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RESUMO

Biocidas anti-incrustantes sdo compostos quimicos adicionados as tintas que revestem
embarcacdes e/ou estruturas submersas a fim de evitar a bioincrustacdo. Esses compostos foram
aperfeicoados ao longo dos anos e séo divididos em 3 geragdes — 0s biocidas da Ultima geragéo
(co-biocidas ou biocidas de refor¢o) sdo comumente utilizados devido & menor toxicidade e
menor persisténcia ambiental. Os objetivos deste estudo foram (i) sintetizar os estudos
realizados quanto a ocorréncia ambiental e distribuicdo destes biocidas na América Latina e
Caribe e reportar as lacunas existentes; e (ii) investigar a presenca dos biocidas clorotalonil,
diclofluanida e Irgarol no Sistema Estuarino do Rio Capibaribe (SERC). A revisdo bibliogréfica
mostrou que os estudos sobre biocidas de 3% geracdo nos paises latino americanos e regido
caribenha ainda sdo limitados (a maioria foi realizada no Brasil, nas matrizes agua e sedimento,
e o Irgarol foi o composto mais detectado) e que, apesar do predominio dos estudos brasileiros,
ndo ha dados disponiveis sobre a ocorréncia de biocidas de reforco no estado de Pernambuco.
A metodologia analitica proposta para a matriz aquosa (extracdo em fase solida e quantificacédo
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) foi implantada no Laboratorio
de Compostos Organicos em Ecossistemas Costeiros e Marinhos (OrganoMAR). Amostras de
agua, sedimentos e material em suspensdo foram coletadas considerando fontes potenciais no
SERC - marinas, porto, confluéncia de rios e zona de turbidez maxima (ZTM). O clorotalonil
ndo foi detectado em nenhuma matriz e o Irgarol foi detectado apenas no sedimento, com
concentracgdes entre <1,0 e 3,4 ng/g. A diclofluanida foi detectada na agua (4,6 a 24,2 ng/L), no
material particulado (4,9 a 21,6 ng/L) e no sedimento (1,3 a 25,1 ng/g). As maiores
concentracdes de diclofluanida na dgua e no material particulado foram observadas na ZTM e
na confluéncia dos rios, onde a hidrodindmica local favorece o acimulo dos contaminantes na
coluna d’agua. Nos sedimentos, as maiores concentracdes foram detectadas nas imediagdes das
marinas, sugerindo que (i) as embarcagdes sao fontes potenciais de biocidas; (ii) a baixa
hidrodinamica favorece a deposi¢cdo do material particulado; e (iii) a presenca de locais para
manutencdo de embarcacgdes podem contribuir com esse aporte através das particulas de tintas
anti-incrustantes. Este estudo reenfatiza a importancia da hidrodinadmica local na distribuicéo
dos contaminantes dentro do sistema estuarino e reporta, pela primeira vez, a ocorréncia de

biocidas anti-incrustantes de 32 geragdo no SERC.

Palavras-chave: biocidas de 3% geragdo; &guas estuarinas; material particulado em

suspensdo; sedimentos.



ABSTRACT

Antifouling biocides are chemical compounds added to paints that coat vessels and/or
submerged structures to prevent biofouling. These compounds have been improved over the
years and are divided into 3 generations — the biocides from the last one, known as co-biocides
or booster biocides, are commonly used due to lower toxicity and lower environmental
persistence. The objectives of this study were (i) to synthesize the studies regarding the
environmental occurrence and distribution of these biocides in Latin America and the Caribbean
and report existing gaps and (ii) to investigate the presence of the biocides chlorothalonil,
dichlofluanid, and Irgarol in the Capibaribe Estuarine System (CES). The literature review
showed that studies about 3rd generation biocides in Latin American countries and the
Caribbean are still limited (the majority was carried out in Brazil, in water and sediment
matrices, and Irgarol was the most detected compound) and that despite the predominance of
Brazilian studies, there is no data available on the occurrence of booster biocides in the state of
Pernambuco. The proposed methodology for the aqueous matrix (solid-phase extraction and
quantification by gas chromatography-mass spectrometry) were implemented at the Laboratory
of Organic Compounds in Coastal and Marine Ecosystems (OrganoMAR). Water, sediments,
and suspended particulate matter samples were collected considering potential sources along
the CES — marinas, port, river confluence, and estuarine turbidity maximum zone (TMZ).
Chlorothalonil was not detected in any matrix and Irgarol was only detected in sediments, with
concentrations between <1.0 and 3.4 ng/g. Dichlofluanid was detected in water (4.6 to 24.2
ng/L), particulate matter (4.9 to 21.6 ng/L), and sediment (1.3 to 25.1 ng/g). The highest
concentrations of dichlofluanid in water and particulate matter were observed in the ZTM and
at the confluence of the rivers, where local hydrodynamics favor the accumulation of
contaminants in the water column. In the sediments, the highest concentrations were detected
in the vicinity of the marinas, suggesting that (i) vessels are potential sources of booster
biocides; (ii) low hydrodynamics favors the deposition of particulate matter; and (iii) the
presence of boat maintenance facilities can contribute to the input of biocides through
antifouling paint particles. This study re-emphasizes the importance of local hydrodynamics in
the distribution of contaminants within the estuarine system and reports, for the first time, the
occurrence of 3™ generation antifouling biocides in CES.

Keywords: booster biocides; estuarine waters; suspended particulate matter; sediments.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 90% do comércio mundial é realizado por meio de uma rede de rotas maritimas
utilizadas por aproximadamente 98.140 embarcacgdes (IMO, 2006; UNCTAD, 2020). Apesar
de serem importantes para a economia e 0 comércio maritimo globais, as opera¢des portuarias
causam impactos considerdveis tanto para 0 oceano quanto para a zona costeira, sendo mais
relevantes em regides com intenso fluxo de embarcacdes.

O transporte maritimo também € uma fonte potencial de polui¢cdo do ambiente marinho,
embora seja considerado um meio de transporte relativamente limpo em comparacdo aos
transportes aéreo e terrestre, quando se considera a emissdo de CO2 (CRISTEA et al., 2013;
MIOLA et al., 2009; SJODIN; FLODSTROM, 2007). Os principais impactos sdo decorrentes
do descarte de residuos solidos e organicos proveniente das embarcacdes e rejeitos de operacdes
de dragagem, e do abastecimento e queima de combustiveis fosseis (ANTAQ, c2021). A
liberacdo de compostos quimicos como hidrocarbonetos do petréleo, metais e biocidas anti-
incrustantes, além do transporte de espécies invasoras via dgua de lastro ou bioincrustacao,
também sdo fontes expressivas.

A bioincrustacdo consiste no estabelecimento de organismos sobre superficies
submersas artificiais (boias, pieres, embarcacdes, plataformas) ou naturais (carcagas, rochas,
outros organismos). Embora seja frequente no ambiente marinho, tem se tornado um grande
problema enfrentado principalmente pela indastria naval (DAFFORN; LEWIS; JOHNSTON,
2011; KOTRIKLA, 2009) pois pode comprometer a estabilidade da embarcacdo e camuflar
possiveis danos estruturais (TURNER, 2010). Esse fendmeno aumenta a fric¢do casco-agua, a
necessidade de docagens e pode introduzir, ainda que de forma ndo intencional, espécies
exoticas (KOTRIKLA, 2009) no local de destino das embarcacdes. Além disso, também
aumenta o peso da embarcacdo e, consequentemente, o tempo de viagem e 0 consumo de
combustivel (CHAMP, 2000).

Alguns sistemas anti-incrustantes foram desenvolvidos, como primers e tintas, e séo
aplicados em estruturas submersas a fim de protegé-las da incrustacdo e evitar perdas
financeiras (ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007). Os primers s&o aplicados para
facilitar a aderéncia da tinta, representando a primeira camada de revestimento. Em seguida,
sdo aplicadas algumas camadas de tintas anti-incrustantes contendo aditivos quimicos — esses
aditivos sédo lixiviados gradativamente da camada superficial, dificultando a bioincrustagéo
(DAFFORN; LEWIS; JOHNSTON, 2011). Dentre as diversas op¢des disponiveis no mercado,

existem as tintas que utilizam copolimeros de autopolimento com e sem tributilestanho (TBT),
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as tintas convencionais livres de TBT e tintas contendo os biocidas de reforco (DAFFORN;
LEWIS; JOHNSTON, 2011). Destas, a ultima opgdo € comumente utilizada devido a sua
disponibilidade no mercado e eficacia (SOON et al., 2021). Entretanto, a aplicacdo desses
revestimentos ndo impede completamente a bioincrustacdo, sendo necessdria a remocao
periddica para evitar o0 acimulo excessivo de organismos (SOON et al., 2021).

Os biocidas sao utilizados como principio ativo desde meados do século XI1X, quando
foram inventadas as primeiras tintas anti-incrustantes (ALMEIDA; DIAMANTINO; DE
SOUSA, 2007). Esses biocidas foram substituidos a medida que tecnologias mais eficientes
eram desenvolvidas e podem ser categorizados em trés geracdes: primeira (6xidos de zinco e
cobre), segunda (compostos organoestanicos) e terceira (livres de organoestanicos)
(FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).

A primeira geracdo de tintas anti-incrustantes tem como base os 6xidos de zinco e cobre
(ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007; FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).
Entretanto, algumas limitacGes tais como a resisténcia ao cobre apresentada por algumas
espécies de algas, a baixa durabilidade (os aditivos sdo liberados rapidamente) e,
consequentemente, a rapida perda de eficiéncia (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011),
destacaram a necessidade de tintas mais eficazes no combate a bioincrustagéao.

A partir de entdo, tintas a base de compostos organoestanicos (COEs), como
trifenilestanho (TPhT) e tributilestanho (TBT), comegaram a ser produzidas e passaram a ser
conhecidas como segunda geracdo. Essas tintas foram amplamente utilizadas por volta de 1960
(YEBRA; KIIL; DAM-JOHANSEN, 2004a) e, em 1980, cerca de 90% das embarcacgdes
mundiais ja aplicavam esses revestimentos (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011). Tal
sucesso comercial estava relacionado ao uso de copolimeros associados aos biocidas, que
promovem uma taxa de liberacdo constante e mais lenta, garantindo maior eficiéncia e
durabilidade (ABREU, 2016; GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003; HUGGETT
etal., 1992).

