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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método analitico para
andlise de tracos dos biocidas irgarol® 1051 e diuron em amostras de sedimentos via HPLC-
ESI-SQ-MS. Foram escolhidos dez pontos de coleta de sedimentos distribuidos na Ilha de Sao
Luis (Porto da Vovd, Raposa, Terminal da Ponta da Espera, Rampa C. Melo, Estaleiro-escola,
Espigdo Costeiro, Ponte José Sarney, Porto do Itaqui - Ber¢o 100, Area de Despejo 1 e
Igarapé Argentina). O teor de matéria organica das amostras variou entre 0,070% e 4,80% e
andlises granulométricas mostraram composicoes texturais de areia fina, areia muito fina e
silte/argila. Os analitos foram extraidos via ultrassom combinado com extra¢do em fase sélida
(SPE). O método apresentou linearidade adequada na faixa de concentragdes estudada e
limites de detec¢dio e quantificagdo suficientemente baixos (0,20 ng g e 5,0 ng g para
irgarol® 1051 e diuron, respectivamente), porém devido a deficiéncias no processo para
diuron, este foi excluido desta metodologia. As andlises dos extratos de sedimentos revelaram
niveis de irgarol® 1051 acima do LOQ em amostras de cinco pontos de coleta: Estaleiro-
escola (4,66 + 5,04 ng g'!) > Terminal da Ponta da Espera (1,36 + 1,26 ng g'!) > Porto do
Itaqui (Area de despejo 1) (1,13 + 0,0459 ng g™') > Porto do Itaqui (Igarapé Argentina) (0,69
+0,0389 ng g'!) > Espigdo Costeiro (0,54 + 0,210 ng g'), ou seja, estaleiros e dreas de intenso
fluxo de embarcacdes apresentaram as maiores concentracoes do biocida. Os resultados
relatados neste trabalho sdo as primeiras informacgdes acerca da ocorréncia de biocidas anti-

incrustantes de terceira geracdo em amostras de sedimentos provenientes da Ilha de Sdo Luis.

Palavras-chave: Irgarol® 1051. Diuron. Anti-incrustantes. Sedimentos. HPLC-ESI-SQ-MS.



ABSTRACT

This work aimed at the development of an analytical method to analyze trace of biocides
irgarol® 1051 and diuron in sediment samples via HPLC-ESI-SQ-MS. Ten sediment
collection points were chosen in Sdo Luis Island (Porto da Vové, Raposa, Terminal da Ponta
da Espera, Rampa C. Melo, Estaleiro-escola, Espigdo Costeiro, Ponte José Sarney, Porto do
Itaqui - Ber¢o 100, Area de Despejo 1 and Igarapé Argentina). The organic matter content of
the samples varied between 0.070% and 4.80% and the granulometric analyzes showed
texture compositions of fine sand, very fine sand and silt/clay. The validation of the
methodology was based on the evaluation of selectivity, linearity, limits of detection and
quantification, precision and accuracy of the method. The analytes were extracted by
ultrasound and solid phase extraction (SPE). The method presented adequate linearity in the
studied range of concentrations and sufficiently low limits of detection and quantification
(0.20 ng g! and 5.0 ng g for irgarol® 1051 and diuron, respectively) but due to process
deficiencies for diuron, it was excluded of this methodology. Analyzes of sediment extracts
revealed levels of irgarol® 1051 above LOQ in samples from five collection points: Estaleiro-
escola (4.66 + 5.04 ng g'') > Terminal da Ponta da Espera (1.36 + 1.26 ng g'!) > Porto do
Itaqui (Area de despejo 1) (1.13 + 0.0459 ng g™!) > Porto do Itaqui (Igarapé Argentina) (0.69
+0.0389 ng g'!) > Espigdo Costeiro (0.54 + 0.210 ng g™, i.e., shipyards and areas of intense
flow of vessels presented the highest concentrations of the biocide. The results reported in this
work are the first information about the occurrence of third-generation anti-fouling biocides in

sediment samples from Sao Luis Island.

Keywords: Irgarol® 1051. Diuron. Anti-fouling. Sediments. HPLC-ESI-SQ-MS.



“(...) You wanna hot body?
You wanna Bugatti?

You wanna Maserati?
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1 INTRODUCAO

A bioincrusta¢do marinha pode ser descrita como a comunidade de organismos que se
fixam e crescem nas superficies externas de objetos submersos ou semi-submersos, tais como
plataformas petroliferas e cascos de navios. Esse € um processo indesejivel, uma vez que a
presenca de lodo, algas e animais, como mexilhdes, provoca aumento na resisténcia a friccao
de embarcacdes em movimento na dgua, resultando em um decréscimo de velocidade,
incremento no consumo de combustivel, manobrabilidade mais pobre, além de desencadear
processos de corrosdo, bem como tem potencial para a introducdo de espécies estranhas em
novos ecossistemas. Além disso, as bioincrustacdes em estruturas estiticas podem
comprometer a seguranga pela reducdo da estabilidade e por esconder defeitos estruturais
(TURNER, 2009; YEBRA et al., 2004; DAFFORN et al., 2011).

Para combater esse problema, o artificio mais utilizado é o revestimento dessas
estruturas com tintas contendo compostos com propriedades anti-incrustantes, que com o
tempo se mostraram toxicos a organismos ndo-alvo. Apesar do cardter deletério que
apresentam a biota marinha, diversas formulagcdes, cada vez mais potentes e letais, foram
desenvolvidas, destacando-se aquelas a base de compostos organoestdnicos, tais como
tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT), que foram rapidamente difundidas devido a sua
alta eficacia. No entanto, constatou-se a alta toxicidade do TBT, considerado uma das
substancias mais toxicas ja introduzidas no ambiente marinho (BERTO et al., 2007; SONAK,
2009). Como consequéncia da sua elevada toxicidade a espécies ndo-alvo, o composto foi
banido dos cascos dos navios pela Organizacdo Maritima Internacional (OMI) desde 2008
(CASTRO et al., 2011), o que resultou no desenvolvimento de compostos alternativos para a
protecdo de cascos de navios. Tais compostos sdo conhecidos como biocidas de reforco
(GATIDOU e THOMAIDIS, 2007; SANTANA-RODRIGUEZ et al., 2011). Sio cerca de
vinte compostos, entre metélicos e ndo metalicos homologados pela OMI em substituicao ao
TBT. Dentre os ndo metdlicos incluem-se o diuron e o irgarol® 1051, herbicidas
frequentemente usados na agricultura.

A importancia da determinacdo de biocidas anti-incrustantes € ambientalmente
relevante, considerando-se as propriedades toxicas e o risco potencial dessas substancias para
a biota marinha. Devido a sua ocorréncia em baixas concentragdes, a comunidade cientifica €
forcada a desenvolver procedimentos analiticos que possam ser usados para determinar ndo
somente a presenga desses biocidas em ambientes marinhos, mas também suas concentragoes

com grande acurdcia. Esses métodos precisam ser robustos, precisos € sensiveis para serem
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usados em situagdes regulatérias (ALBANIS et al., 2003). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) € atualmente usada para a andlise
de pesticidas polares, como carbamatos, organofosforados, triazinas e dcidos fendxiclorados
entre outros, apresentando limites de deteccdo adequados para andlises de residuos. Esta
técnica € especialmente poderosa para a andlise direta de compostos polares, que sdo sujeitos
a decomposicdo térmica ou ndo t€m uma pressdo de vapor adequada para separacdes por
cromatografia gasosa (GC). Baseado no tipo de interface, HPLC-MS também ¢ capaz de
fornecer informacdes estruturais para a confirmagao de analitos na amostra (CHAVES et al.,
2007).

A validacdo € uma etapa essencial para definir se métodos desenvolvidos estdo
completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados
confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Deve-se ressaltar que o método
pode ser considerado validado, mesmo que alguns parametros ndo se enquadrem nos limites
estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente conhecidos e, portanto, adequados
aos objetivos do estudo a ser realizado (BRITO et al., 2003).

Estudos sobre as concentracdes ambientais de biocidas de refor¢o sdo frequentemente
realizados em amostras de dgua. No entanto, o numero de artigos que se referem a presenca
dessas substincias em sedimentos marinhos € reduzido (SANTANA-RODRfGUEZ et al.,
2011). Os sedimentos sdo importantes no estudo de monitoramento, pois podem ser matrizes
de acimulo de substancias toxicas que podem ser liberadas ao corpo aquético por periodos
prolongados, representando perigo em potencial para as espécies marinhas.

Nesse contexto, a Ilha de Sdo Luis, por estar localizada em uma vasta drea de
manguezal, pode sofrer prejuizos pelo uso de biocidas anti-incrustantes em suas &reas
portudrias. A regido, juntamente com o nordeste do estado do Para, constitui-se na Costa de
Manguezais de Macromaré da Amazdnia (CMMA) (FORTES et al., 2009; TEIXEIRA e
SOUZA FILHO, 2009), maior faixa continua de manguezais da costa brasileira. Manguezais
sdo caracterizados pela elevada produtividade primdria, sendo os bercdrios naturais de
diversas espécies devido a elevada quantidade de matéria organica, gerada ou depurada em
suas areas. S3o zonas de grande relevancia ecolodgica e que, devido a atividade portudria, sdo
foco potencial para compostos anti-incrustantes, o que justifica o estudo realizado nessa

regido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioincrustaciao

A bioincrustacdo marinha (ou biofouling) € vista atualmente como um processo
resultante da colonizacdo ou do crescimento de bactérias, algas e/ou invertebrados sésseis
sobre superficies submersas, sejam elas naturais (tais como rochas, madeira, outros
organismos, etc.) ou feitas pelo homem (cais, plataformas, cascos de navios, boias, cabos,
etc.) (Figura 1). Esse processo se inicia apds um tempo de imersdo relativamente curto
(GAMA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2007).

A ligac@o e o crescimento desses organismos em cascos de embarcagdes originam
efeitos indesejdveis. Em instalag¢des fixas, como plataformas de exploracdo de petrdleo, piers,
docas, etc., a incrustacdo estimula a corrosdo, aumenta a massa da instalacao, além de conferir
uma distor¢do da configuracdo inicial da estrutura. Em tubulagdes maritimas, como as de
resfriamento de plataformas e usinas nucleares, a incrustacdo provoca entupimento e alteracdao
do hidrodinamismo das tubulac¢des, provocando assim uma maximizacdo do desgaste pela
erosao (GAMA et al., 2009).

Em embarcac¢des, como navios, ocorre aumento da resisténcia a friccdo devido a
rugosidade gerada, o que leva a um aumento de peso e consequente reducdo de velocidade
potencial e perda de manobrabilidade. Para compensar isso, maior consumo de combustivel é
necessario, 0 que provoca um aumento das emissdes de compostos nocivos, custos de
manutencdo mais elevados e maior frequéncia de operagdes de ancoragem a seco, isto &,

tempo ¢ perdido e recursos sao desperdicados quando sdo aplicadas medidas de reparacao.

Figura 1: Organismos incrustantes em cas
e - = Sigces s T

Fonte: a) DAFFORN et al. 2007; b) YEBRA, 2004.
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Estima-se que um aumento de 10 pum (1/1000 cm) na rugosidade média do casco de
um barco, resulta também em um incremento de 0,3 a 1,0% do consumo de combustivel.
Além disso, pode provocar deterioracdo do revestimento de modo a favorecer a descoloragdo
e a alteracdo da condutividade elétrica do material (YEBRA, 2004; SONAK, 2007; GAMA et
al., 2009). Além dos inconvenientes financeiros e estruturais citados anteriormente, alguns
estudos demonstram que a bioincrustacdo € tdo ou mais importante que a dgua de lastro
enquanto vetor de introducio de espécies exoticas (GAMA et al., 2009).

A gravidade local da bioincrustacdo depende de um grande nimero de parametros.
Alguns deles sdo dados pelas condi¢des da dgua e dependem da localizacdo geografica e do
padrdao operacional do navio (YEBRA, 2004). O grau de incrustagdo depende nio s6 do
tempo que o navio permanece no porto ou da sua velocidade de cruzeiro no mar, mas também
muito especialmente da natureza da 4gua nas diferentes regides do mundo (ALMEIDA et al.,
2007). A enorme diversidade de organismos incrustantes, com origens filogenéticas,
estratégias de vida, nutricdo e habilidades competitivas distintas tornam o estudo da
bioincrusta¢do extremamente importante na compreensao de modelos e processos ecolégicos
de interesse geral, tais como as formas de prevencdo da incrustagdo em superficies feitas pelo
homem e a bioinvasdo, por exemplo (GAMA et al, 2009).

