22/09/2016 10:07 8,05 28,16 31,01
P. Séao Francisco 22/09/2016 10:20 8,05 28,31 30,29
Pier 100 23/09/2016 10:55 8 28,34 29,35
Pier 103 23/09/2016 11:05 8,06 28,08 29,6
Pier 106 23/09/2016 11:10 8,08 28,91 29,75

Temp. Média(°C) = 28,04; pH Médio = 8,01; Salinidade Média = 30,38.

Os niveis de irgarol encontrado nas amostras de agua, de acordo com os
testes ecotoxicologicos encontrados na literatura, causam danos sérios a
organismos aquaticos. Podem causar danos como deformacées fisicas, esterilidade

e anomalias sexuais em machos e fémeas.



A deteccao do Diuron ficou impossibilitada pela presenga de um pico de
substancia desconhecida que foi detectado em tempo de retencdo muito préximo ao
do diuron. Assim, o diuron pode ter co-eluido com a substancia desconhecida. Por
problemas de natureza técnica e da complexidade em realizar uma nova coleta de
amostra nao foi possivel refazer sua analise.

O cromatograma apresentado na Figura 5.9, obtido no modo SIR, permite
verificar o pico cromatografico no tempo de reteng&o 4,05 minutos no cromatograma
do Diuron e em 4, 03 minutos no cromatograma do Irgarol 1051. Uma vez que o pico
aparece em tempos de retencdo préximos e no cromatograma dos dois analitos nos
sugere dizer apenas que houve uma contaminagdo por uma substancia
desconhecida em um dos passos do preparo da amostra.

A ocorréncia do irgarol 1051 em agua do mar foi relatada por Diniz &
Franco (2016), varia entre 3,2 e 3,3 ng/mL para o més em dezembro de 2015,
periodo considerado seco, e de 1,2 a 3,5 ng/mL em marco de 2016 periodo

chuvoso.

Figura 5.8: concentragdo de Irgarol 1051 nas amostras coletadas.
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Figura 5.9: Cromatograma do irgarol 1051 e diuron para amostra do Ferry-boat.
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Fonte: Prépria Autora.



6. CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo de irgarol foi realizada, obtendo como resultado
concentragdes variando de 1,49 a 3,81 ng/mL com um limite de quantificacdo de
1,227ng/ml. A concentracao mais alta encontrada do irgarol foi de 3,81ng/mL na
Rampa campos Melo enquanto que nos Portinho da Vovd e nos Piers 100, 103 e
106 a concentragdo do biocida ficou abaixo do limite de quantificagdo. Sé&o
concentragdes proximas as relatadas na literatura e que preocupam devido a alta
toxidade a organismos aquaticos.

Para o diuron nao foi possivel a deteccdo. Motivado por uma substancia
desconhecida que co-eluiu proximo ao tempo de retencao do analito de interesse.

Esses biocidas sao substdncias que causam danos sérios aos
organismos vivos do ecossistema aquatico podendo levar a morte em poucas horas.
Como nao existe producao agricola suficiente, na regiao alvo do estudo, para lancar
esta quantidade de irgarol em agua do mar, a Unica outra fonte possivel sdo as
tintas anti-incrustantes.

Devido ao impacto significativo dos biocidas anti-incrustantes para
organismos da base da cadeia alimentar no ecossistema aquatico, deve-se manter
constante estudo destas substancias em agua do mar e em outras matrizes como
sedimento para avaliar com maior detalhamento o efeito no ambiente estuarino em

que foram coletadas as amostras de agua.
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