Do ponto de vista econdmico, a utilizagdo dessas tintas era viavel, mas do ponto de vista
bioldgico, efeitos a organismos ndo alvo comecaram a ser observados, como bioacumulagdo
em mamiferos e enfraguecimento do sistema imunoldgico dos peixes (ALMEIDA,;
DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007) e ocorréncia de imposex (FERNANDEZ; PINHEIRO,
2007). O imposex - desenvolvimento de um pénis ndo funcional em gastrépodes fémea - € um
efeito tipico da exposi¢do & compostos organoestanicos (COEs). Apds a constatacdo da elevada
toxicidade apresentada pelo TBT, medidas restritivas quanto ao seu uso em tintas anti-

incrustantes foram adotadas em meados dos anos 80 por paises como Reino Unido, Franca,
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Dinamarca e Canada (CHAMP, 2000) a fim de reduzir as concentracfes ambientais. Na
ocasido, a quantidade de paises com tais restricGes ndo era representativa.

Em 2001, a Organizacdo Maritima Mundial (IMO) propds o banimento de tintas anti-
incrustantes contendo COEs durante a Convencéo Internacional sobre o Controle de Sistemas
Anti-incrustantes Nocivos em Navios (Convencdo AFS). A partir de 2003, foram proibidas
novas aplicacdes dessas tintas e 0 banimento mundial entrou em vigor apenas em 2008 (IMO,
2001). Atualmente, a Convencao AFS conta com a participacdo de 91 paises que, em conjunto,
representam aproximadamente 96% da frota mercante global (IMO, 2021a).

Embora essas proibigdes tenham sido efetivas na diminui¢do das concentragdes de TBT
no ambiente aquatico (EVANS; LEKSONO; MCKINNELL, 1995; LAW et al., 2012), estudos
recentes reportam a presenca de TBT e seus produtos de degradacdo dibutilestanho (DBT) e
monobutilestanho (MBT) ao longo de areas costeiras asiadticas (CHEN et al., 2017; WANG,
X.et al., 2019), europeias (ABRAHAM et al., 2017), africanas (VAN GESSELLEN et al.,
2018) e sul-americanas (CASTRO et al., 2018; MACIEL et al., 2018). A deteccdo do TBT em
estudos recentes pode representar residuos antigos ou novos aportes oriundos do uso ilegal
desse composto.

Os efeitos toxicos causados pelo TBT chamaram a atengdo para o desenvolvimento de
tintas cujos impactos ambientais e efeitos aos organismos ndo alvo fossem menos severos ou
inexistentes. Assim surgiu a terceira geracdo, abrangendo pelo menos 23 compostos quimicos,
dos quais 16 sdo homologados pela IMO para utilizacdo em tintas anti-incrustantes (CASTRO;
WESTPHAL; FILLMANN, 2011; GUARDIOLA et al., 2012; IMO, 2005). Esses biocidas
estdo associados a matriz acrilica e apresentam baixa estabilidade no ambiente e toxicidade em
comparagdo aos compostos organoestanicos (YEBRA,; KIIL; DAM-JOHANSEN, 2004).

Esses compostos sdo conhecidos como co-biocidas ou biocidas de reforco, pois
potencializam os efeitos causados pelos metais (ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA,
2007), que passaram a ser bastante utilizados apds o banimento do TBT. Muitas tintas anti-
incrustantes contém compostos de cobre nas suas formulacdes (DUPRAZ et al., 2018),
comportando-se como a maior fonte local de cobre para o ambiente marinho (SRINIVASAN;
SWAIN, 2007). Niquel e zinco também s&o combinados com os co-biocidas (LAGERSTROM,
2019; SOON et al., 2021), sendo o ultimo adicionado especialmente em tintas com baixos
teores de cobre (EGARDT; NILSSON; DAHLLOF, 2017).

O uso desses biocidas de reforco tem aumentado significativamente em estruturas
portuérias, embarcacdes e até mesmo na agricultura, frente ao beneficio que proporcionam. Por

esta razdo podem ser introduzidos no ambiente aquatico de muitas formas. Apos a pintura, 0s
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compostos liberados na superficie da tinta sdo lixiviados por meio do atrito (GODOI,
FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003) e liberados na coluna d'dgua (SOROLDONI et al.,
2018a). Particulas de tintas anti-incrustantes (PTA) e os residuos gerados durante a remocdao da
tinta dos cascos das embarcacfes em procedimentos de manutencdo ainda podem conter
concentracdes elevadas de biocidas, atuando como fontes pontuais de contaminagdo
(SOROLDONI et al., 2017). Outra via significativa de introducéo é pelo escoamento superficial
de solos contaminados por alguns biocidas anti-incrustantes que também sdo utilizados como
herbicidas ou fungicidas (p. ex., diuron e clorotalonil).

Com o banimento do TBT, espera-Se que ocorra um aumento nas concentracdes de
biocidas de terceira geracdo em ambientes aquaticos decorrente da intensificacdo do seu usoe
considerando que esses compostos podem permanecer tanto na fracdo dissolvida quanto na
particulada (material em suspensdo ou sedimento). InformacGes sobre a presenca, ocorréncia e
efeitos ambientais desses biocidas sdo primordiais para auxiliar os 6rgdos competentes no

gerenciamento e tomadas de decisdes para 0 manejo de areas impactadas.

1.1 BIOCIDAS ANTI-INCRUSTANTES DE TERCEIRA GERACAO

Apesar de serem menos toxicos, alguns co-biocidas apresentam efeitos sobre
organismos aquaticos ndo-alvo, como peixes, corais, invertebrados e crustaceos (BAO et al.,
2011; BELLAS, 2006; HALL et al., 1999; OWEN et al., 2002; WANG, H. et al., 2011). O
Irgarol atua inibindo a atividade fotossintética e prejudicando o transporte de elétrons nos
cloroplastos, sendo altamente tdxico sobre os organismos autétrofos (MOHR et al., 2009;
ZHANG et al., 2008) e menos eficaz sobre animais (ALBANIS et al., 2002). O clorotalonil
apresenta toxicidade sobre algumas espécies de invertebrados marinhos (BELLAS, 2006),
crustaceos (CIMA et al., 2008; FERNANDEZ-ALBA et al., 2002), moluscos (BELLAS, 2006;
ERNST et al., 1991; GUERREIRO et al., 2017) e peixes (ERNST et al., 1991; LOPES et al.,
2019). Os dados sobre o destino ambiental da diclofluanida sdo limitados (ROLA et al., 2020),
bem como os dados de toxicidade sobre a biota aquatica. A diclofluanida é considerada
moderadamente toxica para invertebrados marinhos (WANG, H.et al., 2011), porém néo
existem dados de toxicidade para outras espécies aquaticas (AMARA et al., 2018).

Os biocidas anti-incrustantes de terceira geragdo chegaram ao mercado apos a proibicao
do uso do TBT e com o intuito de conciliar a menor toxicidade ambiental dos biocidas de 12
geragdo e a alta eficiéncia dos de 22 geracdo. Varios compostos foram sintetizados mas 0s

biocidas mais utilizados sdo Irgarol 1051, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB
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(GARCIA et al., 2020). Informagcdes sobre solubilidade, tempo de meia vida (matriz aquosa e

solida) e coeficientes de particdo octanol-4gua (Kow) e agua-carbono orgénico (Koc) auxiliam

na compreensdo sobre o transporte e destino desses contaminantes no ambiente aquatico

(ABREU, 2016). Essas caracteristicas fisico-quimicas devem ser avaliadas para melhor

compreender 0 comportamento e 0S processos degradativos aos quais esses compostos estao

susceptiveis, considerando também as caracteristicas da regido estudada.

O presente estudo escolheu os biocidas clorotalonil, diclofluanida e Irgarol,

considerando as informacdes disponiveis na literatura, principalmente quanto a ocorréncia

ambiental desses compostos no Brasil, a frequéncia de utilizagdo e suas caracteristicas fisico-

quimicas, detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades e caracteristicas fisico-quimicas dos biocidas de reforco escolhidos

Parametro Irgarol 1051 Clorotalonil Diclofluanida
S N cl
JN—{' Cl c .
Estrutura quimica (}?‘N_{\\h {\N N o o; N
~ HN-» N
Cl Cl
Massa molecular
2534 265,9 333,2
(g mol?)
Solubilidade em agua
7 0,60 0,006
(25°C, mg L?)
log Koc 3,3 2,64 3,1
log Kow 3,95 2,9 3,7
Ponto de ebulicdo (°C) 428 350 336
t/2 em 4gua marinha 100-365 dias <2 dias <1ldia
t/2 em sedimento 100-265 dias <2h <10h

Fonte: adaptado de Castro; Westphal; Fillmann, 2011; Garcia et al., 2020; Soares et al., 2021a. Koc: coeficiente
de particdo agua-carbono organico; Kow: coeficiente de partigdo octanol-agua; t/2: tempo de meia-vida.

= IRGAROL

Irgarol (2-N-terc-butil-4-N-ciclopropil-6-metilsulfanil-1,3,5-triazina-2,4-diamina) é um

poderoso herbicida pertencente ao grupo das triazinas e um dos biocidas mais frequentemente
detectados no mundo (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011). Foi amplamente utilizado
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em tintas anti-incrustantes como biocida de reforgo (ZHANG et al., 2019a) e reportado pela
primeira vez como contaminante costeiro por Readman et al. (1993). Sua elevada toxicidade
para organismos nao-alvo (AMARA et al., 2018; HALL et al., 1999) resultou na sua inclusao,
juntamente com o diuron, na lista dos "48 poluentes prioritarios a serem monitorados em aguas
europeias” (EUROPEAN PARLIAMENT, 2013). Em 2016, seu uso em tintas anti-incrustantes
foi proibido em paises europeus (EUROPEAN COMMISSION, 2016).