A necessidade de proteger as superficies submersas, em especial os cascos dos navios
contra as “impurezas” marinhas ¢ tdo antiga quanto o uso que os homens fazem dos navios
como meio de locomog¢do (ALEMIDA et al., 2007). Algumas das desvantagens da
bioincrustacdo tém sido reconhecidas e combatidas ha mais de 2000 anos (YEBRA, 2004) e o
revestimento das superficies submersas com algum material com caracteristicas que impe¢am
o estabelecimento dessas comunidades sempre foi o principal meio de controld-la e,

consequentemente, uma das principais formas de contaminacdo do meio aquético.

2.2 Tintas anti-incrustantes

As medidas anti-incrustantes incluem o uso de revestimentos em cascos de
embarcacgdes para inibir a coloniza¢do de organismos marinhos. Estes t€ém tradicionalmente
incorporado substancias toxicas, incluindo cobre e tributilestanho, numa matriz de tinta que
gradualmente lixivia o biocida da camada superficial para evitar a sedimentagcao (DAFFORN
et al., 2011). Estima-se que, em escala global, sejam gastos pelo menos 450 milhdes de
dolares ao ano com a prevengdo da bioincrustacdo e que se este montante ndao fosse gasto os

prejuizos anuais seriam da ordem de 7 bilhdes de ddlares por ano (GAMA et al., 2009).
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Desde a antiguidade muitos tipos de revestimentos foram utilizados para conter a
bioincrustacdo em cascos de embarcacdes. Segundo Yebra (2004), os primeiros fenicios e
cartagineses teriam usado piche e, possivelmente, revestimento de cobre no fundo dos navios,
enquanto cera, alcatrio, asfalto e chumbo foram usados por outras culturas antigas. No século
V a.C., os historiadores relatam que os revestimentos de arsénio e enxofre misturados com
6leo também foram usados para combater a bioincrustagdo. Romanos e gregos utilizaram o
revestimento de chumbo com pregos de cobre, que era o mais difundido naquela época, sendo
adotado oficialmente pela Espanha, Franca e Inglaterra. Esse sistema de chumbo foi talvez o
mais procurado antes do século XVIII, porém causou a corrosdo nos componentes de ferro
dos navios, e foi abandonado pelo almirantado britanico em 1682. O primeiro registro sobre o
uso de cobre como um anti-incrustante estd na patente britdnica de William Beale em 1625,
que pode ter usado uma mistura de cimento, ferro em p6 e, provavelmente, um composto de
cobre (sulfureto de cobre ou minério de arsénio e cobre) (YEBRA, 2004).

A utilizacdo de sistemas anti-incrustantes incorporados as tintas passou a ser comum, €
cada vez mais frequente, na medida em que os cascos de madeira das embarcacdes foram
substituidos por cascos metdlicos, fato ocorrido em meados do século XVIII (CASTRO et al.,
2011). Uma variedade de tintas foi desenvolvida meados de 1800 com base na ideia de
dispersar um agente téxico em um veiculo polimérico. Oxidos de cobre, arsénio e de merctirio
eram anti-incrustantes populares. Os solventes incluiam 6leo de terebintina, nafta e benzeno
(ALMEIDA, et al., 2007).

Ap6s a Segunda Guerra Mundial, mudangas importantes ocorreram na inddstria, como
o aparecimento de novas resinas sintéticas a base de petréleo, que apresentam caracteristicas
mecanicas melhoradas, e 0 aumento da preocupacido com a seguranca e a saide (causando o
abandono de compostos organomercurosos e organoarsénicos). Também durante este periodo,
o surgimento de compostos organoestanicos (OTs), especialmente o TBT melhorou o
desempenho dessas tintas e pareceu resolver definitivamente o problema da incrustacio
(YEBRA, 2004). Essas tintas, conhecidas como de segunda geracdo, utilizavam como
principio ativo TBT e/ou TPT (CASTRO et al., 2011).

Os OTs foram inicialmente utilizados como co-biocidas em tintas de cobre de alto
desempenho, mas gradualmente passou a ser usado na maioria dos sistemas anti-incrustantes.
Embora o TBT e seus derivados oferecam ampla protecdo contra a contaminacdo de
organismos marinhos, estes foram frequentemente utilizados em conjunto com o cobre porque

as algas marrons e verdes e certas diatomdaceas sdo tolerantes ao TBT, enquanto microalgas e
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anforas sdo tolerantes ao cobre. Inicialmente estes biocidas existiram na chamada "forma de
associacdo livre", ndo reagidos a um ligante (YEBRA, 2004). Essas tintas de livre associagcdo
tiveram uma vida util limitada de cerca de dois anos e foram substituidas na década de 1970
por tintas de copolimero de auto-polimento (SPC) (vida > 5 anos) (DAFFORN et al., 2011).
A partir daquela década, as tintas a base de copolimero de TBT substituiram as tintas a base
de cobre devido a sua maior eficicia e duragdao (SONAK, 2007).

Os derivados de OTs foram amplamente utilizados, ganhando notoriedade devido ao
seu amplo espectro de atividade, ndo causando corrosdo galvanica em cascos de aluminio e
sendo incolores. Na década de 1980, chegaram a revestir 90% dos cascos dos navios em
operacdo no mundo (YEBRA, 2004; CASTRO et al., 2011). No entanto, o TBT tem sido
descrito como uma das substancias mais toxicas ja introduzidas no ambiente marinho. Apds
sua liberacdo no ambiente aqudtico, o TBT acumula-se em material particulado e afunda-se
no solo como sedimento (SONAK, 2007).

As primeiras evidéncias de danos ambientais causados pelo TBT liberado por tintas
anti-incrustantes apareceram em exploracoes aquicolas em Arcachon (Franga). Durante 1975-
1982, a producdo de ostras foi severamente reduzida devido a falta de reproducdo e ao
aparecimento de anomalias de calcificagdo de conchas em ostras adultas, o que resultou em
elevadas perdas economicas (SONAK, 2007). Os organoestanicos sdo toxicos devido ao seu
aumento de solubilidade em gordura (em comparacdo com o estanho inorganico), o que lhes
permite penetrar nas membranas bioldgicas e seu modo de acdo como um potente disruptor
enddcrino dentro da célula (DAFFORN et al., 2011).

Os organismos aqudticos podem ser contaminados de diferentes formas: através de
efeitos diretos no organismo, suas funcdes ou seu comportamento; ou por efeitos indiretos na
comunidade, através da ruptura de relagdes predador-presa e fluxo de energia, por exemplo
(GAMA et al., 2009). Dafforn et al. (2011), enumeram uma série de estudos relatando efeitos
nocivos causados por TBT a vérias espécies da fauna aquatica.

Devido aos enormes problemas ambientais causados pelo intenso uso de tintas anti-
incrustantes a base de compostos organoestanicos, em outubro de 2001 foi decretada a
proibi¢do do uso deste tipo de biocidas no fabrico de tintas anti-incrustantes a partir de 1 de
janeiro de 2003 e a presenca destas tintas nas superficies dos navios a partir de 1 de janeiro de

2008 (ALMEIDA et al., 2007; CASTRO et al., 2011).
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Desde a proibi¢do do TBT, o cobre voltou a ser o biocida predominante utilizado em
sistemas anti-incrustantes (DAFFORN et al., 2011). Assim, as empresas de tintas marinhas
foram solicitadas a encontrar um substituto adequado capaz de complementar a sua acao, uma
vez que esse metal mostra ineficiéncia contra algumas espécies de algas e diatomdceas
generalizadas (YEBRA, 2004; TURNER, 2010). Assim, as propriedades anti-incrustantes das
formulacdes contemporineas sdo melhoradas pela adicio de um ou mais co-biocidas
secunddrios (ou de refor¢co) (TURNER, 2010), sendo reconhecidas como uma terceira geragao

de tintas anti-incrustantes (CASTRO et al., 2011).
2.2.1 TINTAS ANTI-INCRUSTANTES DE TERCEIRA GERACAO

A maioria das tintas anti-incrustantes de cobre € fortificada com biocidas adicionais de
“refor¢o”, frequentemente herbicidas, tendo em vista que estes provocam efeitos negativos na
taxa de crescimento de organismos fotossintéticos. Entre os biocidas de refor¢o atualmente
disponiveis, pode-se citar irgarol® 1051, diuron, cobre piritiona, zinco piritiona, sea-nine™
211 e zineb. Embora seus efeitos ainda estejam sob investigacao, piritionato de zinco e zineb
parecem ser 0S menos nocivos para o meio ambiente, enquanto irgarol® 1051 e diuron sdo
vistos como mais prejudiciais (ALMEIDA et al., 2007). Estes compostos pertencem a
diferentes grupos quimicos e, em alguns casos, podem ser utilizados concomitantemente (até
4 deles) em uma mesma formulacdo comercial (DAFFORN et al., 2011; CASTRO et al.,
2011). Segundo Ackha et al. (2012), o uso continuado desses “biocidas de refor¢o” em tintas
anti-incrustantes aumenta a probabilidade de que as comunidades microbianas possam
desenvolver tolerancia aumentada e, portanto, reduzir a sua eficidcia na prevengdo de
bioincrustagao.

As concentragdes ambientais elevadas destes produtos quimicos sdao mais

significativas em sistemas marinhos semifechados, tais como portos, marinas e estudrios,

onde o transporte e atraca¢do de navios sdo importantes (TURNER, 2010).
2.2.1.1 Irgarol® 1051

E um herbicida fotoinibidor utilizado como biocida anti-incrustante. Sua eficdcia em
prevenir a incrustacao de algas se da por sua acdo na diminui¢do do transporte de elétrons nos
cloroplastos do fotossistema II (DAFFORN et al., 2011; YEBRA, 2004).

Irgarol® 1051 é o composto mais hidrofébico da familia das triazinas devido 2

presenca tanto do grupo terc-butil como do grupo ciclopropil (Figura 2). Assim, espera-se que
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este composto seja detectado em concentracdes mais elevadas em amostras de sedimentos do

que na fase aquosa (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004).

Figura 2: Estrutura quimica do irgarol® 1051.

Fonte: Castro, et al., 2011.

Irgarol® 1051 é encontrado em concentragcdes significativas tanto na coluna de dgua
como no sedimento (YEBRA, 2004). A degradacdo deste biocida em sedimentos de agua
doce e de mar € bastante lenta, com meias-vidas de cerca de 100 e 200 dias, respectivamente.
Em condicdes anaerdbias, a degradacdo nos sedimentos € consideravelmente mais lenta

(YEBRA, 2004). Suas propriedades fisico-quimicas estdao dispostas na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do irgarol® 1051. P.V (pressdo de vapor); P.E. (ponto de
ebulicdo); LogK,w = Logaritmo da constante de parti¢cdo octanol-dgua; Ky = constante de Henri.

Solubilidade em
P.V (Pa) P.E. (°C) LogKow Ku
dgua (mg L)

7,0 1,5.10° 428,0 3,95 5,1.10°

Fonte: CASTRO et al., 2011.

Diversos paises ja possuem regulagdes para os niveis de irgarol® 1051 no ambiente.
Seu uso como agente anti-incrustante € proibido na Austrdlia e Dinamarca (DAFFORN et al.,
2011). Tintas contendo este biocida foram totalmente retiradas do mercado para uso em
pequenas embarcacdes no Reino Unido (CRESSWELL et al., 2006). No Brasil, ndo ha
legislacdo especifica que limite os niveis ambientais de irgarol® 1051.

Os efeitos toxicos mais pronunciados ocorrem em organismos fitoplanctonicos. Burma
et al. (2009), determinaram os valores de concentragio de efeito (CEso) de irgarol® 1051 para
a taxa de crescimento das algas Tetraselmis sp., Thalassiosira weissflogii, Emiliania huxleyi e
Fibrocapsa japonica e obtiveram valores extremamente baixos (0,116, 0,303, 0,406 e 0,618
ug L7 respectivamente). Ali e al. (2015) estudaram a toxicidade aguda de irgarol® 1051 a
espécie de peixe Lates calcarifer. Seus resultados revelaram que este composto € téxico, com

concentragio letal (CLso (96 h)) de 0,535 (+ 0,011) mg L', além de reduzir a composicio de
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acidos graxos dos peixes mesmo com baixos niveis de exposi¢do (valores de CLso a 10% e
30%) que sdo considerados normais como valores de exposi¢cdo seguros.

A presenca desse biocida tem sido bastante reportada em diversas matrizes ambientais
ao redor do mundo, principalmente d4gua em marinha e sedimentos, com o emprego de
diferentes métodos de extragdo e técnicas analiticas. Em amostras de 4gua marinha, a maioria
dos trabalhos utiliza extragdo em fase sélida (SPE) e anélise por HPLC-MS (ALI et al., 2013;
BATISTA-ANDRADE et al., 2016; DINIZ et al., 2014; SAPOZHNIKOVA et al., 2013),
GC-MS (SHEIKH et al., 2016; ZHOU, 2008) e ainda por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD) (DINIZ et al., 2014). Em
sedimentos, os métodos mais comuns empregam extracdo assistida por ultrassom (UAE)
(SALEH et al., 2016), extracdo assistida por micro-ondas seguido de extracdo em fase s6lida
(MAE-SPE) (SANTANA-RODRIGUEZ et al., 2011; ZHOU, 2008) e extragdo acelerada por
solventes (ASE) (SAPOZHNIKOVA et al., 2013). As andlises sdo frequentemente realizadas
por cromatografia gasosa com deteccao por espectrometria de massas (GC-MS) (SALEH et
al., 2016; ZHOU, 2008) e HPLC-MS (SANTANA-RODRIGUEZ et al, 2011;
SAPOZHNIKOVA et al., 2013).

2.2.1.1 Diuron

E um herbicida pertencente 2 familia das fenilamidas e da subclasse das fenilureias
(COCHET e GIACOMAZZ1, 2004). Em microrganismos e em plantas atua inibindo a
fotossintese, prevenindo a producdo de oxigénio e a transferéncia de elétrons na segunda

etapa fotossintética. Sua estrutura quimica esta representada na Figura 3:
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Figura 3: Estrutura quimica do diuron.

Fonte: Castro et al., 2011.

A frequente detec¢do do diuron se deve ao seu emprego na composi¢do de tintas anti-
incrustantes, assim como sua ampla utilizacdo em outras dreas de aplicac@o, principalmente
no controle de ervas daninhas em atividades agricolas (KONSTANTINOU e ALBANIS,
2004). Sua taxa de hidrdlise € insignificante em pH neutro, mas aumenta sob circunstancias

fortemente acidas ou alcalinas (CASTRO et al., 2011).
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Diuron pode ser encontrado em muitos compartimentos ambientais, como solo,
sedimentos e dgua. Um aumento na concentracdo de particulas aumenta sua sor¢do para
sedimentos marinhos (em compara¢do com os outros biocidas). O composto tem uma taxa
muito lenta de hidrdlise natural numa solug@o neutra a 25 °C e a biodegradacdo parece ser sua
principal causa da degradacio (COCHET e GIACOMAZZI, 2004). Suas principais

propriedades fisico-quimicas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas do diuron. . P.V (pressao de vapor); P.E. (ponto de ebulicio);
LogK,w = Logaritmo da constante de particdo octanol-dgua; Ky = constante de Henri.

Solubilidade em
P.V (mPa) P.E. (°C) LogKow Kn
agua (mg L)

42 9.10° 385,2 2,6 5,1.10°

Fonte: COCHET e GIACOMAZZI, 2004; CASTRO et al., 2011.

Diuron € regulado na Europa pela legislacdo quimica: Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH), pela legislacdo de classificagdo,
rotulagem e embalagem de substancias: Classification, Labelling and Packaging (CLP) e
também pela legislacdo sobre produtos fitofarmacéuticos e biocidas da Agéncia Finlandesa de
Seguranca e Produtos Quimicos, sendo proibido em alguns lugares, como Paises Baixos,
Dinamarca e Reino Unido. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA listou diuron como
um carcinégeno humano provavel (HUOVINEN, 2015). No Brasil, a Portaria n° 2914, de 12
de dezembro de 2011, do Ministério da Sadde, dispde sobre a concentracdo maxima de diuron
em 4dgua potdvel, estabelecendo o limite de 90 pg L.

Esse biocida tem mostrado alta toxicidade a espécies ndo-alvo por meio de inimeros
testes de toxicidade com uma série de plantas e animais. O estudo da sua toxicidade crdnica
em ratos Wistar induziu tumores uroteliais na bexiga urindria em grupos alimentados com 2,5
g L', durante um perfodo de 20 semanas. Hiperplasia simples urotelial e o indice de
proliferacdo celular aumentaram significativamente em grupos alimentados com diuron a 1,25
e 2,5 g L'! (CARDOSO et al., 2013). Exposi¢des de ostras Crassostrea gigas machos a
concentragdes de 0,3 g L' do biocida durante a gametogénese gerou danos estruturais ao
DNA, além da transmissdo parental desses danos para a proxima geracdo, demonstrada pela
deteccao de uma alta taxa de aneuploidia de DNA (até 15%) (BARRANGER et al., 2014).
Testes de toxicidade aguda com Artemia salina, conduzidos por Shaala et al., (2015)
revelaram que concentracdes crescentes de diuron aumentam a mortalidade, bem como

influenciam o desenvolvimento morfolégico e o comprimento total dos nduplios dessa
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espécie. A CLs de diuron foi identificada como 23,27 mg L', 12,19 mg L', 6,00 mg L' apés
24, 48 e 72 horas de exposi¢do, respectivamente. Além disso, o diuron demonstrou ter efeitos
embriotdxicos e genotdxicos no esperma de ostras em concentracdes ambientalmente
realistas, a partir de 0,05 g L' (AKCHA et al., 2012).

Assim como o irgarol® 1051, diuron é frequentemente detectado em diversas matrizes
ambientais. A maioria dos estudos é focada em dgua marinha e sedimentos. Extracdo em fase
s6lida é o método mais utilizado em dgua marinha (ALI et al., 2014; DINIZ et al., 2014;
SAPOZHNIKOVA et al., 2013; BATISTA-ANDRADE et al., 2016). Em sedimentos, os
métodos mais comuns incluem extracdo assistida por ultrassom (UAE) (SALEH et al., 2016),
extracdo assistida por micro-ondas (SANTANA-RODRIGUEZ et al., 2011) e extragdo
acelerada por solventes (SAPOZHNIKOVA et al., 2013). As andlises sdo realizadas com
HPLC-MS (ALI et al., 2014; BATISTA-ANDRADE et al., 2016), GC-MS (SALEH et al.,
2016; SHEIKH et al., 2016) e HPLC-DAD (DINIZ et al., 2014).

2.3 Validacao de metodologias analiticas em HPLC-MS

A cromatografia estd entre as principais técnicas de separagdo, especialmente na
andlise de substancias presentes em matrizes complexas, tais como fluidos bioldgicos,
produtos naturais, sedimentos de rio e outras (LANCAS, 2009). Devido a sua universalidade,
seletividade e sensibilidade, a espectrometria de massas (MS) € considerada o detector de
ouro para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (MARCHI et al., 2009).

O sucesso da técnica de HPLC-MS surge da sua capacidade de fornecer dados
tridimensionais. Primeiro, os compostos sdo separados em tempo por HPLC. Os ions gerados
na fonte de ionizagdo s@o entdo separados de acordo com as suas razOes massa/carga (m/z) no
analisador de massas. Finalmente, o detector (espetrdmetro de massas) mede a abundancia
relativa de cada ion (KRUVE ef al., 2015a).

A fonte de ionizacdo € um dispositivo que promove a ioniza¢do dos analitos da
amostra antes da sua entrada no analisador de massas (DINIZ, 2011). O modo de ionizagao
por electrospray (ESI) €, de longe, a forma mais empregada no acoplamento HPLC-MS. A
ESI é um método de ionizacdo suave, que permite a formacdo de fons em fase gasosa por
meio de um processo delicado que torna possivel a andlise de compostos ndo voldteis e
termolébeis. Os fons formados sofrem pouca ou nenhuma fragmentacdo. A formacao dos fons
se d4d em pressdo atmosférica, sendo preferivel para andlise de compostos polares ou i0nicos,

termoldbeis, ou com massa molecular elevada (superior a 1.000 Da), além de proporcionar
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melhores resultados para cromatografia em fase reversa (MANISALI et al., 2006; KRUVE et
al., 2015a; LANCAS, 2009).

Ap6s serem gerados na fonte de ionizacdo, os fons sdo transferidos para uma regido do
equipamento, conhecida como analisador de massas, onde sua razdo m/z € medida. O
analisador de massas do tipo quadrupolar simples € bastante popular devido a caracteristicas
como robustez e baixo custo. Sua exatiddo de massas encontra-se, geralmente, entre 0,1 e 0,2
unidades de massa atdmica (LANCAS, 2009).

Sempre que um método analitico baseado em HPLC-MS ¢é desenvolvido, seu
desempenho deve ser cuidadosamente verificado e monitorado, sendo a validagdo uma
atividade complexa e multifacetada, nem sempre facilmente separdvel do processo de
desenvolvimento do método analitico (KRUVE et al., 2015a). A validagdo do método é um
processo necessario para demonstrar que um método analitico é adequado ao seu uso
pretendido, assim, podendo oferecer resultados precisos e reprodutiveis (GONZALEZ et al.,
2014). Comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004). Os parametros analiticos verificados
durante a valida¢do devem avaliar a relac@o entre os resultados experimentais e as questoes

que o método se propde a responder (BRITO et al., 2003).
2.3.1 SELETIVIDADE

Amostras complexas quase sempre contém alguma substancia com propriedades
semelhantes as do analito e, por conseguinte, a identidade de um sinal presumivelmente
pertencente ao analito tem de ser confirmada (KRUVE et al., 2015a). A seletividade avalia o
grau de interferéncia de espécies, tais como outros ingredientes ativos, excipientes, impurezas
e produtos de degradacdo, incluindo outros compostos de propriedades similares que possam
estar, por ventura, presentes (RIBANI et al., 2004).

Uma vez definidos e minimizados os interferentes provenientes de metabolitos e
produtos de degradacdo durante o desenvolvimento do método analitico, a etapa seguinte
consiste em avaliar a presenca de substancias ndo monitoradas e que sdo provenientes da
matriz, afetando a detec¢do do analito, o qual é conhecido como efeito matriz (CASSIANO et

al., 2009).
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2.3.2 CURVA ANALITICA / FAIXA LINEAR

A curva de calibragdo é o modelo matemaético que relaciona a resposta do instrumento
com as concentracdes dos padrdes de calibracio em uma faixa de calibracdo definida
(GONZALEZ et al., 2014). A faixa linear pode ser determinada a partir de experiéncias de
avaliacdo da linearidade com as concentragdes mais baixas e superiores do analito na amostra
para os quais tenha sido estabelecida precisdo, exatidao e funcdo de resposta (KRUVE et al.,
2015b).

O termo “linearidade de sinal” pode, no contexto de LC-MS, ter dois significados
estreitamente ligados: (1) relagdo linear entre o sinal do analito e sua concentracio em
amostras de calibra¢do e (2) relagdo linear entre o sinal do analito e sua concentragdo em
amostras contendo componentes de matriz. O ultimo significado estd se tornando cada vez
mais utilizado. A razdo € que se o sinal de analito nas amostras € linear, entao possivelmente
serd linear em solugdes de calibragdo, enquanto o contrdrio ndo é necessariamente verdadeiro
(KRUVE et al., 2015b).

Em qualquer técnica instrumental, a relac@o linear simples, descrita pela equacdo y =
ax + b, s6 € vdlida em um determinado intervalo de massa ou concentra¢do da espécie medida
(RIBANI et al., 2004). Para usar a regressao linear simples, o desvio-padrao do sinal deve ser
constante na faixa de concentracdo escolhida (a exigéncia de homoscedasticidade). A
homoscedasticidade pode ser avaliada por meio do teste F. O grafico dos residuos também ¢é
adequado para confirmar a regressdo linear simples, tanto pela avaliacdo da distribui¢io

aleatdria dos residuos quanto pela homoscedasticidade dos dados (KRUVE et al., 2015b).
2.3.3 LIMITE DE DETECCAO (LOD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)

O limite de detec¢do (LOD) é um importante parametro de desempenho que € usado
tanto para caracterizar o método analitico, bem como a interpretacdo dos resultados da anélise
(EVARD et al., 2016). E um dos parimetros de validagdo fundamentais, representando a
menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada ou distinguida de um
branco dentro de um nivel de confianca indicado, ndo sendo necessariamente quantificada,
constituindo fator de limitacdo de um sistema de deteccdo de substancias quimicas (RIBANI
et al., 2004; FONOLLOSA et al., 2014). Existem diversas maneiras distintas descritas na

literatura para mensurar este parametro analitico. Segundo Kruve et al. (2015b), diferentes
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maneiras de determinacdo do LOD podem causar dificuldade de escolha da abordagem mais

adequada. Evard et al. (2016) sugerem o uso da equacdo (1) para o cdlculo do LOD:

o
LOD = 3,3~ (D
S

Onde o € o desvio-padrdo residual da linha de regressdo e S representa o coeficiente angular
da curva de calibracdo obtida. A avaliacdo visual também pode ser usada para determinar o
LOD. Isso ¢ feito pela andlise da substancia de interesse em concentracdes conhecidas pela
avaliacdo visual do minimo nivel no qual o analito pode ser detectado com confianga
(KRUVE et al., 2015a).