Estudos prévios demonstraram que o Irgarol possui solubilidade moderada em agua (7
mg L) e ndo sofre alteragbes por um periodo de até 36 dias em matriz aquosa (CASTRO;
WESTPHAL; FILLMANN, 2011; OKAMURA; SUGIYAMA, 2004). Devido aos elevados
coeficientes de particdo adgua-carbono e octanol-a4gua, o Irgarol é mais fortemente ligado aos
sedimentos do que o clorotalonil e a diclofluanida (Tabela 1), tendendo a particionar
preferencialmente nos sedimentos e material particulado (BARD; PEDERSEN, 1992;
KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004)

O Irgarol apresenta meia-vida estimada em 100 — 365 dias na 4gua marinha e 100 — 265
dias no sedimento (SOARES et al., 2021a) e sua degradacdo pode ocorrer por vias bioldgicas
ou quimicas — biodegradacdo, fotodegradacdo ou hidrélise (TSANG; LEI; LAM, 2009). A
hidrélise € a forma menos eficiente, enquanto a fotodegradagéo € a principal via para quebra da
molécula desse composto, originando os produtos de degradacdo M1 (2-metiltio-4-terc-
butilamino-6-amino-s-triazina), M2  (2-amino-propanal-4-terc-butilamino-6-metiltio-s-
triazina) e M3 (2,4(diamino-di-terc-butil)-6-metiltio-s-triazina) (TSANG; LEI; LAM, 2009;
ZHANG et al., 2008). O M1 é o principal metabodlito gerado e é mais persistente do que o
composto parental (OKAMURA et al., 2000; OMAE, 2003). Suspeita-se que 0 M2 apresente
maior toxicidade em comparacdo ao Irgarol, enquanto o M3 pode ser potencialmente

bioacumulativo na cadeia trofica (LAM et al., 2006).

= CLOROTALONIL

O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) é um fungicida pertencente ao grupo
guimico das isoftalonitrilas, sendo utilizado como fungicida nas atividades agricolas e como
biocida em tintas anti-incrustantes (DELORENZO; FULTON, 2012; LOURENCATO et al.,
2015). Dessa maneira, esse composto também pode contaminar as aguas superficiais via
escoamento superficial, processos erosivos ou deposi¢do atmosférica, trazendo impactos para a
biota aquatica (GUARDIOLA et al., 2012; USEPA, 1999). Apresenta baixa solubilidade em

agua (0,6 mg L™ a 25°C) e baixa persisténcia ambiental, que pode ser reduzida através da
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biodegradacdo e fotodegradacdo na superficie da agua, dificultando ainda mais a quantificagdo
desse composto (CAUX et al., 1996; KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004; SAKKAS et al.,
2002; VOULVOULLIS, 2006).

Na coluna d’agua, apresenta meia-vida de apenas algumas horas (CAUX et al., 1996;
SAKKAS et al., 2002) mesmo em baixas concentra¢des, com a degradagéo ocorrendo de forma
mais acelerada em aguas doces (meia-vida entre 4 e 150 horas) (DAVIES, 1987). Em &guas
marinhas naturais ele é totalmente degradado apos quatro semanas (CASTRO; WESTPHAL,
FILLMANN, 2011). Os principais produtos de degradacdo sdo cloro-1,3-dicianobenzeno,
dicloro-1,3-di-cianobenzeno, tricloro-1,3-dicianobenzeno e benzamida (SAKKAS et al.,
2002).

= DICLOFLUANIDA

A diclofluanida (N-[dicloro(fluoro)metil]sulfanil-N-(dimetilsulfamoil)anilina pertence
a0 grupo quimico dos organoclorados, apresenta baixa solubilidade em agua (0,006 mg L™?) e
Kow de 3,7 (HAMWIJK et al., 2005). Em razdo da suas caracteristicas fisico-quimicas, tende a
apresentar elevada afinidade pelo material particulado e pelo sedimento (THOMAS; BROOKS,
2010), podendo trazer riscos aos organismos benténicos. Possui meia-vida de apenas algumas
horas na &gua do mar em diferentes temperaturas (< 53 horas) (HAMWIJK et al., 2005;
SAKKAS; KONSTANTINOU; ALBANIS, 2001; VIANA et al., 2019) e é rapidamente
degradada.

Durante o processo de degradacdo, que ocorre através da fotodegradacdo, hidrolise e
degradacdo anaerdbica, a diclofluanida pode gerar trés metabdlitos: DMSA (N,N-
dimetilaminossulfanilida), n-diclorofluorometiltio-anilina e  anilina  (SAKKAS;
KONSTANTINOU; ALBANIS, 2001; THOMAS et al., 2003). O DMSA ¢ o principal produto
de degradacdo, ¢ ambientalmente estdvel e permanece por longos periodos no ambiente
(HAMWIJK et al., 2005; SCHOUTEN et al., 2005), porém sua degradacdo e persisténcia sao
influenciadas por fatores como incidéncia luminosa, atividade microbiana, pH do meio e teor
de matéria organica (CLARK; WATKINS, 1978; SAKKAS; KONSTANTINOU; ALBANIS,
2001). Embora apresente baixa toxicidade em comparagdo com outros biocidas, alguns estudos
ja reportaram efeitos toxicos em organismos marinhos (LEE, S. et al., 2010; WANG, H.et al.,
2011).
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1.2 LEGISLACAO

Atualmente, a legislagdo referente ao uso de biocidas anti-incrustantes de terceira
geracdo ainda estéa restrita a poucos paises, principalmente na comunidade europeia. 1sso pode
ser justificado pela quantidade limitada de informacdes sobre comportamento e ocorréncia
desses compostos no meio ambiente, bem como os riscos resultantes da sua utilizagdo
(THOMAS; BROOKS, 2010). A caréncia de dados sobre contaminacéo e potenciais efeitos em
ambientes costeiros e marinhos serviu de motivacdo para o desenvolvimento do Projeto ACE.

O Projeto ACE (Assessment of Antifouling Agents in Coastal Environments) teve inicio
em 1998 e foi coordenado pelo Reino Unido, com parceira de paises europeus como Holanda,
Espanha, Grécia, Dinamarca, Suécia e Franca. Através da analise dos cinco biocidas mais
utilizados na época (diuron, Irgarol, clorotalonil, diclofluanida e DCOIT) em amostras de agua
e sedimento, o projeto avaliou os niveis e comportamento ambientais, ameacas potenciais,
ocorréncia e distribuicdo desses biocidas em marinas, portos, estuarios e aguas costeiras
européias (KONSTANTINOU, 2006). A realizacdo deste projeto resultou no registro desses
biocidas na BPD (Biocidal Products Directive, Diretriz 98/8/EC), diretriz que autorizava a
colocacdo de produtos biocidas no mercado e a sua utilizacdo pelos Estados-membros
(EUROPEAN PARLIAMENT, 1998). Entretanto, a divergéncia entre as regulamentacdes
adotadas pelos paises da Unido Europeia levou a revogacao da BPD em 1 de setembro de 2013,
data em que a BPR (Biocidal Products Regulation, N° 585/2012) entrou em vigor. A BPR
pretendia melhorar o funcionamento do mercado de produtos biocidas entre os paises da Unido
Europeia, a fim de assegurar um elevado nivel de protecdo as saldes humana, animal e
ambiental (EUROPEAN PARLIAMENT, 2012).

Em 2013, o Irgarol foi incluido na lista de substancias prioritarias no dominio da politica
da agua (Diretiva 2013/039/EU), e em 2016 seu uso como agente anti-incrustante ndo foi
autorizado devido aos riscos inaceitaveis na avaliacdo de risco ambiental, além de ser tdxico e
persistente (EUROPEAN COMMISSION, 2016). Em 2021, a IMO proibiu a aplicacdo e
reaplicacdo de tintas anti-incrustantes contendo Irgarol a partir de 01 de janeiro de 2023 (IMO,
2021b). O Conselho da Unido Europeia também propds o banimento do Irgarol em tintas anti-
incrustantes e a venda e uso ja estdo proibidos na Unido Europeia (COUNCIL OF THE
EUROPEAN UNION, 2021).

Ainda em 2016, o Comité dos Produtos Biocidas aprovou a utilizagédo da diclofluanida
em produtos anti-incrustantes até 2025, exceto em embarcagdes que navegam em &guas doces

(ECHA, 2016). O clorotalonil ndo possui registro para uso em produtos anti-incrustantes nos
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paises europeus e seu uso como fungicida em plantacdes ndo foi aprovado (EUROPEAN
COMMISSION, 2019).

Infelizmente a legislacdo é bastante limitada para paises ndo pertencentes a Comunidade
Europeia. Na Australia, o clorotalonil possui registro para uso como fungicida, enquanto a
diclofluanida é registrada para preservacao de madeira — e ambos possuem aprovagdo para uso
como constituinte ativo de produtos quimicos (AUSTRALIAN PESTICIDES AND
VETERINARY MEDICINES AUTHORITY, 2015). Sete co-biocidas ndo sao registrados ou
aprovados para uso, dentre eles o Irgarol, apesar de ter sido detectado em regiGes da Grande
Barreira de Corais (KROON et al., 2020).

Na Nova Zeléandia, a Autoridade de Protecdo Ambiental proibiu, em 2013, a importacéo
e fabricacdo de tintas contendo clorotalonil e Irgarol, permitindo apenas o uso e comercializagdo
do estoque disponivel (EPA, 2013). Diuron e ziram foram proibidos em 2017 e, a partir de
2023, sera proibida a importacdo e fabricacdo de tintas contendo tiram. Tintas contendo
diclofluanida podem ser utilizadas desde que sejam adotados controles adicionais para gestao
de possiveis riscos ambientais (EPA, 2013).

No Japdo, as tintas anti-incrustantes sdo registradas junto a Associacdo Japonesa de
Fabricantes de Tintas, que examina se esses produtos estdo em conformidade com a Convencao
AFS. No total, 14 compostos possuem aprovagao para uso, incluindo o Irgarol e o clorotalonil
(SOON et al., 2019). Além desses, o 6xido cuproso, o cobre piritiona e 0 DCOIT também
possuem o registro para uso, sendo 0s compostos mais utilizados como ingredientes ativos nas
tintas disponiveis no mercado japonés (JPMA, 2021).