O limite de quantificacdo (LOQ) é definido como a menor concentracdo do analito que
pode ser quantificada na amostra com exatiddo e precisdo aceitdveis sob as condigdes
experimentais adotadas (BRITO er al, 2003). Assim como o limite de deteccdo, essa
defini¢do ndo é muito rigorosa, mas uma definicdo substituta, que seja amplamente aceita,
ainda nao estd disponivel (KRUVE et al., 2015a). As abordagens para a determinagdo do
LOD e LOQ sao similares. Kruve ef al., (2015a) recomendam o uso da equagdo sugerida pelo

International Conference on Harmonisation (ICH) para a determinacdo do LOQ:

—1p0:2 (2)
LOQ =10 *

Onde ¢ € tomado como desvio-padrdo dos residuos da linha de calibragdo na faixa de baixa
concentragdo e § € o coeficiente angular da curva de analitica obtida. A técnica da avaliagao
visual também se aplica a determinacdo do LOQ. Neste caso, LOQ € tido como a menor
concentracdo testada no qual os parametros de precisdo e exatiddao sdo suficientemente
adequados. De acordo com Ribani et al. (2004), tanto o LOD quanto o LOQ podem ser
afetados por fatores como condi¢des cromatograficas, largura dos picos e o tempo de uso da

coluna.
2.3.4 PRECISAO

A precisao é definida como o grau de concordancia entre uma série de medicdes
obtidas a partir de amostragem multipla da mesma amostra homogénea nas condi¢des
prescritas e € expressa como desvio-padrdo relativo ou coeficiente absoluto de variagdo
(DPR) (GONZALEZ et al., 2014). Este parimetro analitico estd relacionado ao erro aleatrio

do sistema de medida e ¢ um componente de medida da incerteza (KRUVE et al. 2015b).
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A precisdo pode ser avaliada de trés maneiras: através da repetibilidade, precisdo
intermedidria e reprodutibilidade (CASSIANO et al., 2009; RIBANI et al., 2004).

a) Repetibilidade: E obtida pela andlise repetida de subamostras independentemente
preparadas a partir de uma amostra homogénea em laboratério, por um operador,
usando um conjunto experimental e um conjunto de reagentes em um dia (KRUVE et
al., 2015b)

b) Precisdo intermedidria: Define a habilidade do método em fornecer os mesmos
resultados quando as anélises sao realizadas no mesmo laboratério, mas em diferentes
dias, por diferentes analistas e diferentes equipamentos (Cassiano et al., 2009). A
precisdo intermedidria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados em um unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada
(RIBANI et al., 2004).

¢) Reprodutibilidade: Expressa a precisdo entre os resultados de medi¢des obtidos em
diferentes laboratérios e € importante para avaliar se 0 método poderd ser utilizado em

varios laboratérios (KRUVE et al., 2015b).
2.3.5 EXATIDAO

A exatidao refere-se ao erro sistematico de um sistema de medicao e, se rigorosamente
definida, refere-se a concordancia entre a média do nimero infinito de valores medidos
replicados e o valor verdadeiro da quantidade medida (KRUVE et al., 2015b). Assim como a
precisdo, a exatidao também é um parametro que permite julgar a confiabilidade do método e
deve ser investigada apds a determinacdo da seletividade, linearidade e precisdo do método
analitico (CASSIANO et al., 2009).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddao de um método s@o: materiais de

referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adi¢do padrao (RIBANI ef al.,

2004).
2.3.5.1 Efeito Matriz (EM)

Em fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica (API), especialmente em ESI, a
eficiéncia de ionizagcdo dos analitos pode ser fortemente alterada pelos compostos coeluentes
(compostos de matriz da amostra analisada ou compostos de eluicdo tardia de amostras
anteriores). O efeito pode reduzir (supressdo de ioniza¢do) ou aumentar (intensificacdo de

ioniza¢do) o sinal do analito. Tanto os efeitos de supressio como de intensificacdo sdao
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denominados efeito matriz (EM) (KRUVE et al., 2015a). O EM pode degradar seriamente a
precisao dos resultados da andlise por HPLC-ESI-MS, afetando fortemente a
reprodutibilidade, linearidade e precisao do método, além de, eventualmente, levar a uma
quantificagc@o incorreta. A extensao do EM é amplamente varidvel e depende da natureza da
amostra (KRUVE er al., 2009; TRUFELLI et al., 2011). Os mecanismos fundamentais que
levam a uma supressdo ou aumento de sinal ainda estdo sob investigacdo, embora muitos
avangos tenham sido recentemente alcancados para uma compreensdo mais profunda deste
fenomeno (TRUFELLI et al., 2011). Os compostos que produzem efeito matriz podem nao
ser visiveis, de modo que o método parece ser seletivo e ainda ser afetado pela supressdo ou
aumento do sinal (GONZALEZ et al., 2014).

Os efeitos de supressdo/aumento de ionizagdo teoricamente ocorrem tanto na fase
liquida quanto na fase gasosa e a principal causa de alteracdo na eficiéncia de formacdo de
goticulas carregadas € a presenca de solutos ndo volateis ou menos volateis que o analito, o
que, por sua vez, afeta a quantidade de fons carregados na fase gasosa que atingem o detector
(EECKHAUT et al., 2009). Diferentes espécies podem ser capazes de causar a supressao de
ions, podendo ser espécies enddgenas, ja presentes como componentes da amostra, ou ainda
presentes apds o seu pré-tratamento ou extragdo, como espécies idnicas, moléculas organicas
como hidratos de carbono, aminas, ureia, lipidios, peptideos e, em geral, os compostos ou
metabolitos caracterizados por uma estrutura quimica semelhante a do analito. Além disso, o
processo de extracdo pode trazer para o extrato materiais interferentes como residuos de
polimeros e ftalatos libertados a partir de tubos de plastico ou de materiais usados na extracao
em fase sélida (GOSETTI et al., 2010).

Com a difusdo de métodos via espectrometria de massas, este fendmeno tem ganhado
importancia nos ultimos anos, devido ao impacto que as substincias coeluentes podem ter na
eficiéncia de ionizacdo, a ponto de tornar-se um parametro fundamental na valida¢do do
método. Porém, devido a imprevisibilidade do EM e, consequentemente, da variacdo nas
respostas observadas em vdrios lotes da mesma amostra ou com o mesmo método, €
impossivel propor um protocolo univoco que poderia totalmente contornar ou eliminar este
efeito (GONZALEZ et al., 2014; TRUFELLI et al., 2011).

Existem dois métodos comuns para avaliar os efeitos da matriz: o método de adicao
pos-extragdo (a) e o método de infusdo pés-coluna (b) (EECKHAUT et al., 2009).

a) Na adi¢@o pds-extracdo, o sinal do analito numa solucdo-padrao é comparado

com o de uma amostra fortificada pds-extracdo na mesma concentragdo (padrdao
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correspondente a matriz). Qualquer diferenca na resposta indica supressao ou aumento de ions
(TRUFELLI et al., 2011). O efeito matriz observado por este método pode ser determinado
pela Equacao3;

— Sinal analitico

_ Sinal analitico olvents

EM =

matriz fortificada pbe—extracio .
: s * 100%
Sinal analitico_,;,.0 e 3)

b) O método de infusdo pds-coluna fornece uma avaliacdo qualitativa dos efeitos da
matriz, identificando as regides cromatograficas mais propensas a experimentar efeitos de
matriz. Uma bomba de infusdo fornece uma quantidade constante do analito na corrente
HPLC que entra na fonte de {ons do espectrometro de massas. O extrato de amostra em
branco € injetado na coluna cromatogréfica sob condi¢des escolhidas para o ensaio. Qualquer
composto endégeno eluido que provoca uma variagao na resposta de ESI do analito infundido
€ visto como supressao ou aumento na resposta do analito (EECKHAUT et al., 2009).

Assim como acontece com a recuperacao, ndo hé orientacdes a respeito de um valor
admissivel para o EM. Uma vez que o EM seja reprodutivel ndo precisa necessariamente de

ser eliminado, mas identificado e quantificado (GONZALEZ et al., 2014).
2.3.5.2 Recuperacao (R) e Eficiéncia do Processo (EP)

O ensaio de recuperacgdo constitui o método mais utilizado para validacdo de processos
analiticos e expressa a eficiéncia do passo de preparacdo da amostra: a proporcdo de um
analito obtido a partir da amostra durante a preparacdo desta. Esta definicdo ndo leva em
conta o efeito matriz. Em HPLC-MS, a recuperacdo € um parametro mais complexo do que no
caso da maioria das outras técnicas analiticas. A recuperacdo estd relacionada com a exatidao,
pois reflete a quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em relacdo a
quantidade real presente na amostra (BRITO er al., 2003; KRUVE er al., 2015b). A
recuperacdo (R) pode ser obtida pela equacao:

_ Sinal aﬂailtlcamﬂtris fertificada pré—sxtracic

= 1008

Sinal aﬂaﬁticamﬂtris Ffortificada pds—sxtracio (4)
Na avaliacdo da recuperagdo geralmente deve-se utilizar concentragdes em trés niveis:
baixo, médio e alto, de acordo com a curva de calibracdo obtida (CASSIANO et al., 2009).
O termo “eficiéncia do processo” (EP) resume a eficiéncia da preparagdao da amostra

(recuperagdo) e ionizacdo do analito (efeito matriz). Portanto, a eficiéncia do processo € a
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quantidade adequada para avaliar o desempenho geral de um método de andlise (KRUVE et
al., 2008). Baixa EP pode ser prejudicial para a precisdo e sensibilidade do método
(TRUFELLI et al., 2011), enquanto valores préximos a 100% geralmente indicam que ambos
EM e R estdo préoximos de 100%. A figura de mérito denominada neste trabalho como
eficiéncia de processo seria, no contexto da maioria das outras técnicas analiticas,

denominada recuperacdo (KRUVE et al., 2015b) e pode ser calculada segundo a equacgdo (5):

EpP = Sinal ﬂnaﬁticoﬂiﬂwiz fortificada pré—extracio (5)

= 100%

Sinal ﬂﬂﬂiltlﬁ'ﬂ‘p adric em solvents

A relacdo entre esses trés parametros de exatiddo do método pode ser vista na Figura 4.
Enquanto o efeito matriz considera somente a eficiéncia da ionizacdo dos analitos e a
recuperagdo somente os aspectos relacionados ao preparo de amostra, a eficiéncia de processo

engloba essas duas varidveis e permite uma visao global acerca da eficiéncia do método.

Figura 4: Relacdo entre os parimetros relacionados a exatiddo do método: efeito de matriz,
recuperagdo e eficiéncia do processo.

Eficiéncia
|:> do preparo |:> Recuperagio
de amostra

Recuperagéao

i

" Eficiéncia de

processo

Fonte: Autoria prépria.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Avaliagio da ocorréncia dos biocidas anti-incrustantes irgarol® 1051 e diuron em amostras de

sedimentos provenientes do Porto do Itaqui e outras dreas costeiras de Sao Luis, MA.
3.2 Objetivos especificos

Validacdo de um método analitico para quantificacio de irgarol® 1051 e diuron em
sedimentos costeiros por HPLC-ESI-SQ-MS.
Estabelecimento de relacdo entre os portes e os fluxos de embarcacdes e as concentracdes

detectadas dos analitos.
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4.1 Descricao das areas de amostragem e coletas de sedimentos
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Para a realizacdo das coletas de sedimentos foram escolhidos dez pontos de

amostragem em dreas costeiras da Ilha de Sdo Luis, MA (Tabela 3). Todos os eles estdo em

dreas de trafego de embarcacdes dos mais variados portes e trés situam-se dentro do

Complexo Portudrio de Sdo Luis (Ber¢o 100, Area de Despejo 1 e Igarapé Argentina).

Tabela 3: Identificagdo das dreas de amostragem de sedimentos em Sdo Luis, MA.

Tipo de atividade/tipo de

Identificacio Amostra Coordenadas
embarcacio
02°32.520°S Vila de pescadores/pequeno
P01 Porto da Vovo
44°18.188°W porte
2°25'17.1"S Atividade pesqueira/pequeno
P02 Raposa pexd ped
44°05'37.7"W porte
Terminal da Ponta da
02°32.116°S Trafego de passageiros/grande
P03 Espera (Terminal do
44°21.374°W porte
Ferry Boat)
02°31.700°S Trafego de passageiros/
P04 Rampa Campos Melo
44°18.478°W pequeno e médio porte
2°3229.95"S Estaleiro e atividade
P05 Estaleiro-Escola
44°18'42.40"W pesqueira/pequeno porte
2°30'9.01"S Sem atividade/trafego de
P06 Espigdo Costeiro
44°19'13.71"W embarcagdes quase inexistente
02°31.095°S Atividade pesqueira/pequeno
P07 Ponte José Sarney
44°18.166°W porte
POS Porto do Itaqui (Ber¢o 2°35°01.11”S
100) 44°22°07.81"W
Porto do Itaqui (Area de 2°35°41.94”S .
P09 Area portudria
Despejo 01) 44°25°19.33”W
P10 Porto do Itaqui (Igarapé 2°34°53.53”S

Argentina)

44°21°44.34”W

Fonte: Autoria prépria. (As coordenadas foram obtidas por meio do software Google Earth).

O mapa dos pontos de amostragem de sedimentos esté representado na Figura 3.
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Figura 5: Mapa dos pontos de amostragem de sedimentos em Sdo Luis, MA.

o P y

Fonte: Google Earth.

O Porto do Itaqui estd localizado na Baia de Sdo Marcos, em Sdo Luis (MA), préximo
ao limite da Regido Nordeste e, atualmente, ¢ administrado pela Empresa Maranhense de
Administracao Portudria (EMAP). O porto dispoe de 1.616 m de cais acostdvel com
profundidade variando de 9 m e 21,5 m distribuidos em seis trechos distintos denominados
ber¢cos 100, 101, 102, 103, 104 e 105 (ANTAQ). O Complexo Portuario de Sao Luis (CPSL)
destaca-se entre grandes portos brasileiros, em termos de movimentacdo de cargas, devido aos
dois atrativos importantes, que sdo: proximidade geografica com os mercados americano e
europeu e as condi¢gdes favordveis para atracacdao de navios de grande calado. O movimento
maritimo no CPSL tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos (FORTES er al.,
2009; TEIXEIRA e SOUZA FILHO, 2009). Considerando a costa maranhense, além do
CPSL, outras atividades portudrias acontecem regularmente, com movimento de pequenas e
médias embarcagdes que transportam materiais diversos e pessoas.

O Porto da Vovo (Figura 6 a) (02°32.520°S/44°18.188°W), localizado as margens do
Rio Bacanga, em Sao Luis, é uma regido de pouco movimento de embarcagdes. H4 presenca
de moradores as margens da drea de mangue, com criacdes de animais, e deposi¢cao de lixo,
esgotos domésticos e dejetos humanos constantemente. O local serve como estaleiro para
véarias embarcacOes de pequeno porte pertencentes aos moradores, cuja pintura e raspagem
dos cascos sdo realizadas no local. O trafego de embarcacdes no local € quase exclusivo de

pequenos pescadores. Essas caracteristicas também sdo as predominantes na drea de coleta no
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Municipio de Raposa (Figura 6 b) (2°25'17.1"S/44°05'37.7"W), que ndo € utilizado para
pinturas de embarcacdes, porém € observada a deposicdo de esgotos domésticos das dreas
circunvizinhas. No Estaleiro-escola (Figura 6 c) (2°32'29.95"S/44°18'42.40"W) foi observado
pintura, raspagem e conserto de pequenas embarcagdes, principalmente de pescadores, as
margens do Rio Bacanga. A movimentacdo de embarcacdes € limitada e majoritariamente de

pequeno porte.

Figura 6: Locais de coleta de sedimentos em Sdo Luis: a) Porto da Vovo; b) Raposa; c) Estaleiro-
escola.

Fonte: Arquivo Pessoal.

O Espigao-costeiro (2°30'9.01"S/44°19'13.71"W), construido no ano de 2012, é
localizado numa drea de praia, na Baifa de Sdo Marcos, onde a hidrodindmica € bastante
intensa e o movimento de embarcagdes € quase inexistente. Por ser um ponto turistico de Sao
Luis, o local € bastante movimentado por visitantes. Na drea de coleta, nas proximidades da
Ponte José Sarney (02°31.095°S/44°18.166°W), existe trifego de pequenas embarcagdes € a
regido sofre influéncia direta dos dejetos vindos da comunidade vizinha a ponte.

Diferentemente das areas anteriores, a Rampa Campos Melo (Terminal Hidroviario da
Praia Grande) (02°31.700°S/44°18.478’W), localizada na Praia Grande possui constante
movimento de embarcagdes de pequeno e médio porte, utilizadas majoritariamente para

transporte de pessoas, assim como ocorre no Terminal da Ponta da Espera (Figura 7)
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(02°32.116°S/44°21.374°’W). Neste ultimo, o movimento de embarcagdes de médio e grande
porte € intensa, com viagens didrias entre os terminais de Sao Luis e de Cujupe, no municipio
de Alcantara. Os ferryboats transportaram mais de 1,7 milhdo de passageiros em 2014, além
de 6nibus, caminhdes e veiculos leves, sendo uma importante via de integrac¢do da ilha de Sao

Luis com a baixada maranhense e com a regido norte brasileira (dados fornecidos pela

EMAP).

Figura 7: Terminal da Ponta da Espera.

Fonte: Arquivo pessoal.

Todas as amostras foram coletadas no més de marco de 2016, com a maré baixa,
exceto as amostras do Porto do Itaqui, que foram obtidas em outubro de 2015. Os sedimentos
foram retirados em duplicata, com distancia média de 2 m entre os pontos, com a ajuda de
uma espdtula a uma profundidade de, no médximo, 3 cm para que a amostra fosse
representativa de sedimentos recentes. No Porto do Itaqui as coletas foram realizadas
superficialmente com draga Gibbs, em condi¢do de maré baixa.

A armazenagem se deu em bandejas de aluminio previamente calcinadas a 450 °C por
4 horas para a remog¢ao de contaminacdes de origem organica. As amostras foram levadas ao
laboratério e acondicionadas sob temperatura de -18°C, sendo, em seguida, submetidas ao
processo de liofilizagdo, cujo programa de consistiu em véicuo de 0,065 umHg, a -41°C

durante 72 h num liofilizador LS 6000, TERRONI.

4.2 Analises granulométricas dos sedimentos

As andlises de sedimentos foram realizadas no Laboratério de Estudos em
Oceanografia Geolégica (LEOG — UFMA). Cerca de 60 g de cada amostra liofilizada foram
pesados e colocados em béqueres plésticos, sendo lavados diariamente com dgua corrente

para a remocgdo dos sais presentes, os quais poderiam causar interferéncia nos resultados das
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analises. A amostra era considerada “livre” de sais quando a adicdo de gotas de solugdo de
nitrato de prata (AgNO3) ndo levava a formacgao de cloreto de prata (AgCl), observado pela
coloracdo esbranquicada das gotas na amostra.

Ap6s o processo de lavagem, as amostras foram secas em estufa e 50 g de cada uma
foram pesados, sendo em seguida, novamente lavadas, desta vez sobre peneiras de 63 pm de
diametro de malha, com exatamente 1 L de dgua destilada. Amostras com didmetro maior do
que 63 um (retida na peneira depois da lavagem) foram levadas para a estufa até a secagem.
Uma vez secas, foram peneiradas em uma série de peneiras Tyler, com aberturas de malha
entre 2,0 mm e 63 um. Cada peneiragem foi realizada com agitacio manual por 5 minutos e
as fragdes foram recolhidas e pesadas individualmente para a determinacdo da composi¢cdo

granulométrica total do sedimento.

4.3 Avaliacao do teor de matéria organica em sedimentos

O teor de matéria organica das amostras de sedimento foi determinado conforme
metodologia proposta por Walkley e Black (1934) e modificada por Frattini e Kalckmann
(1967). Foi pesado 1 g de sedimento macerado de cada ponto de coleta em erlenmeyers de
250 mL, aos quais foram adicionados 10 mL de soluc¢do de dicromato de potéssio (K2Cr207)
0,1667 mol L', seguido de 20 mL de 4cido sulfiirico concentrado (H2SO4) (96%). Os frascos
foram agitados suavemente por aproximadamente 1 minuto, para assegurar maior contato
entre a solucdo e a amostra, e deixados em repouso por 30 minutos. Apds isso, foram
adicionados 200 mL de dgua, 10 mL de 4cido fosférico concentrado (H3POs) (85%) e 8 gotas
do indicador difenilamina (1% em H3PO4) a cada amostra, que foram entdo tituladas com
solucdo de sulfato ferroso amoniacal (Fe(SO4)2(NH4)2.6H20) a 0,25 mol L, recém preparada,
até a viragem da cor azul escura para verde brilhante. Devido a sua instabilidade, a solucdo de
Fe(S0O4)2(NH4)2.6H>0 precisou antes ser titulada com K>Cr>O7 para a correta determinacao de
sua concentracdo, utilizando-se o mesmo procedimento citado acima, porém sem adicdo de

sedimento.

4.4 Condicoes instrumentais de analise por HPLC-ESI-SQ-MS

O processo de andlise foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
sistema de detec¢do por espectrometria de massas. O espectrometro de massas utilizado para a
validagdo desta metodologia foi um SQ Detector 2 (Waters®), que possui fonte de ionizacio

por electrospray (ESI) e analisador de massas quadrupolar simples. A determinacdao dos
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parametros de deteccdo foi realizada a partir da infusdo direta de uma solucao-padrdo mista a
50 ng mL"' na composi¢do inicial da fase mével utilizada na cromatografia (45% agua
ultrapura (0,1% HCOOH (Merck)) e 55% de acetonitrila (Merck)). O processo de infusdo
direta permitiu que fossem gerados sinais das substancias em andlise em tempo real com a
modificagdo de algumas varidveis no método de aquisi¢cdo dos dados. Com base nos sinais
obtidos, com varreduras a cada modificacdo, foi possivel determinar as condi¢des ideais de
detec¢do, cujos parametros principais observados foram: modo de ionizag¢do, voltagem do
cone, voltagem do capilar e temperatura de dessolvatacao.

A separacdo cromatogréfica foi realizada utilizando uma bomba HPLC bindria 1525
(Waters®). A coluna usada possui 4,6x150 mm de dimensdes, com fase estaciondria C-18
(octadecilsilano) (WATERS XSELECT™ HSS T3), cujas particulas apresentam diametro de
5 um. O processo de eluigdo se deu no modo gradiente e foram utilizadas dgua ultrapura
(MilliQ) (resistividade 18,2 MQ.cm), acidificada com 0,1% de acido formico (HCOOH) (A) e
acetonitrila (CH3CN), grau cromatogréfico (B), como fases moéveis. O fluxo de solvente foi
mantido constante a 1,0 mL min™! e a temperatura foi mantida em 40 °C. O tempo total da

corrida cromatogréfica foi de 8 minutos (Figura 8).

Figura 8: Gradiente de elui¢do dos analitos no sistema HPLC. As fases moveis utilizadas foram:
Solugdo aquosa a 0,1% de Acido Férmico (HCOOH) e Acetonitrila grau HPLC
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nte: Autoria prépria.

4.5 Método de extracgio de irgarol® 1051 e diuron de sedimentos

O processo de extragdo dos analitos da matriz foi realizado tendo como base o método
proposto por Abreu (2016), que utiliza a extragdo por ultrassom combinada com etapa de
extracdo em fase sélida (SPE). O método consistiu na adicao de 10 mL de acetonitrila a tubos

de ensaio de vidro contendo 1 g de amostra de sedimento. Os tubos foram vigorosamente
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agitados por cerca de 1 minuto, para tornar mais efetivo o contato entre o solvente extrator e a
amostra, e levados ao banho ultrassonico (Unique USC-1400A) por 30 minutos, a 50 °C. As
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante foi recolhido. Esses
passos foram realizados em triplicata para cada uma das amostras, visando ao aumento de
eficiéncia de extracdo. Os 30 mL de cada amostra foram evaporados em sistema Syncore®
Analyst (BUCHI) a 1,0 mL. 30 mL de dgua ultra pura foram adicionados a cada extrato, que
entdo foram concentrados em cartuchos SPE contendo C-18 (Strata C1-E, 55 um, 70 A, 500
mg, 6 mL) como fase adsorvente. O condicionamento dos cartuchos antes da concentragado foi
realizado pela passagem de 5 mL de metanol (Merck), seguidos de 5 mL de dgua ultrapura a
~5 mL min™! pela fase adsorvente. O processo de elui¢do foi realizado utilizando-se 5 mL de
acetonitrila (~5 mL/min). Os extratos foram secos até 500 uL. e o volume foi completado a 1
mL com solucdo a 0,1 % de 4cido férmico (composicao inicial da fase movel utilizada no
sistema cromatografico). Foram extraidos dois extratos independentes para cada amostra, que

foram injetados no sistema LC-MS em duplicata. O volume de injecdo foi de 20 uL para cada

extrato. A Figura 9 mostra um esquema simplificado do método de extra¢ao proposto.