O Brasil ndo possui legislagdo quanto a aplicacdo de tintas anti-incrustantes contendo
biocidas de terceira geracdo em embarcagdes ou em estruturas submersas, possibilitando a
venda e aplicacdo de forma indiscriminada. Dentre os compostos deste grupo, o clorotalonil
possui registro apenas para uso como fungicida (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2019),
enquanto a concentragdo maxima permitida de diuron em é&guas potaveis é de 90 ug L? de
acordo com a Portaria 2.914/2011 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). A supervisio quanto a
ndo-utilizagdo de tintas anti-incrustantes a base de TBT é responsabilidade da Marinha do Brasil
por meio da NORMAM-23 (MARINHA DO BRASIL, 2007). O texto da Convengéo AFS, que
visa a reducdo ou eliminagdo dos efeitos nocivos ao ambiente marinho e a satde humana
causados pelos sistemas anti-incrustantes, foi promulgado e entrou em vigor apos a assinatura
do Decreto Legislativo n° 8.345, assinado em 13 de novembro de 2014. Além desta convencéo,
a Resolucdo CONAMA N° 454/2012 estabelece valores que devem ser comparados com 0s

resultados de caracterizacdo quimica do material a ser dragado, sendo classificados em niveis
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1e2-100°e 1000° pg kg™ de TBT em &guas salinas/salobras, respectivamente (MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2012).

Embora a legislacao referente aos biocidas anti-incrustantes de terceira geracéo esteja
restrita a alguns poucos paises, € importante ressaltar que processos naturais, como correntes
maritimas e ventos, e atividades antrdpicas, como o trafego de embarcagdes, podem transportar
0s contaminantes para locais distantes da fonte (LOPES et al., 2019).

1.3 METODOS ANALITICOS

As tintas anti-incrustantes podem conter até 04 biocidas de refor¢co em sua composicao,
resultando numa mistura quimica que varia de acordo com o fabricante, o pais de origem da
tinta e a legislacéo vigente nos paises (ABREU, 2016). Visto que sua aplicagdo é indispensavel
nos cascos das embarcagOes, regides com elevada densidade de embarcacdes (marinas, iates
clubes, estaleiros e portos) estdo sujeitas a maiores concentracdes de biocidas anti-incrustantes
no ambiente. As regifes portuarias e costeiras estdo expostas a uma maior variedade de
compostos quimicos, oriundos das diferentes atividades desenvolvidas nestas areas. Esta
mistura de contaminantes se torna um grande desafio para os pesquisadores, seja do ponto de
vista ambiental quanto analitico. Do ponto de vistaambiental, os contaminantes podem interagir
entre si, causando efeitos sinérgicos, aditivos ou antagbnicos as espécies aquaticas (BAO et al.,
2013; KOTTUPARAMBIL et al., 2017; WANG, H. et al., 2011); do ponto de vista analitico-
operacional, a detec¢do simultanea de varios compostos é uma alternativa interessante para
reduzir os custos e 0s tempos necessarios para execucdo das analises, mas a diversidade
molecular torna a analise quali e quantitativa bastante complexa.

No final da década de 1990, Voulvoulis; Scrimshaw; Lester (1999, 2000) propuseram
métodos analiticos para determinacao simultanea de biocidas anti-incrustantes em amostras de
sedimento e dgua. Com o passar dos anos, a disponibilidade de informacGes acerca desses

compostos motivou o desenvolvimento de uma variedade de métodos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Métodos analiticos para deteccdo simultanea de biocidas anti-incrustantes

Analitos

Deteccéo

Referéncia

AGUA

Irgarol, diclofluanida,
diuron e DCOIT

Irgarol, clorotalonil,
diclofluanida e DCOIT

Irgarol, clorotalonil,
diclofluanida, DCOIT e

UE + SPE

HPLC-APCI-MS

GC-ECD e GC-FTD

GC-PCI-NCI-MS-MS

MARTINEZ:
BARCELO, 2001

SAKKAS et al., 2002

HERNANDO et al.,

TCMTB 2001
AGUA E SEDIMENTO
KONING:
Irgarol, DCOIT, DMSA SPE + ASE HPLC-MS/MS BOLLMANN:

e DMST BESTER, 2020

SEDIMENTO

Diclofluanida, diuron,

VA-MSPD + UAE +

Irgarol, DCOIT e SPE LC-ESI-MS/MS CALDAS et al., 2018
TCMTB
Clorotalonil,
diclofluanida, Irgarol, FUSE + SBSE TD-GC-MS/MS GARCIA et al., 2020

DCOIT e TCMTB

Diclofluanida, diuron,
Irgarol, DCOIT e VA-MSPD HPLC-MS/MS SOARES et al., 2021b

TCMTB

Fonte: A autora (2021).

Uma das etapas mais criticas na analise de biocidas anti-incrustantes é o processo de
extracdo dos analitos e preparacdo para identificacdo e quantificacdo. Essa etapa envolve os
processos de extracao, purificacdo e pré-concentracdo dos analitos que, por fim, serdo separados
e determinados através de cromatografia (SOARES et al., 2021a).

No ambiente marinho, os biocidas sdo encontrados normalmente em concentragdes
traco, levando a necessidade da pré-concentracdo das amostras e reducdo dos limites de
deteccdo (SANCHEZ-RODRIGUEZ; SOSA-FERRERA; SANTANA-RODRIGUEZ, 2012).
Para as amostras de agua, as técnicas de extracdo mais utilizadas séo a extracao liquido-liquido
(LLE) e a extracdo em fase solida (SPE). Para o sedimento, as técnicas mais frequentes séo
agitacdo mecanica, extracdo utilizando Soxhlet, extragdo assistida por micro-ondas (MAE) ou
ultrassom (UAE) e, mais recentemente, dispersdo em matriz em fase solida (MSPD)
(GATIDOU et al., 2005, SANCHEZ-RODRIGUEZ; SOSA-FERRERA; SANTANA-
RODRIGUEZ, 2012; SOARES et al., 2021a).
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A etapa de purificacdo, também chamada de clean-up, consiste na remogdo de
interferentes ou compostos indesejados que possam dificultar a deteccdo e quantificacdo dos
analitos de interesse. A técnica mais comum € a extracdo em fase sélida (SPE), que pode ser
realizada com uma variedade de cartuchos, tais como florisil, Oasis HLB e C18 (SANCHEZ-
RODRIGUEZ; SOSA-FERRERA; SANTANA-RODRIGUEZ, 2012; SOARES et al., 2021a).

A separagdo e determinagéo dos analitos de interesse sdo realizadas via cromatografia,
considerando as propriedades fisico-quimicas de cada composto para a escolha do detector mais
adequado. Na cromatografia gasosa, o sistema de deteccdo mais utilizado é o espectrémetro de
massas, apesar de o0s detectores por captura de elétrons e por ionizacdo de chama também serem
bastante utilizados (SOARES et al., 2021a). Na cromatografia liquida, o espectrémetro de
massas também é o mais utilizado, embora também sejam utilizados a ionizacdo por
eletropulverizacdo e a ionizacdo quimica de pressdo atmosférica (SOARES et al., 2021a). A
maior frequéncia no uso do espectrdbmetro de massas deve-se a sua elevada capacidade de
confirmagéo dos compostos de interesse através da relacdo massa/carga (m/z).

1.4 PROPOSTA DA DISSERTACAO

A problematica ambiental envolvendo biocidas de terceira geracao esta muito aquém de
ser totalmente elucidada. Propostas de regulacdo, monitoramento e mitigacdo precisam de
subsidios que somente a comunidade cientifica pode fornecer através de metodologias
analiticas adequadas, informacdes da presenca e quantificacdo destes compostos em matrizes
ambientais e experimentos ecotoxicoldgicos. O presente trabalho realizou uma anélise
minuciosa dos estudos desenvolvidos na América Latina e Caribe e reuniu as informac6es
disponiveis na literatura quanto a presenca no ambiente aquético, os efeitos toxicos sobre a
biota e as metodologias utilizadas para deteccdo e quantificacdo desses compostos em amostras
ambientais.

Esta revisdo identificou que nenhum estudo de contaminagdo por biocidas de terceira
geracdo foi realizado no Estado de Pernambuco, que abriga diversos organismos marinhos
distribuidos em um rico mosaico de ecossistemas. O Sistema Estuarino do Rio Capibaribe
(SERC) é uma importante regido estuarina localizada no Nordeste e que, apesar da intensa
degradacédo, ainda é considerado um importante ecossistema do ponto de vista ecoldgico,
turistico e socioecondmico para a cidade, Alguns estudos reportam a presenca de metais,
hidrocarbonetos, compostos organoclorados, esterois e outros contaminantes provenientes de
atividades antropicas no SERC (FERNANDES et al., 1999; MACIEL, 2015; MACIEL et al.,
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2016; MOURA, 2016; REGIS et al., 2018; SILVA; MACEDO; BRAYNER, 2010), sendo que
apenas um (MACIEL et al., 2018) investigou a presenca de agentes anti-incrustantes de 22
geracdo na regido. Diante do exposto, este estudo investigou a presenca dos biocidas de terceira
geracdo clorotalonil, diclofluanida e Irgarol no SERC, visto que esse sistema estuarino
apresenta uma intensa atividade portudria e nautica (recreacdo e pesqueira) que podem ser
fontes consideraveis destes compostos para o ambiente.

Neste estudo, as hipdteses testadas foram: (i) diferentes compartimentos do SERC estéo
contaminados por biocidas de terceira geracdo usados em tintas anti-incrustantes; e (ii) as
concentragOes sdo diferentes em regibes especificas do SERC, com as maiores concentracdes

nas proximidades de iates clubes e marinas.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de trés biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo (clorotalonil,
diclofluanida e Irgarol) em matrizes ambientais (agua, material particulado em suspensdo e

sedimento) coletadas no Sistema Estuarino do Rio Capibaribe (SERC), Recife — Pernambuco.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

" Compilar informacdes sobre as metodologias disponiveis, ocorréncia ambiental
e toxicidade dos biocidas de terceira geracdo na América Latina e Caribe;

" Implantar e validar uma metodologia adequada para determinacéo simultanea de
clorotalonil, diclofluanida e Irgarol em amostras ambientais;

. Analisar e quantificar esses compostos em amostras do SERC;

. Identificar as areas do SERC mais contaminadas por esses biocidas anti-
incrustantes;

" Identificar o atual estado de contaminacdo do SERC quanto a presenca desses
compostos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo esta dividida em nove subtdpicos que descrevem e detalham a area de estudo
(3.1), a localizacdo dos pontos de coleta (3.2), os procedimentos de coleta e preparo das
amostras ambientais (3.3), os padrdes analiticos e solventes utilizados durante as analises (3.4),
a etapa de preparo das solugdes analiticas (3.5), os parametros avaliados para validagdo do
método analitico (3.6), o controle de qualidade adotado (3.7), as técnicas utilizadas para
extracdo dos biocidas em amostras de agua, sedimento e material particulado em suspenséo

(3.8) e quais foram as analises estatisticas empregadas no tratamento dos dados (3.9).