Figura 9: Esquema resumido do processo de extra¢do, adaptado de Abreu (2016), dos biocidas irgarol®
1051 e diuron de amostras de sedimentos costeiros.
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Fonte: Autoria propria.
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4.6 Validacao analitica

Neste trabalho, os parametros de validac@o avaliados foram: seletividade, linearidade,
limite de deteccao, limite de quantificag@o, precisao (repetibilidade e precisao intermedidria) e
exatiddo (eficiéncia do processo, efeito matriz e recuperagdo). A amostra utilizada para os

testes foi a do ponto PO1.
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4.6.1 SELETIVIDADE

A seletividade do método foi avaliada a partir da comparagdo entre os cromatogramas
obtidos a partir da injec@o (em triplicata) de trés réplicas independentes do extrato da amostra
PO1 ndo fortificada com nenhum dos analitos e aqueles obtidos a partir da injecdo de extratos
fortificados com irgarol® 1051 e diuron nos niveis de concentracdo utilizados para a
constru¢do da curva analitica de adi¢ao-padrdo. A auséncia de picos interferentes nos tempos
de retencdo dos analitos (4,96 + 0,10 minutos para irgarol® 1051 e 3,92 + 0,10 minutos para

diuron) foi parametro de aceita¢do ou ndo da seletividade.
4.6.2 LINEARIDADE DO METODO E FAIXA DE TRABALHO

A linearidade foi avaliada com base na constru¢do de duas curvas analiticas para cada
analito: a primeira, a partir de solu¢des-padrao dos analitos em solvente puro (acetonitrila),
para a determina¢do da linearidade e dos limites instrumentais; sendo a segunda preparada a
partir de extratos provenientes da fortificagcdo da matriz antes do processo de extracdo (curva
analitica de adi¢dao-padrdo).

Para a constru¢do da curva analitica em solvente puro foram utilizadas nove
concentragdes diferentes, na faixa entre 0,1 e 100 ng mL™, com trés réplicas independentes
para cada concentragdo, injetadas em duplicata. A partir da determinacdo da faixa linear do
equipamento, foi preparada uma curva analitica de adi¢do-padrao pela fortificacdo pré-
extracdo da amostra POl em concentracdes diferentes para cada analito (5, 10, 25, 50, 75 e
100 ng ¢! para diuron e 0,25, 0,5,1, 5, 10, 25, 50 e 100 ng g'! para irgarol® 1051), com duas
réplicas independentes para cada concentracdo, além de uma amostra em branco (sem
fortificagdo) para cada nivel. Todas as extragdes e injecdes foram realizadas em duplicata. A
linearidade foi avaliada por meio do modelo de regressdo linear simples, baseado no método
dos minimos quadrados e teste F, além da avaliacao via graficos de residuos da confirmagado

do modelo linear proposto.
4.6.3 LIMITE DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram avaliados com base nos dados obtidos
na curva analitica de adi¢dao-padrio, que considera todo o processo de preparo de amostra e
ainda os efeitos de supressdao ou aumento de eficiéncia de ionizagdo (efeito matriz). LOD e

LOQ foram determinados para ambos os analitos com base na avaliacdo visual. LOD foi a
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menor concentragdo detectada suficientemente distinguivel dos sinais obtidos por amostras
em branco e o LOQ foi fixado como a menor concentracdo na qual os critérios de precisdao

(DPR <20 %) e exatidao (EP reprodutivel) foram atendidos.
4.6.4 PRECISAO

A precisdo foi expressa como uma estimativa do desvio-padriao relativo (DPR),

também conhecido como coeficiente de variagao, calculado pela férmula:

5
DPR = —* 100 (6)
X

Onde s € o valor do desvio-padrao amostral e x € a média do conjunto. A precisao foi
avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermedidria. A repetibilidade foi medida
por meio do DPR, calculado para injecdes em triplicata de trés niveis de concentracdo da
curva analitica em solvente puro (0,5, 25 e 50 ng g'! para irgarol® 1051 e 10, 50 e 100 ng g’
para diuron), num unico dia, enquanto a precisdo intermedidria foi obtida por meio da inje¢ao
em triplicata das mesmas concentracOes, em trés dias ndo consecutivos, no mesmo

equipamento.
4.6.5 EXATIDAO

Neste trabalho, para a avaliacio da exatiddo, foram determinados a efici€éncia do
processo (EP), o efeito matriz (EM) e a recuperacdo (R). A EP foi avaliada a partir das
respostas instrumentais obtidas pela inje¢do de extratos da amostra PO1 fortificados antes do
processo de extracdo em trés niveis de concentracido, em triplicata, abrangidos pela curva
analitica: 0,5, 25 e 50 ng g'! para irgarol® 1051 e 10, 50, e 100 ng g! para diuron. A relacdo
entre as concentragdes para os extratos fortificados em cada nivel (em triplicata) e as
respostas para as amostras preparadas em solvente puro, multiplicada por 100, forneceu a EP
(%), de acordo com a Equacdo (5).

O efeito matriz (cujo valor estd embutido na EP) foi calculado por meio do ensaio de
fortificacdo pos-extracdo. Os extratos “brancos” da matriz POl foram fortificados apds o
processo de extracdo com concentragdes conhecidas de irgarol® 1051 e diuron em trés niveis
(0,5, 25 e 50 ng g'! para irgarol® 1051 e 10, 50 e 100 ng g'! para diuron). Cada teste foi

realizado a partir de inje¢cdes em duplicata de trés réplicas independentes. A relacdo entre as
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respostas obtidas pelas injecoes dos extratos fortificados e das solu¢des-padrdo em solvente,
multiplicada por 100%, conforme a Equacao (3), forneceu o valor de EM (%).

Ap6s a determinacdo do EM e do EP, a recuperacao (R) foi obtida por meio da relacao
entre a eficiéncia do processo e o efeito matriz, de acordo com a equacao 7:

EP 7
R[%]=ﬁﬁ=lﬂﬂ% M
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao do teor de matéria organica de sedimentos

O método Walkley-Black utiliza o carbono organico total como parametro para
estimar o teor de matéria organica presente no solo. Baseia-se em uma titulacio de
oxirredu¢do envolvendo um agente oxidante enérgico (K;Cr,O7) em meio dcido, que atua
sobre a matéria organica (agente redutor, sob andlise). O catalisador da reacdo € o calor
desprendido na diluicdo do é&cido sulfurico. O excesso de K>Cr,O7¢ titulado com
Fe(S04)2(NH4)2.6H20 usando-se como indicador a difenilamina (1% em H3zPO4) (GELMAN
et el., 2011; DIAS e LIMA, 2004). A reacdo de oxidacdo do carbono presente na amostra
(considera-se que este esteja na forma C°) se d4 conforme a equacio a seguir:

2Cr;07% + 16H* + 3C — 4Cr’** + 8H,0 + 3CO»

A titulacdo da quantidade remanescente de CrO-> presente na amostra segue a
seguinte reacao:

2 Cr207%+ 6 Fe**+ 14 H* — 2 Cr’*+ 6 Fe**+ 7 H,0

A partir da titulacio em triplicata da solu¢do a 0,25 mol L' de sulfato ferroso
amoniacal antes da titulacdo das amostras, devido a sua alta instabilidade, foi determinado o

fator (f) da solucdo, obtido pela equagao.

n° de mols de K,Cr O 10 =1 (8)

f = e de mols de Fe(50.,),(NH,), =6H,0 V, =0,5

Onde V; representa o volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagdo. O valor
obtido para o fator f foi 0,9259. Todas as amostras de sedimentos também foram tituladas em
triplicata. Segundo SCHUMACHER (2002), a recuperagdo obtida pelo método varia em torno
de 60 a 86%, devendo o teor de carbono organico obtido ser multiplicado pelo fator 1,33 para
correcdo. Na composicao do solo estdo presentes de 48 a 58% de matéria organica, composta
principalmente do elemento carbono (C). Alguns autores utilizam o valor 1,725 como fator
multiplicativo do teor de C elementar encontrado, para que se obtenha o valor de matéria
organica presente na amostra, padronizando o teor presente de matéria organica no solo em
58% (LEITE, 2001). Assim, para a determinacdo do teor de percentual de carbono organico
(%C) nas amostras, foi utilizada a equagao:

CZ[lD—I@*f*D,E]*ﬂA 9)
P




44

Onde V> € o volume de sulfato ferroso amoniacal gasto durante a titulagdo da amostra
e p é a massa da amostra. Para a determinacdo do teor de matéria orgénica utilizou-se a
equacao:

%MO = %C = 1,725 (10)

O teor de matéria organica encontrado para cada amostra estd disposto na Figura 10.

Figura 10: Teor de Matéria Orgénica (%) (xdesvio-padrdo) nas amostras de sedimentos analisadas
pelo método de Walkley-Black.
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As amostras com os maiores teores de matéria organica foram P02 (4,79%+0,0643%),
P05 (4,05% + 0,0333%) e PO1 (3,14% + 0,144%). As outras amostras analisadas forneceram
valores abaixo de 2,0%. O ponto P06 apresentou o menor percentual (0,01% + 0,0313%).
A importancia da estimativa do teor de matéria organica reside no fato de que este
parametro pode afetar significativamente a disponibilidade de contaminantes orginicos na

matriz, pela maior facilidade de adsorcdo em solos com quantidades crescentes de MO.
5.2  Anadlises granulométricas de sedimentos

Os resultados das andlises granulométricas estdo dispostos na Tabela 4. Estes foram
obtidos a partir do programa SysGran para Windows, com método grafico de anélise de Folk
e Ward (CAMARGO, 2006), o qual utiliza a escala de Wentworth. Foi realizado o
peneiramento a seco, adotando o conceito de fi (¢) correspondendo ao logaritmo negativo na

base 2 do valor da granulometria expressa em milimetros:

p = —log(d) (8)
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Tabela 4: Resultado das analises granulométricas de sedimentos coletados em Siao Luis, MA, de
acordo com o software SysGran (Camargo, 2006).

Ponto Classificacao % Silte+Argila
PO1 Silte/argila 69,38
P02 Silte/argila 73,02
P03 Areia fina 5,272
P04 Areia muito fina 40,89
PO5 Silte/argila 95,44
P06 Areia fina 0
P07 Areia fina 2,848
PO8 Areia fina 7,670
P09 Areia muito fina 5,618
P10 Silte/argila 64,84

Fonte: Autoria prépria.

Nas amostras PO1, P02, PO5 e P10 foram encontrados os maiores percentuais de finos
(silte e argila). O dominio de particulas finas (silte e argila) estd associado a uma maior area
superficial do sedimento, permitindo um acimulo de matéria organica e, consequentemente,
favorecendo adsor¢ao de compostos organicos hidrofébicos e de metais (FROEHNER, 2008).
De fato, as andlises mostraram que as amostras com os maiores teores de MO sdo as mesmas

com 0s maiores percentuais de finos.
5.3  Condicoes de analise via HPLC-ESI-SQ-MS

A infusdo direta dos analitos no espectrometro de massas forneceu os melhores
resultados utilizando-se o modo de ionizagao positivo (ES™) para ambas as moléculas, o que é
consistente com outros estudos (ALI et al., 2014; DOMINGUEZ et al., 2014; Batista-
Andrade, et al., 2016). Este era um resultado esperado, uma vez que geralmente substancias
contendo grupamentos bdsicos, tais como aminas, amidas e ésteres, sdo analisadas no modo
positivo dada a relativa facilidade com que sdo protonadas (CROTTI ez al., 2006). A razio
massa/carga de irgarol® 1051 monitorada foi 254,1, correspondente 2 molécula protonada
[M+H]*. A m/z de diuron, correspondente a molécula protonada, foi 233,0.