3.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O Rio Capibaribe é considerado um dos maiores e mais importantes rios do estado de
Pernambuco, com cerca de 250 km de extensdo desde sua nascente na Serra do Jacarara, na
divisa dos municipios de Jatatba e Pocdo, até a sua foz. A Bacia Hidrografica do Rio Capibaribe
possui uma area de drenagem de 7.557,41 km2 (CPRH, 2019) e engloba 43 municipios, dentre
0s quais se destaca Recife, com populacédo estimada em 1.653.461 habitantes (IBGE, 2020).
Proximo a sua foz, o Rio Capibaribe contribui para a formacéo da Bacia do Pina, um importante
sistema do ponto de vista econdémico, ambiental e social para a cidade do Recife.

A Bacia do Pina é formada pela confluéncia de trés rios — Capibaribe, Jorddo e Tejipio
— e pelo Canal de Maré do Pina. Estes rios atravessam a regido metropolitana do Recife e
recebem uma grande quantidade de efluentes domésticos e industriais. Segundo dados da
Companhia Pernambucana de Saneamento, 75% dos efluentes do Recife e 44% da Regido
Metropolitana do Recife passam por coleta e tratamento antes de serem langados nos corpos
d'agua (comunicacdo pessoal com a ouvidoria da Compesa; COMPESA, 2020). Este corpo
d’agua flui em paralelo ao canal do Capibaribe e do Oceano Atlantico. Antes da sua foz, abriga
um dos mais importantes portos do Brasil, o Porto do Recife. A este mosaico de rios e corpos
d’agua, da-se 0o nome de "Sistema Estuarino do Rio Capibaribe™ (SERC) (Figura 1).
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Figura 1 - Sistema Estuarino do Rio Capibaribe (SERC) e seus principais contribuintes: Rio Capibaribe, Rio
Jorddo (J), Rio Tejipio (T) e Canal de Maré do Pina (P)
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-34.92 -34.90 -34.88 -34.86 -34.84 -34.8

Fonte: adaptado de Maciel et al. (2016).

Do ponto de vista climético, a regido é caracterizada como tropical do tipo As' (Umido
e guente) e apresenta dois padrdes climaticos: periodo seco (setembro a fevereiro) e periodo
chuvoso (margo a agosto) (PARDAL et al., 2019; XAVIER et al., 2017). A precipitacdo média
é de 2.200 mm ano* (OLIVEIRA, T. et al., 2014) e a temperatura média anual é de 25,5°C.

Em termos oceanograficos, 0 SERC é classificado como parcialmente misturado, com
vazdo média de aproximadamente 11 m3 s (SCHETTINI et al., 2016a) e meso-maré do tipo
semidiurna com alturas entre 1,0 e 2,7 m (XAVIER et al., 2017). A circulacdo estuarina é
controlada principalmente pelas marés e influenciada pela descarga fluvial durante o periodo
chuvoso (XAVIER et al., 2017). A batimetria da regido e a sua forma influenciam diretamente
o0s padrdes de circulagéo, auxiliando o transporte e/ou deposicao de poluentes. Para a regido de
interesse, Silva (2003) encontrou profundidades entre 4 e 9 metros; para o canal portuario,
foram observadas profundidades entre 8 e 14 metros (OLIVEIRA, T. et al., 2014).

O SERC esta localizado na zona urbana do Recife e o aporte de poluentes ocorre por
fontes difusas (galerias de esgotos e aguas pluviais, por exemplo) e/ou pontuais (efluentes

oriundos das atividades do Porto do Recife, marinas e algumas indudstrias localizadas no seu
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entorno) (ZANARDI-LAMARDO et al., 2016). Neste complexo estuarino esté localizado o
Porto do Recife, um dos principais portos do pais, que recebe navios estrangeiros para
importacdo e exportacdo de cargas, bem como cruzeiros turisticos. Nos seus arredores, €
possivel observar a presenca de marinas e locais para reparos e manutencao de barcos menores,
gerando um fluxo considerdvel de embarcacdes que, consequentemente, podem atuar como
fontes de contaminacdo local (KOTRIKLA, 2009; MATTOS et al., 2017).

3.2 DESCRICAO DOS PONTOS AMOSTRAIS

Para a coleta das amostras, foram selecionados locais que pudessem se comportar como
fontes potenciais dos biocidas como iates clubes, marinas e regides com trafego de embarcacgdes
de portes e atividades distintas (ex.: embarcagdes pesqueiras, transporte de pessoas e atividades
turisticas), com excecdo de P1 e P2. Os pontos de amostragem estdo representados na Figura 2
e as coordenadas geograficas com uma breve descricdo referente a cada ponto estdo descritas

na Tabela 3.

Figura 2 - Pontos de amostragem no Sistema Estuarino do Rio Capibaribe (SERC)
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Fonte: adaptado de Maciel et al. (2016).
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Tabela 3 - Coordenadas geogréficas dos pontos de amostragem no SERC

Ponto Latitude (S) Longitude (O) Breve descricao
P1 08°02'31,4" 34°54'17,0" Pier do Jardim do Baoba (ZTM)
o ewsrs  asssez  Concide s Cobarbe Tt
P3 08°04'44,3" 34°53'24,4" Cabanga late Clube
P4 08°04'42,3" 34°52'37,8" late Clube do Recife
P5 08°04'09,9" 34°52'20,6" Pernambuco late Clube
P6 08°03'10,9" 34°52'03,7" Porto do Recife (berco 05)
P7 08°02'48,8" 34951'46,2" Porto do Recife (saida)

Fonte: A autora (2021).

O ponto P1, descrito como o pier do Jardim do Baoba, foi escolhido por estar localizado
préximo a zona onde ocorre a méxima turbidez estuarina do Rio Capibaribe (SCHETTINI et
al., 2016b). Esta regido € caracterizada pela elevada concentracdo de material particulado em
suspensdo e € uma regido importante para a dindmica de poluentes no estuario (SCHETTINI et
al., 2016b).

O ponto P2 esta localizado na regido de encontro dos rios que formam a Bacia do Pina.
Este ponto foi escolhido pela possibilidade da ocorréncia de um acimulo de biocidas nesse
local como consequéncia da contribui¢do dos rios e da forca da maré, que tende a reter os
contaminantes na por¢ao mais interna deste corpo d’agua (MACIEL, 2015; MACIEL et al.,
2016).

Os pontos P3, P4 e P5 representam iates clubes e marinas, locais com uma quantidade
relevante de embarcagdes atracadas que podem liberar biocidas anti-incrustantes na coluna
d’agua de forma continua. Esses locais foram escolhidos a fim de avaliar a contribui¢do de
pequenas embarcacdes no aporte de biocidas de refor¢o e, consequentemente, a influéncia da
proximidade de fontes nas concentragdes ambientais observadas. E importante destacar que
nestes pontos, a coleta foi realizada em areas mais abrigadas e com menos fluxo de agua,
possibilitando a distribui¢do dos contaminantes nas diversas matrizes ambientais.

Os pontos localizados na regido portuéaria (P6 e P7) foram escolhidos devido ao trafego
de embarcacdes de grande porte, provenientes de varios lugares do mundo, o que pode resultar
numa variedade de contaminantes. O ponto mais externo (P7) também foi escolhido para avaliar
a influéncia da maré na presenca e dispersdo dos biocidas, visto que o P6 esta localizado numa

area mais abrigada do Porto do Recife.
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3.3 COLETA E PREPARO DE AMOSTRAS

As amostras de &gua, MPS e sedimento foram coletadas nos 07 pontos descritos acima,
ao longo do SERC. Foram realizadas trés campanhas, sendo 2 em outubro de 2020 e uma em
fevereiro de 2021. As amostras de agua foram coletadas em todas as campanhas; o MPS foi
coletado nas campanhas 2 e 3, e 0s sedimentos foram coletados durante as campanhas 1 e 3
(apenas uma amostra por ponto). As coletas foram realizadas na baixa-mar e durante as marés
de sizigia para verificar a presenca dos compostos na dgua sob menor influéncia oceénica.

A proposta inicial deste trabalho era avaliar a ocorréncia de biocidas de refor¢co em dguas
estuarinas, mas durante as analises laboratoriais optou-se pela coleta e analise exploratéria de
outras matrizes ambientais — material particulado em suspenséo (MPS) e sedimento — para
obtenc¢éo de dados complementares.

3.3.1 Agua e Material Particulado em Suspensdo (MPS)

Amostras de agua estuarina foram coletadas numa profundidade média de 0,5 m
utilizando garrafas de vidro ambar de 1L, previamente limpas e descontaminadas. As amostras,
coletadas em triplicata, foram acondicionadas em caixas térmicas com gelo até o laboratorio,
onde foram filtradas a vacuo e submetidas a extracdo em fase solida (SPE), respeitando o prazo
maximo de 30 h apds a coleta. Apoés a filtracdo, as membranas foram congeladas para posterior
analise dos biocidas no material particulado em suspens&o.

Durante a coleta, os parametros salinidade e temperatura foram medidos com o auxilio
de um refratbmetro portatil (MRC, modelo REF-211) e term6metro de mercdrio. As

coordenadas geograficas foram obtidas utilizando um GPS portatil (Garmin, modelo eTrex 30).