A energia (V) aplicada ao cone, que direciona os ions para dentro do espectrometro de
massas, assim como também pode provocar sua fragmentacdo (CABRAL, 2010), forneceu os

melhores resultados em 37 V para irgarol® 1051 e 41 V para diuron. Uma ampla faixa de



46

voltagens para o capilar metdlico, que estd intimamente ligada a ionizacdo das espécies de
interesse (CABRAL, 2010), foi testada, sendo o valor de 3,72 kV o que forneceu as melhores
respostas observadas nos espectros de massa gerados. O gds nebulizador utilizado (N») foi
mantido a 650 L h'!, & temperatura de 500 °C. A Tabela 5 apresenta os parimetros ajustados

no espectrometro de massas para deteccao simultanea dos compostos em estudo:

Tabela 5: ParAmetros otimizados para a detec¢do de irgarol® 1051 e diuron por espectrometria de
massas.

Parametro Ajustado Valor Ideal
Temperatura da fonte (°C) 150
Voltagem do capilar (kV) 3,72

Temperatura de dessolvatacdo (°C) 500
Irgarol® 1051: 37 V

Voltagem do Cone
Diuron: 41 V

Fonte: Autoria propria.

O tempo de retengdo de irgarol® 1051 foi 4,96 minutos, enquanto diuron levou 3,92
minutos para ser eluido da coluna cromatogréfica. Os cromatogramas obtidos com inje¢des de

solucdes-padrio a 50 ng g'' dos dois analitos estdo representados na Figura 11.

Figura 11: Cromatogramas obtidos a partir de inje¢do de solugido-padrio a 50 ng mL™"! de irgarol®

1051 e diuron, utilizando-se as condicdes de separagdo e detec¢do
citadas. 8
PiZ?f:DPDU(SJ,I HN‘(,N=<N vos SRDTZZ%ZEWTZI;QEV’SO{@
\\N—< 2.61e5
] HN-
| I

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2,00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
Padrao 50ppb (3)_1 SIR of 2 Channels ES+
392 233.05 (Diuron)
100 <] 2.32e4

0.65.0.60 0.79 326 354 432 457 5.06 544 579 6.25 547

o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50

Fonte: Autoria prépria.
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5.4  Validacao analitica
5.4.1 SELETIVIDADE

Os cromatogramas correspondentes as adi¢des de concentracdes crescentes de irgarol®
1051 e diuron a matriz (amostra PO1) comparados aos cromatogramas obtidos pela injecao de
extratos nao fortificados mostram que os picos avaliados nas quantificacdes sdo exclusivos
desses compostos, havendo nivel minimo de interferentes no tempo de retencao dos analitos
(£ 0,10 minutos) (Figura 12). A quantificacdo das dreas dos picos obtidos foi realizada pelo

software MassLynx® V 4.1 (Waters®).

Figura 12: Cromatogramas obtidos pela injec@o de extratos em branco e fortificados com irgarol 1051
da matriz POl. Nao hd picos interferentes no tempo de retencdo do analito.
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Figura 13: Cromatogramas obtidos pela injecdo de extratos em branco e fortificados com diuron da
matriz PO1. Nio h4 picos interferentes no tempo de retencdo do analito.
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Fonte: Autoria prépria.

5.4.2 LINEARIDADE

Os coeficientes de correlagdo calculados a partir das curvas analiticas de irgarol® 1051

(R? = 0,9948, em solvente puro, € R? = 0,9940, em matriz) e diuron (R? = 9920, em solvente
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puro, e R? = 0,9827, em matriz) sdo indicios de comportamento linear entre as concentragdes
dos biocidas e os sinais analiticos obtidos. As curvas analiticas obtidas pela injecdo de
amostras em solvente puro e as curvas de adicdo-padrio para cada analito estdo representadas

na Figura 14.

Figura 14: Curvas analiticas construidas para: a) Irgarol® 1051 em solvente puro (ACN) e b) por meio
de adicdo de padrao antes da extracio; c) Diuron em solvente puro (ACN) e d) por meio de adi¢do de
padrdo antes da

extracao.
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Fonte: Autoria prépria.

Concentragio (ng/g)

Para confirmar o modelo linear proposto na faixa considerada, foi realizada a analise
de regressdo por meio do software Microsoft Excel® para cada um dos dois conjuntos de

dados (Tabelas 6 € 7).

Tabela 6: Tabela ANOVA gerada a partir da andlise dos dados de regressdo da curva analitica em
matriz de irgarol® 1051. gl = graus de liberdade (n-1); SQ = soma dos quadrados; MQ = média dos
quadrados; F = MQ (regressao)/MQ (residuos); F tabelado = valor de F com 1 grau de liberdade no
numerador e 18 graus de liberdade no denominador.

Irgarol gl SQ MQ F F (Tabelado)  F de significaciio
Regressao 1 4,16.10° 4,16.10° 3033,31 441 1,61.10%
Residuo 18 2,47.107 1,37.10° - - -
Total 19 4,18.10° - - -

Fonte: Microsoft Excel®.
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Tabela 7: Tabela 6: Tabela ANOVA gerada a partir da andlise dos dados de regressdo da curva
analitica em matriz de diuron. gl = graus de liberdade (n-1); SQ = soma dos quadrados; MQ = média
dos quadrados; F = MQ (regressao)/MQ (residuos); F tabelado = valor de F com 1 grau de liberdade
no numerador e 18 graus de liberdade no denominador.

Diuron gl SQ MQ F F (tabelado) F de significaciao
Regressao 1 1,81.107 1,81.107 6,07.10° 4,11.10° 5,67.101
Residuo 11 3,29.10°  2,99.10* - - -
Total 12 1,85.107 - - -

Fonte: Microsoft Excel®.

Os valores de F, nas tabelas geradas por meio da analise de variancia (ANOVA) foram,
em ambos os casos, maiores do que o valor de F tabelado, o que € indicativo da aceitacdo da
correlacdo entre as varidveis X e Y. Os baixos valores de F de significacdo (F<0,05) também
atestam a validade da regressdo linear obtida, ou seja, hd uma infima probabilidade de que a
correlagdo entre as varidveis tenha se dado ao acaso. A inspe¢do do grifico de residuos
plotado pelo programa também mostrou distribuicdo aleatéria dos residuos em relagdo a
concentracdo. A faixa linear de irgarol® 1051 variou entre 0,5 e 50 ng g”!, tanto em solvente
quanto na matriz utilizada. Diuron mostrou linearidade entre 10 e 100 ng g na curva de

adi¢do-padrio e entre 5,0 e 100 ng g'! em solvente puro (Tabela 8).

Tabela 8: Equagoes das retas calculadas para irgarol® 1051 e diuron em solvente puro e em matriz.

Analito Equacao da reta em solvente Equacao da reta na matriz
Irgarol® 1051 y = 1310,7x - 402,27 y =755,42x - 71,65
Diuron y =59,727x - 47,27 y =34,12x + 590,34

Fonte: Autoria prépria.
5.4.2 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Irgarol® 1051 teve limite de deteccdo de 0,25 ng g'! e limite de quantificacio fixado
em 0,50 ng g!, que foi o menor valor trabalhado na curva analitica de adi¢io-padrdo no qual
se observou desvio-padrao relativo menor que 20%. Diuron apresentou limite de detec¢ao de

5,0 ng g’! e limite de quantificacdo de 10 ng g
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Tabela 9: Limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) para irgarol® 1051 e diuron, baseados
nos estudos realizados a partir da curva analitica de adi¢do-padrio.

Analito LOD (ng g!) LOQ (ng g™
Irgarol® 1051 0,20 0,50
Diuron 5,0 10

Fonte: Autoria propria.

Nas andlises destes analitos no mesmo tipo de amostra, autores determinaram valores
de LOD e LOQ bastante variados. Saleh et al. (2016) relatam LOD de 2,04 e LOQ de 6,80 ng
g! para irgarol® 1051, enquanto Santana-Rodriguez et al. (2011) encontraram, para 0 mesmo
analito, LOD e LOQ de 0,1 e 0,4 ng g!, respectivamente. Diuron costuma ter LOD e LOQ
mais elevados do que irgarol® 1051, como relatado por Santana-Rodriguez et al. (2011), que
determinaram valores em 0,2 e 0,7 ng g’!, respectivamente para esse analito. No Brasil,
estudos realizados por Abreu (2016) em sedimentos, utilizando o método de extracdo base

para este trabalho, forneceram LOD de 0,1 e LOQ de 1,0 ng g™ para ambos os analitos.
5.4.3 PRECISAO

A precisdo das medidas foi avaliada nos niveis de repetibilidade e de precisio
intermediaria. Em ambos os casos, os valores de DPR (%) estavam abaixo de 20% no LOQ e
abaixo de 15% nas demais concentracdes para as duas substincias analisados, conforme
recomendacao da maioria dos guias de validacdo (Kruve et al., 2015b). A Tabela 10 mostra o

comportamento dos desvios-padrio relativos nas amostras de diuron e irgarol® 1051.

Tabela 10: Testes de precisdo para irgarol® 1051 e diuron a niveis de repetibilidade, realizados num
mesmo dia, sob as mesmas condicdes; e precisdo intermedidria, calculada com base em injecdes
realizadas em trés dias distintos, no mesmo equipamento. DPR (%) = Desvio-padrio relativo (N=3).

Irgarol® 1051 Diuron
Precisao Precisao
Repetibilidade Repetibilidade
Intermediaria Intermediaria
Concentracao Concentracao
. DPR (%) DPR (%) DPR (%) DPR (%)
(ng g™ (ng g™

0,50 16,71 13,20 10 1,584 6,792

25 6,652 10,09 50 4,935 5,664

50 2,575 10,23 100 11,16 7,329

Fonte: Autoria prépria.



51

A baixa dispersdo entre os valores dos sinais analiticos obtidos em dias distintos,
representados pelo DRP (%), demonstra a estabilidade do equipamento € do método como um

todo, conferindo confiabilidade aos resultados.
5.4.4 EXATIDAO

As curvas de calibragdo em solvente puro e de adi¢do-padrdo construidas para cada
analito foram empregadas para a determinacio da exatidao associada ao método: eficiéncia de
processo (EP), efeito matriz (EM) e recuperacdo (R). O primeiro parametro determinado foi a
eficiéncia do processo, calculada de acordo com a Equacao (5) nas concentragdes de 0,5, 25 e
50 ng g'! para irgarol® 1051 e 10, 50 e 100 ng g! para diuron. Os resultados estio expressos
na Tabela 11.

Tabela 11: Eficiéncia do processo (EP) % =+ desvio-padrdo (N=3) calculada em trés niveis de
concentragdo para irgarol® 1051 e diuron. Os valores mostram a precisdo e a repetibilidade do
processo para irgarol® 1051, mas ndo para diuron.

Irgarol® 1051 Diuron
Eficiéncia do Eficiéncia do
Concentragio (ng g Processo (%) Concentragio (ng g Processo (%)
0,50 60,41+7,794 10 172,14 £ 4,20
25 63,74+ 6,372 50 79,72+ 11,22
50 56,64+ 1,854 100 68,61 £4,17

Fonte: Autoria propria.

A eficiéncia do processo foi em torno de 60% para irgarol® 1051 e variou em mais de
100% dentro da faixa de concentracdo estudada para diuron. Guias de valida¢do recomendam
que os valores de EP (citada como recuperacdo) estejam na faixa entre 70% e 120%, porém,
apesar de os valores encontrados neste trabalho, para irgarol® 1051, ndo estarem nesta faixa,
outras figuras de mérito, tais como limite de detec¢do ou limite de quantificacdo ndo foram
comprometidas. Além disso, a EP se mostrou reprodutivel, consistente e precisa para este
biocida, o que a torna adequada para os fins propostos neste trabalho. Diuron apresentou
eficiéncia de processo de comportamento decrescente ao longo da faixa de concentracdes
estudada: no LOQ a EP calculada apresentou valor de 170%, diminuindo para cerca de 68%
em 100 ng g’!'. A hipétese mais provdvel para este comportamento é que nesta regiio haja um
forte efeito de incremento de sinal (EM elevado) causado por coeluentes, sendo esse efeito

mais pronunciado em baixas concentracdes, tornando-se menos relevante na medida em que a
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concentracdo do biocida aumenta. Devido aos problemas de nao reprodutibilidade da EP
(mais de 100% de variacdo), especialmente nas concentracdes mais baixas, optou-se por nao
continuar os testes com diuron, mantendo apenas irgarol® nesta metodologia.

A EP, embora muitas vezes reportada como “recuperagdo”, demonstra a efici€ncia
global do método, o que inclui a recuperacdo dos analitos e os efeitos de matriz de forma
combinada. Kruve et al. (2015b) relatam que ainda h4 divergéncias na literatura a respeito do
calculo desses pardmetros, uma vez que diferentes guias de validacdo analitica se referem a
eficiéncia do processo do ponto de vista da preparagdao da amostra (recuperagao).

O efeito matriz para irgarol® 1051 foi calculado pela Equagdo (3), nos mesmos niveis
de concentracdo utilizados para os cdlculos da EP, cujos resultados estdo compilados na

Tabela 12.

Tabela 12: Efeito matriz (EM) % =+ desvio-padrdo (N=3) calculada em trés niveis de concentragio para
irgarol® 1051.

Irgarol® 1051

Concentracio (ng g) Efeito matriz (EM) (%)
0,50 -17,24 £ 1,832
25 -21,08 £ 10,05
50 -5,296 £+ 2,820

Fonte: Autoria prépria.

Os valores calculados indicaram supressao de ionizacdo em toda faixa de concentracao
estudada. Nao se observou tendéncia de aumento ou diminui¢do de eficiéncia de ionizacao
com a variacdo da concentracdo e os valores encontrados para o EM (%) tiveram méaximo de
21%. Os coeficientes de variacdo estiveram abaixo de 15%, nivel maximo recomendado por
Cassiano et al. (2009).

A variagdo do EM € relatada na literatura por Pizzuti et al. (2009), que recomendam o
uso da supressdo/realce de ionizacdo a partir de dados de validacdo apenas como uma
ferramenta indicativa do efeito matriz, uma vez que a variagdo intra-dia costuma ser elevada.
Este efeito poderia ser entendido, se ndo fossem realizados os testes para a avaliagdo do EM,
como precisdo baixa ou deficiente (CASSIANO et al., 2009). Segundo Gonzélez et al. (2014),
devido a expansdo do uso de LC-MS, os guias de validacdo passaram a considerar o EM
como parte essencial da validacdo analitica, porém ndo hd um protocolo Unico para sua

avaliacao.
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A recuperagdo, calculada pela razio entre a eficiéncia do processo e o efeito de matriz
forneceu valores entre 60 e 80 % para irgarol® 1051. Este parAmetro ndo foi calculado para

diuron devido abaixa reprodutibilidade da EP.

Tabela 13: Recuperagdo (R) % + desvio-padrao (N = 3) calculada em trés niveis de concentracio para
irgarol® 1051.

Irgarol® 1051
Concentracio (ng g™) Recuperacao (R) (%)
0,50 84,10 £ 0,211
25 79,43 + 0,756
50 60,01 +2,81

Fonte: Autoria prépria.

Os baixos desvios-padriao da recuperacao mostram a boa reprodutibilidade do método
de extra¢do. A menor recuperacio obtida com a concentra¢do de 50 ng g™ se deve ao fato de
os efeitos de matriz calculados nesta concentracao serem mais baixos quando comparados aos
efeitos nas demais concentracdes, nao comprometendo o método de extragao.

Segundo Cassiano et al. (2009), embora altos valores de recuperacdo sejam desejaveis
para maximizar a sensibilidade do método, ndo é necessario que este valor seja de 100% e,
sim, que a recuperacdo seja consistente, precisa e reprodutiva, o que foi demonstrado nos

testes realizados aqui.
5.5 Biocidas de terceira geracao em amostras de sedimentos

As concentragdes obtidas a partir da injecdo dos extratos no sistema LC-MS foram
calculadas a partir da curva de adi¢do-padrdo, uma vez que considera todos os fatores
interferentes na quantificacdo dos analitos, como recuperagdo e efeitos de matriz. O biocida
diuron ndo pdde ser quantificado em nenhuma das amostras coletadas, uma vez que o
procedimento nao apresentou eficiéncia de processo adequada para este analito na faixa de
concentracdo considerada.

Irgarol® 1051 foi detectado em amostras de todos os pontos de coletas pesquisados,
porém em apenas 50% delas as concentragOes estiveram acima do limite de quantificacdo
(0,50 ng g‘]). Os niveis do biocida variaram entre 0,540 + 0,210 e 4,66 £+ 5,04 ng g‘l, que sdo
concentracoes ambientalmente relevantes, pois ja sdo suficientes para afetar a taxa de

crescimento de microalgas como Tetraselmis sp., Thalassiosira weissflogii e Emiliania



54

huxleyi (BURMA et al., 2009), além causar mortalidade de Lates calcarifer (ALI et al.,
2015).

As maiores concentragdes foram quantificadas na amostra PO5 (Estaleiro-escola) (4,66
+ 5,04 ng g'l) (Figura 15), coletada no local onde sdo realizadas manutencdes, pintura e
raspagem de cascos de pequenas e médias embarcagdes, o que pode ser fator decisivo para a
ocorréncia desse tipo de biocida, por estar presente majoritariamente em tintas anti-
incrustantes. Além disso, as amostras retiradas deste ponto apresentaram altos teores de
matéria organica e sua composicao textural se mostrou basicamente formada por particulas de
silte e argila, o que pode ser um facilitador da adsor¢cdo das moléculas do analito a matriz.
Amostras obtidas no Terminal da Ponta da Espera (P03) também apresentaram concentragdes
acima do limite de quantificagdo (1,36 + 1,26 ng g!). A intensa movimentacdo didria de
grandes e médias embarcagdes de transporte de passageiros no local (mais de 1,7 milhdo em
2014, segundo dados da EMAP) sdo fontes potenciais de contaminacdo por tintas anti-
incrustantes e corroboram a detec¢cdo desse biocida na drea. Segundo Konstantinou e Albanis
(2004), locais com maior densidade e residéncia de embarcagdes ao longo do ano, bem como
taxas de troca de dgua inferiores, geralmente apresentam maior concentracdo de irgarol® 1051
e outros biocidas, apesar da amostra coletada neste ponto possuir baixo teor de matéria
organica na sua composi¢do, o que € torna menos provavel a adsor¢do de substincias

organicas, tais como irgarol® 1051.

Figura 15: Quantificagio de irgarol® 1051(ng g'!) (xdesvio-padrio; N=4) em amostras de sedimentos

coletadas nos dez pontos amostrais no entorno de Sao Luis, MA. LOD = 0,50 ng g
1
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Fonte: Autoria prépria.
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Irgarol® 1051 foi ainda quantificado em dois dos trés pontos de coleta na drea do Porto
do Itaqui (P09 e P10, em concentracdes de 1,13 (+ 0,0459) e 0,69 (£ 0,039) ng g'l,
respectivamente), ficando abaixo do limite de quantificacdo no ponto PO8. Por ser uma area
de intensa movimenta¢do de embarcagdes de grande porte vindas dos mais diversos paises, o
Porto do Itaqui é um foco potencial de contaminantes relacionados as tintas anti-incrustantes.

Este trabalho relata o primeiro estudo sobre a ocorréncia de agentes anti-incrustantes
de terceira geracdo em sedimentos provenientes do Porto do Itaqui, porém Diniz et al. (2014)
ja reportaram niveis de irgarol® 1051 na faixa entre 0,01 a 4,80 ng mL! em 4gua marinha
coletada neste porto.

Niveis quantificaveis de irgarol® 1051 (0,54 + 0,210 ng g') também foram
encontradas no Espigdo costeiro (P06), apesar de esta ser uma drea que possui movimento de
embarcacgdes quase nulo, além de os sedimentos coletados nesta regido serem 0s mais pobres
em matéria organica e teor de finos e a hidrodindmica da regido ser mais intensa do que em
outras dreas estudadas. Nos demais pontos as concentragdes obtidas se mostraram abaixo do
limite de quantificacdo do método, porém todas acima do limite de deteccdo (0,25 ng g™!).

Irgarol® 1051 tem sido um dos principais biocidas detectados em 4gua e sedimentos ao
redor do mundo, com ocorréncia atribuida ao uso como agente anti-incrustante. As
concentracoes maximas detectadas neste trabalho, apesar de serem suficientes para causar
efeitos ambientais, sdo mais baixas do que as concentragcdes frequentemente encontradas em
outros portos e marinas. Voulvoulis et al. (2000) quantificaram esse biocida em amostras de
sedimentos do Reino Unido em até 222,30 ng g!. Anos mais tarde, concentragdes de até 49,3
ng g’ foram reportadas por Gatidou et al. (2007b) na mesma regido. Mais recentemente Saleh
et al. (2016) relataram concentragdes de até 35, 4 ng g”! em sedimentos provenientes da regido
do Golfo Pérsico. Altas concentragdes do biocida também estiveram presentes em sedimentos
coletados na Asia, como mostrado no estudo realizado por Balakrishnan et al. (2012), que
detectaram concentracdes de até 68 ng g”! no Japdo.

No Brasil a quantidade de estudos que abordam a presenca desses biocidas em
amostras de sedimentos € bastante limitada quando comparada ao nimero de estudos que
utilizam 4gua marinha como matriz. Dentre os trabalhos realizados a fim de avaliar a
ocorréncia de biocidas anti-incrustantes de terceira geragdo em sedimento, Abreu (2016)
relata concentracdes de irgarol® 1051 de até 17,7 ng g™ no Estudrio da Lagoa dos Patos (RS)

e, no mesmo estudo, concentracdes elevadas de diuron também sdo detectados nesse estudrio.
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A Tabela 14 traz uma compilagio de relatos de detecgio de irgarol® 1051 em diversos estudos
pelo mundo.

Tabela 14: Concentragdes de irgarol® 1051 encontrados em amostras de sedimentos costeiros estudos

realizados em diversos paises.
Faixa de concentracoes (ng

Local Fonte
g’
Reino Unido <1,0-110 Thomas et al. (2000)
Grécia <0,50 - 43 Albanis et al. (2003)
Espanha <0,10 - 23,9 Santana-Rodriguez et al. (2011)
Estados Unidos <0,8 - 8,9 Sapozhnikova et al. (2013)
Reino Unido <1,7-49,3 Gatidou et al. (2007b)
Reino Unido <3,1-222,30 Voulvoulis et al. (2000)
Japao <0,176- 68 Balakrishnan et al. (2011)
Golfo Pérsico <2,04 -35,40 Saleh et al. (2016)
Brasil (RS) <1,0-17,7 Abreu (2016)
Brasil (MA) <0,50-4,66 Este trabalho

Fonte: Autoria prépria.

Todos esses estudos, em conjunto, demonstram que os biocidas anti-incrustantes de
terceira geragdo, especialmente irgarol® 1051 e diuron, se mostram presentes em praticamente
todo o mundo, sendo considerados grandes fontes de contaminacdo quimica proposital do

meio aquatico.
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6 CONCLUSAO

Com base no estudo realizado, pode-se inferir que irgarol® 1051 foi quantificado em
50% dos pontos de amostragem de sedimentos em Sao Luis. O método analitico desenvolvido
se mostrou eficiente para andlise em nivel de tracos do biocida irgarol® 1051 em amostras de
sedimentos, porém parametros metodologicos devem ser ajustados para permitir a andlise
conjunta de diuron, que apresentou eficiéncia de processo inadequada em toda a faixa de
concentracdes estudada.

A validacdo analitica forneceu niveis suficientemente baixos para o limite de deteccao
(0,20 ng g'!) e de quantificacdo (0,5 ng g'!) de irgarol® 1051, com valores mais baixos do que
o recomendado para precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria). A eficiéncia do
processo em torno de 60% e com excelente repetibilidade garante a sua adequagdo para a
substancia em andlise. O efeito matriz calculado mostrou tendéncia de supressao de ionizacgao,
apresentando um maximo de 21% de supressdo de ionizagdo para o analito.

As andlises dos extratos de sedimentos revelaram niveis acima do LOQ em cinco das
dez amostras estuadas: Estaleiro-escola (4,66 + 5,04 ng g'!) > Terminal da Ponta da Espera
(1,36 + 1,26 ng g™) > Porto do Itaqui (Area de despejo 1) (1,13 + 0,0459 ng g') > Porto do
Itaqui (Igarapé Argentina) (0,69 + 0,0389 ng g!) > Espigdo Costeiro (0,54 + 0,210 ng g™), ou
seja, estaleiros e areas de intenso fluxo de embarcacdes, como o Porto do Itaqui, apresentaram
as maiores concentracdes do biocida.

Os resultados relatados neste trabalho sdo as primeiras informacdes acerca da presenca
de biocidas anti-incrustantes de terceira geracado em amostras de sedimentos provenientes da
Ilha de Sdo Luifs e mostram que irgarol® 1051 provavelmente estd sendo utilizado como
biocida de reforco em tintas anti-incrustante nas embarcagdes que trafegam por Sdo Luis,

MA, especialmente em dreas de intensa movimentacdo, como o Porto do Itaqui.
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