3.3.2 Sedimento

As amostras de sedimento foram coletadas durante as campanhas 1 (outubro/2020,
pontos P1, P2, P6 e P7) e 3 (fevereiro/2021, P3, P4 e P5). Por um problema logistico, nao foi
possivel coletar todos os sedimentos no mesmo momento. Entretanto, por se tratar de uma
matriz mais estavel (comparada com a &gua) e por ser um periodo de menor perturbagdo dos
sedimentos (verdo), acredita-se que o conjunto de resultados representa a contaminacgdo do

SERC no periodo seco e ndo compromete a qualidade dos resultados gerados. As amostras do
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P1 e do P2 foram coletadas proximo as margens devido a presenca de baronesas (plantas
aquaticas, P1) e mariscos (P2), que impossibilitaram a coleta na regido central do rio.

Para a coleta, utilizou-se uma draga do tipo van Veen, onde apenas a camada superficial
(2 a 3 centimetros) foi retirada com uma colher de inox e acondicionada em formas de aluminio
previamente calcinadas (450°C/8 horas). As amostras foram mantidas em caixas térmicas com
gelo até o laboratorio e armazenadas em freezer a -20°C. Apds congeladas, foram liofilizadas
(72 horas), maceradas com auxilio de um almofariz e pistilo e transferidas para frascos de vidro
até o momento da extracdo. Infelizmente nédo foi possivel fazer as analises granulométricas e
nem quantificar os teores de matéria organica, sendo realizada apenas a deteccdo e
quantificacdo dos co-biocidas.

3.4 PADROES ANALITICOS E SOLVENTES

Os solventes e os padrdes analiticos utilizados neste estudo apresentam grau de pureza
elevado (Tabela 4) a fim de minimizar quaisquer interferéncias nos resultados obtidos, visto

que os analitos se encontram em baixas concentracées (ng L ou ng g1).

Tabela 4 - Solventes utilizados nas andlises quimicas

Padréo/Solvente (CAS) Pureza Fabricante
Clorotalonil (1897-45-6) 98% Sigma-Aldrich
Diclofluanida (1085-98-9) 98% Sigma-Aldrich
Irgarol (28159-98-0) 98% Sigma-Aldrich
Terbutrin (886-50-0) 98% Sigma-Aldrich
p-terfenil-di4 (1718-51-0) 98% Sigma-Aldrich
Acetato de etila (141-78-6) 99,9% Riedel-de Haén
Acetonitrila (75-05-8) 99,8% PanReac AppliChem
Diclorometano (75-09-2) 99,8% Riedel-de Haén
Metanol (67-56-1) 99,9% Macron Fine Chemicals
n-hexano (110-54-3) 95% Riedel-de Haén
Agua ultrapura (7732-18-5) <99% Merck

Fonte: A autora (2021).
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3.5 PREPARO DAS SOLUCOES

Os padrdes analiticos foram utilizados para o preparo das solugdes necessarias a
construcdo da curva analitica e fortificacdo de amostras. As solugdes mde dos padrdes
individuais (200.000 ng mL™) foram preparadas a partir da solubilizagdo de 0,010 g de cada
analito em 50 mL de metanol. A solucdo estoque mista (SEM) foi preparada em n-hexano,
contendo os trés biocidas de interesse (clorotalonil, diclofluanida e irgarol), numa concentracdo
de 10.000 ng mL* de cada analito. A partir desta solugdo, preparou-se uma solucio trabalho
mista (STM, 1.000 ng mL™?) também em n-hexano — esta solugéo foi utilizada para fortificaco
das amostras nos ensaios de fortificacdo e para construgdo da curva analitica. Todas as solucGes
utilizadas neste trabalho foram armazenadas em frascos ambar e mantidas sob refrigeracéo a -
20°C.

3.6 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A avaliacdo do método analitico proposto para anélise em &gua utilizou como referéncia
alguns parametros recomendados pelos 6rgdos regulatérios INMETRO e ANVISA em seus
respectivos guias de validacdo. Os parametros de desempenho avaliados foram linearidade,
limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), exatid@o (ensaios de recuperacédo) e precisdo
(repetitividade).

3.6.1 Linearidade, curva analitica e faixa de trabalho

A linearidade é definida como a capacidade apresentada pelo método em fornecer
respostas diretamente proporcionais a concentracdo do analito em uma determinada faixa
(BRITO et al., 2003). Nesse estudo, a linearidade foi avaliada através das curvas analiticas
individuais, dos coeficientes de determinacéo (r?) e das equagdes de regressao linear. As curvas
analiticas foram preparadas em n-hexano a partir da solucao trabalho mista (STM, 1.000 ng
mL1) contendo 9 concentragbes (n = 9): 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 500 e 800 ng mL™. O
terbutrin foi utilizado como padrdo interno (surrogate, Pl), sendo adicionado em todos os
pontos da curva na concentragio de 100 ng mL™ (método de padronizagéo interna).

A faixa de trabalho € o intervalo entre a menor e a maior concentra¢do do analito em
uma amostra onde o método analitico empregado apresenta um nivel aceitavel de linearidade,

exatiddo e precisdo (ICH, 1995). A faixa de trabalho utilizada equivale a menor e maior
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concentragéo da curva analitica, ou seja, 1 — 800 ng mL* para diclofluanida e Irgarol e 2,5 —
800 ng mL™* para clorotalonil.

3.6.2 Exatidao

A exatid&o refere-se a concordancia entre o valor medido e o valor de referéncia aceito
como verdadeiro, sendo comumente determinada através de ensaios de recuperacéo,
comparacOes interlaboratoriais e utilizacdo de materiais de referéncia certificados (MRC)
(INMETRO, 2020). Devido a inexisténcia de material de referéncia certificado para analise de
biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo, a exatidao foi estimada através da recuperacdo
dos analitos em amostras previamente fortificadas (AF).

As amostras foram fortificadas com quantidades conhecidas dos analitos de interesse,
em trés niveis de concentragdo — 25, 100 e 500 ng mL™. Para avaliar a repetitividade do
procedimento analitico (discutida no item 3.6.3), cada nivel de fortificacdo foi analisado em
triplicata, conforme metodologia descrita no item 3.7.3.

A recuperacdo de cada analito foi calculada para cada concentracao segundo a Equacéo
1 (INMETRO, 2020). Os intervalos de recuperacdo aceitadveis para analises de residuos
encontram-se entre 70 e 120%, podendo ser de 50 a 120%, a depender da complexidade da
matriz e das andlises propostas (RIBANI et al., 2004).

Recuperacao (%) = (%) x 100 Q)
3
Onde: C; é a concentragdo do analito encontrado na amostra fortificada;
C é a concentracdo do analito no branco analitico;

Cs é a concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.
3.6.3 Preciséo

A precisdo consiste no grau de concordancia entre as medices realizadas e € usualmente
expressa por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO,
2020). Este estudo avaliou apenas a repetitividade, definida como a concordancia entre
medicdes repetidas de um mesmo método, realizadas sob as mesmas condic¢bes de medicéo -
mesmo instrumento utilizado nas mesmas condigdes, mesmo procedimento, analista, local e
curto espaco de tempo (RIBANI et al., 2004).
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Ensaios com amostras fortificadas, em trés niveis de concentracéo e em triplicata foram
conduzidos para avaliar a preciséo, a qual foi estimada por meio do desvio padrdo relativo
(também conhecido como coeficiente de variacdo, %CV), calculado atraves da Equacdo 2
(INMETRO, 2020). Para andlise de tragos ou impurezas em amostras ambientais, a
recomendac&o é que a precisdo seja em torno de 20% a depender da complexidade da amostra
(RIBANI et al., 2004).

N

CV(%) =

x 100 @)

média
Onde: s € a estimativa do desvio padréo absoluto;

Xmedia € @ média de uma serie de medicdes (ou seja, réplicas).

3.6.4 Limites de detec¢do (LD) e de quantificacao (LQ) do método

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracao do analito que pode ser identificada
numa analise cromatografica, mas ndo necessariamente quantificada com confiabilidade. Neste
estudo, o limite de deteccdo foi considerado como trés vezes o ruido da linha de base, observado
visualmente durante a integracdo dos picos cromatograficos. O limite de quantificacdo (LQ) é
a menor concentracdo do analito que pode ser determinada quantitativamente com um nivel
aceitavel de preciséo e exatiddo (INMETRO, 2020). Neste estudo, o LQ foi considerado como
a menor concentracio da curva analitica (1 ng mL™ para Irgarol e diclofluanida e 2,5 ng mL™*
para o clorotalonil) dividido pelo volume/massa analisado.

3.7 CONTROLE DE QUALIDADE
Esta secdo detalha como foram preparadas as amostras para avaliacdo do controle de

qualidade das analises realizadas.

3.7.1 Controle analitico

O controle analitico (CA) é utilizado para calcular a recuperacdo dos padrdes internos
na amostra, bem como avaliar a qualidade das soluces utilizadas. Para cada lote analitico, foi
preparado um CA, que é constituido por 100 pL do terbutrin (surrogate, PI, 1.000 ng mL™Y),
100 pL do p-terfenil-di4 (internal standard, PICG, 1.000 ng mL™) e 100 uL da STM (solugdo
trabalho mista, 1.000 ng mL™) utilizada para fortificacdo das amostras. Apés a adicdo das

solugdes, o volume final foi ajustado para 1 mL com n-hexano e o CA foi injetado diretamente
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no cromatégrafo a gas, sem passar por nenhum procedimento analitico. Os resultados s&o
considerados como uma recuperacdo de 100%. A recuperacao dos padrdes internos adicionados
nas amostras antes dos procedimentos analiticos foi calculada em relagéo aos resultados obtidos

no CA, segundo a Equacao 3:

PI
Recuperagio(%) = % X 100 3)
CA

PICG

PI . ~ . ~ .. N
Onde: (ﬁ) é razdo entre as areas dos padrfes adicionados as amostras;
AM

PI . ~ . ~
(—) é razdo entre os as areas dos padrdes do CA.
PICG/ cp

3.7.2 Branco analitico

Os brancos analiticos sdo utilizados para avaliar se houve contaminacgdo durante algum
procedimento laboratorial ou decorrente da vidraria, materiais e/ou solventes utilizados. Nesse
estudo, foram preparados dois brancos analiticos para cada lote de amostras analisadas.

Para as amostras de agua e MPS, os brancos foram preparados utilizando amostras de
agua marinha sem os analitos de interesse - no caso do MPS, as analises foram feitas utilizando
as membranas filtrantes. Os brancos do sedimento foram preparados utilizando sulfato de sddio
previamente queimado em mufla a 450°C, por 6 horas. Em cada branco, adicionou-se o Pl
(surrogate, 1.000 ng mL™) e, na sequéncia, foram submetidos aos mesmos procedimentos
analiticos aplicados as amostras, conforme descrito nos itens 3.8.1 a 3.8.3. Os extratos foram
ressuspensos em n-hexano e apds adi¢do do PICG (internal standard, 1.000 ng mL), foram

injetados no cromatdgrafo a gas para quantificacdo dos contaminantes, se presentes.
3.7.3 Amostras fortificadas

Com o intuito de verificar a precisdo e exatidao entre os resultados obtidos, foram
utilizadas amostras fortificadas (AF) para avaliar a repetibilidade do método proposto. A
exatidao foi investigada comparando os resultados obtidos com os esperados. Para cada lote
analitico, preparou-se uma amostra fortificada adicionando quantidades conhecidas dos analitos

de interesse.
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Assim como o branco analitico, as amostras fortificadas de agua e MPS foram
preparadas utilizando aliquotas de &gua marinha limpa, enquanto que as AF de sedimento foram
preparadas utilizando um sedimento onde se esperava baixa ou nenhuma concentracdo dos
biocidas. Para isso, as AF foram fortificadas com 100 pL da STM (1.000 ng mL™?) e 100 pL do
Pl (surrogate, 1.000 ng mL™), a fim de se obter uma concentragdo de 100 ng mL™ de cada
composto de interesse. Na sequéncia, as amostras foram submetidas aos procedimentos
analiticos aplicados as demais amostras (itens 3.8.1 a 3.8.3). O célculo da recuperacdo dos

analitos foi feito segundo a Equacéo 1:

Recuperagio(%) = z—:x 100 (1)

Onde: C; € a concentracdo do analito na amostra;

C, é a concentracdo real do analito.

3.8 EXTRACAO DOS BIOCIDAS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Esta secdo apresenta e descreve as metodologias empregadas para extracdo dos biocidas
de terceira geracdo em trés matrizes ambientais — agua superficial, sedimento e material
particulado em suspensdo. Além disso, também estdo apresentados 0s parametros
cromatograficos e informacdes sobre tempo de retencédo e abundancia relativa dos biocidas anti-

incrustantes.
3.8.1 Amostras de agua

Para as analises dos biocidas de 32 geracdo, a literatura reporta métodos analiticos que
normalmente empregam etapas de extracdo e pré-concentracdo, seguida pela andlise
cromatografica (SANCHEZ-RODRIGUEZ; SOSA-FERRERA; SANTANA-RODRIGUEZ,
2012). Dentre as técnicas ja reportadas, a extracdo em fase sélida (SPE) é uma das mais
utilizadas em amostras aquosas (SOARES et al.,, 2021a), pois utiliza menos solventes
organicos, reduzindo os custos e a quantidade de residuos gerados (DINIZ, L., 2016). Com base
nisso, a extracdo em fase solida foi escolhida para quantificacdo dos biocidas e considerou testes
prévios conduzidos no OrganoMAR.

Inicialmente, as amostras foram filtradas & vacuo para remogéo do material particulado

em suspensdo (MPS). Para isso, foi utilizado um kit de filtragcdo (Sartorius, modelo 16307)
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composto por kitassato, funil de placa porosa, pinca de aluminio e copo de vidro, que foi
acoplado a uma bomba a vacuo (Tecnal, modelo TE0581). As membranas filtrantes foram de
fibra de vidro (Whatman®, diametro de 47 mm e porosidade de 1.6 um) e, apoés a filtracao,
foram mantidas sob refrigeracéo até a extracdo do MPS. Apos a filtracdo, adicionou-se 100 pL
do PI (surrogate, 1.000 ng mL™) nas amostras de dgua como padrdo de recuperacio, para
avaliar as possiveis perdas dos analitos durante os procedimentos de laboratério.

A extracdo em fase sélida (SPE) foi realizada com o cartucho Chromabond PP C18 EC
(3 mL/500 mg, Macherey-Nagel®). Os cartuchos foram condicionados com metanol e agua
ultrapura, e as amostras foram percoladas num fluxo aproximado de 2 mL min. Na sequéncia,
os cartuchos foram lavados com &gua ultrapura para remocao de interferentes, secos a vacuo e
os analitos foram eluidos com diclorometano (Figura 3). Os eluatos foram evaporados sob fluxo
de nitrogénio até a secura, ressuspensos em n-hexano e, apds a adi¢cdo de 100 pL do PICG
(internal standard, 1.000 ng mL1), os extratos foram injetados em cromatdgrafo a gas acoplado
a um espectrémetro de massas. O LQ do método foi 3,3 ng L™ para Irgarol e diclofluanida e 8
ng L para o clorotalonil. As concentragdes dos analitos encontrados nos brancos foram

subtraidas das amostras dos respectivos lotes.

Figura 3 - Fluxograma do processo de extracdo em fase solida (SPE)
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2 x 3 mL de metanol + 300 mL de amostra, 2 mL min’
2 x 3 mL de agua ultrapura
(
! : "
J U
®e
@
Lavagem Secagem Eluicdo
2 x 3 mL de agua A vacuo, 60 min 2 x 3 mL de diclorometano
ultrapura

Fonte: adaptado de Macherey-Nagel (c2021)
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3.8.2 Amostras de MPS e sedimento

As andlises dos biocidas de terceira geracdo no material particulado em suspensao
(MPS) e no sedimento foram realizadas via extracdo assistida por ultrassom (UAE), com
purificacdo via extracdo em fase sélida (SPE), segundo métodos validados por Martinez e
Barcelé (2001), Harino et al. (2005), Soroldoni et al. (2018) e Abreu et al. (2020), com
pequenas modificacoes.

Para a analise do MPS, as membranas filtrantes foram pesadas em balanca analitica
(Shimadzu, modelo AY220) antes e ap0s a filtracdo a vacuo para calcular a massa do MPS.
Ap0s a secagem (realizada no dessecador para evitar perda dos analitos via degradacéo térmica)
e pesagem, as membranas foram acondicionadas em vials de 40 mL e fortificadas com 100 uL
do PI (surrogate, 1.000 ng mL™). Para o sedimento, aliquotas de 1 g foram pesadas e
fortificadas com o mesmo padrdo interno.

As proximas etapas descritas sdo idénticas para ambas as matrizes (Figura 4).
Adicionou-se 15 mL de acetonitrila em todas as amostras, que foram agitadas por 1 minuto no
vortex (Logen Scientific, modelo LSM56/4-BIV), sonicadas em banho ultrassénico (50°C por
30 minutos) e centrifugadas (Nova Instruments, modelo NI 1831) durante 7 minutos a 4000
rpm. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico e o processo foi repetido mais
uma vez. Os sobrenadantes de cada amostra foram combinados, concentrados até 1 mL no
evaporador rotativo (Fisatom, modelo 801) e, ap6s adi¢do de cobre ativado, foram mantidos
por uma noite para posterior extracdo e purificacdo. No dia seguinte os extratos foram
transferidos para outro baldo, diluidos com 50 mL de &gua ultrapura e submetidos a SPE.

O cartucho foi condicionado com 2 x 2 mL de acetato de etila e 2 x 2 mL de &gua
ultrapura. As amostras foram percoladas, os cartuchos foram lavados novamente com 2 x 2 mL
de &gua ultrapura e secos a vacuo durante 1 hora. Os analitos foram eluidos com 4 mL de uma
solucdo de acetato de etila:hexano (1:1) e o extrato foi seco sob fluxo de nitrogénio e
ressuspenso em 1 mL de n-hexano. Apos a adi¢do de 100 pL do PICG (internal standard, 1.000
ng mL™) e homogeneizacdo, 1 pL do extrato final foi analisado por GC-MS.

O LQ para as amostras de MPS foi 3,3 ng L™ para Irgarol e diclofluanida e 8 ng L™ para
o clorotalonil. O LQ para as amostras de sedimentos foi 1 ng g* para Irgarol e diclofluanida e
2,5 ng g para o clorotalonil. As concentragBes dos analitos encontrados nos brancos foram

subtraidas das amostras dos respectivos lotes.
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Figura 4 - Fluxograma da metodologia utilizada para extracdo dos biocidas em sedimento e no MPS

Extracdo assistida por ultrassom (UAE) Extracdo em fase solida (SPE)

Centrifugagdo (4000 rpm, 7 min) E9 Concentragdo — fluxo de N,

Concentracdo — evaporador rotativo | GC-MS

Fonte: A autora (2021).

3.8.3 Instrumentacédo e parametros cromatograficos

A identificacdo e quantificacdo dos analitos foram realizadas em um cromatografo a gas
acoplado a um espectrometro de massas (Agilent Technologies®, modelos 7820A e 5975C,
respectivamente) no modo de monitoramento de ions selecionado (SIM). Os parametros
cromatogréficos para determinacdo dos biocidas de reforgo utilizados nesse estudo foram
previamente otimizados pelo grupo do OrganoMAR (BEZERRA, 2016) e estdo resumidos na
Tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros cromatogréficos utilizados para determinacdo dos biocidas de 32 geracdo

Parametros do Cromatografo a Gas (CG)

Coluna HP-5MS: 30 m x 250 pum x 0,25 pm

Volume injetado: 1 puL; Modo de injecdo: Splitless
Temperatura do injetor: 280 °C

Programacéo do forno 80 °C (1 min) — A20 °C min até 200 °C — A8 °C min até 300 °C

Gas de arraste He 5.0 analitico; Vazdo: 1mL min

Injecdo

Parametros do Espectrémetro de Massas (EM)

Modo de analise SIM
Temp. da interface 280 °C
Temp. da fonte 230 °C
Temp. do quadrupdlo 150 °C
Modo de ionizagéo Impacto de elétrons (IE)

Fonte: Bezerra, 2016.
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Os tempos de retencdo, os fragmentos caracteristicos e a abundancia relativa dos

biocidas anti-incrustantes de terceira geracéo estéo listados na Tabela 6.

Tabela 6 - Tempos de retencdo, fragmentos caracteristicos e abundancia relativa dos biocidas anti-incrustantes de
terceira geracdo

Analito Tempo de retengdo Fragmentos Abundancia
(min) caracteristicos (m/z) relativa (%0)
268 100,0
. 264 82,5
Clorotalonil 9,483
266 47,5
109 17,0
123 100,0
. . 224 35,0
Diclofluanida 10,627
167 34,7
226 18,1
253 100,0
182 69,70
Irgarol 11,536
238 46,10
196 25,60
244 100,0
p-Terfenil-dis 243 324
(internal standard, 12,612
PICG) 245 19,3
240 10,7
226 100,0
' 185 83,5
Terbutrin 10374
(surrogate, PI) 241 60,8
170 51,0

Fonte: A autora (2021).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. O teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar diferencas significativas entre trés ou mais médias. Os
pontos amostrais foram divididos em quatro grupos: zona de turbidez (P1), confluéncia dos rios
(P2), marinas (P3, P4 e P5) e porto (P6 e P7). A analise de variancia (ANOVA) foi realizada
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para testar a hipotese de que as concentragdes de diclofluanida eram diferentes nos quatro
grupos amostrais. O teste post-hoc de Tukey foi realizado para estimar o tamanho médio do
efeito nas concentragdes de biocidas anti-incrustantes dissolvidos. Todas as analises estatisticas

foram feitas no software R (versdo 3.2.0) e com nivel de significancia (o)) de 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados a seguir e foram divididos em trés subtopicos,
considerando os objetivos especificos propostos no item 2.1. O subtdpico 4.1 apresenta, na
forma de um manuscrito, algumas informacdes reportadas na literatura sobre os biocidas de
terceira geracdo na América Latina e Caribe; o subtdpico 4.2 apresenta os resultados referentes
a avaliacdo dos parametros analiticos adotados para validacdo da metodologia; e o subtdpico
4.3 refere-se aos dados gerados através da analise das amostras ambientais coletadas do Sistema
Estuarino do Rio Capibaribe (SERC).

4.1 MANUSCRITO: BIOCIDAS ANTI-INCRUSTANTES DE TERCEIRA GERACAO NA
AMERICA LATINA E CARIBE: UMA REVISAO

4.1.1 Introducéo

A bioincrustacdo marinha ¢ um fendmeno biol6gico caracterizado pela acumulagédo
indesejada de microrganismos, plantas e animais em superficies naturais ou artificiais expostas
a agua. Sistemas de protecdo como tintas antivegetativas e primers sdo comumente aplicados
nessas superficies para evitar danos, principalmente a industria naval (DAFFORN; LEWIS;
JOHNSTON, 2011; KOTRIKLA, 2009), como o comprometimento estrutural da embarcacéo
(TURNER, 2010). As tintas anti-incrustantes sdo utilizadas para (i) reduzir a friccao entre o
casco do navio e a agua, evitando o aumento no consumo de combustivel e no tempo de
deslocamento; (ii) evitar o aumento da frequéncia entre docagens e 0 aumento dos custos das
operacdes e da quantidade de residuos gerados; e (iii) evitar a introducdo ndo intencional de
espécies exoticas (CHAMP, 2000; KOTRIKLA, 2009).

As primeiras tintas anti-incrustantes contendo biocidas na sua formulagdo surgiram em
meados do século XIX e utilizavam 6xidos de zinco e cobre como agentes anti-incrustantes
(ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007; FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007). Essas
tintas eram eficientes no combate de ascidias, moluscos e cracas, porém sua eficacia era baixa
para algumas espécies de algas que apresentavam resisténcia ao cobre (ALMEIDA,
DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007; OMAE, 2003). Outra desvantagem descrita para esses
produtos foi a rapida perda da eficiéncia, sendo necesséria a reaplicacdo da tinta em, no
méaximo, um ano (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011).
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Visando solucionar as limitagdes impostas pela geracdo anterior, foram desenvolvidas
tintas a base de compostos organoestanicos (COEs) como trifenilestanho (TPhT) e
tributilestanho (TBT). Essas tintas utilizam copolimeros associados aos biocidas,
proporcionando uma taxa de liberacdo constante e mais lenta dos biocidas e aumentando sua
eficiéncia e durabilidade (ABREU, 2016; GODOI; FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003;
HUGGETT et al., 1992). Por volta de 1980, 90% das embarca¢des mundiais eram revestidas
com tintas a base de COEs (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011) e logo os efeitos
toxicos do TBT comecaram a ser observados como anomalias nas larvas e imposex (ALZIEU
et al., 1986) e efeitos deletérios sobre organismos ndo alvo como bivalves, gastropodes e
mamiferos (ALZIEU, 2000; ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007).

Com base em tais efeitos, a aplicacao dessas tintas foi proibida em embarcac6es menores
gue 25 metros em paises europeus como Noruega, Alemanha e Franca — este ultimo permitia a
utilizacdo em embarcacOes com cascos de aluminio (CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012).
Além disso, a Organizacdo Maritima Internacional (IMO) prop6s, em 2001, o banimento
mundial dessas tintas através da Convencéo Internacional sobre o Controle de Sistemas Anti-
incrustantes Nocivos em Navios (Convencdo AFS). Novas aplicacdes ou reaplicacdes foram
proibidas a partir de 2003 e 0 ano de 2008 foi estabelecido como prazo limite para que as
embarcacdes e estruturas em operacao ndo fossem revestidas com tintas contendo COEs (IMO,
2008).

Simultaneamente a ocorréncia dos primeiros efeitos toxicos causados pelo TBT, novos
sistemas anti-incrustantes comecaram a ser fabricados e utilizados a partir de 1987 (CASTRO;
WESTPHAL; FILLMANN, 2011). O desenvolvimento e uso desses produtos surgiu da
necessidade de revestimentos de alta eficiéncia e que causassem menor impacto ambiental,
principalmente em organismos ndo-alvo. Apesar de ser uma alternativa, a aceitacdo dessas
tintas ndo ocorreu de imediato, sendo popularizada somente em 2008 com o banimento total
das tintas a base de COEs.

Alguns desses biocidas s&o adicionados as tintas anti-incrustantes a fim de potencializar
o efeito de metais ja existentes (ALMEIDA; DIAMANTINO; DE SOUSA, 2007) e podem
representar até 5% da sua composicdo (AGUERA et al., 2000). Por esta razo, os biocidas de
terceira geracdo séo conhecidos como biocidas de reforco, biocidas alternativos ou co-biocidas.
Atualmente, os biocidas de terceira geracdo englobam pelo menos 23 compostos quimicos com
menor persisténcia ambiental e, supostamente, com menores efeitos toxicos a biota aquéatica
(ABREU et al., 2020; THOMAS; BROOKS, 2010).
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Esses compostos sdo divididos em dois grupos: 1) biocidas ndo metélicos - Busan
(TCMTB), clorotalonil, diclofluanida, diuron, Irgarol 1051, Sea-Nine 211 (DCOIT), TCMS
piridina, tiram e trifenilbornano piridina — e 2) biocidas metalicos - cobre piritiona, maneb,
naftenato de cobre, dxido cuproso, tiocianato de cobre, zinco piritiona e ziram (IMO, 2005;
CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011; GUARDIOLA et al., 2012). Os mais utilizados
no mundo em tintas anti-incrustantes séo Irgarol 1051, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e
TCMTB (GARCIA et al., 2020).

4.1.2 Biocidas de reforco em ambientes aquaticos

Regibes costeiras com atividade portuéria e intenso fluxo maritimo estéo susceptiveis a
impactos ambientais relevantes, visto que as embarcacGes podem se comportar como fontes de
hidrocarbonetos do petrdleo, metais, compostos organicos e agentes anti-incrustantes (MORO
etal., 2018; SUN et al., 2016; TALVITIE et al., 2015). Além da perda de biodiversidade local,
esse desequilibrio ecoldgico pode causar depreciacdo da paisagem, resultando em perdas na
economia e no turismo. Alguns desses impactos sdo resultantes do descarte dos residuos
gerados pelas embarcacgdes, do abastecimento e queima de combustiveis fdsseis, da poluicdo
por emissfes atmosféricas e da introducdo de espécies exoticas (via agua de lastro ou por
bioincrustacdo) (BOLLMANN et al., 2010; ANTAQ, c2021).

Associado aos portos comerciais, € comum observar a presenca de marinas, pieres e
estaleiros, compondo a “estrutura portudria”. Esses empreendimentos tém sido recentemente
apontados como responsaveis por aportes consideraveis de substancias nocivas como 0s
biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo (BATISTA-ANDRADE et al., 2018). Apesar de
serem prioritérias, ndo sao regides exclusivas para os estudos quanto a ocorréncia de biocidas
em sistemas aquaticos, dado que esses biocidas podem atingir os sistemas costeiros através do
escoamento superficial pois alguns desses compostos também sdo utilizados como herbicidas
e/lou fungicidas (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011; YEBRA; KIIL; DAM-
JOHANSEN, 2004).

O banimento de tintas a base de TBT resultou na intensificacdo do uso dos biocidas de
reforco (KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004), aumentando a presenca e distribuicdo desses
compostos em ambientes aquaticos e costeiros ao longo dos anos. Alguns estudos ja avaliaram
os efeitos dos biocidas de reforco em organismos ndo-alvo (BAO et al., 2013; BELLAS, 2006;
OWEN et al., 2002), mas a maioria desses compostos ainda ndo foram amplamente estudados

e caracterizados quanto ao seu potencial toxico. Assim, as lacunas de informagéo sobre a
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ocorréncia ambiental, destino, toxicidade e persisténcia de biocidas de reforgo precisam ser
esclarecidas.

Estudos que avaliaram a presenca desses contaminantes em ambientes naturais reportam
concentragbes entre ng L e pg L' para agua (ANSANELLI et al., 2017; KOCK-
SCHULMEYER et al., 2019; LAM et al., 2017), e ng g™ e pg g* para sedimento (GARCIA et
al., 2020; KONING; BOLLMANN; BESTER, 2020; LEE, S; LEE, Y., 2017) (Tabela 10,
Material Suplementar). Diante da escassez de dados sobre a ocorréncia e os efeitos dos biocidas
em organismos locais e da importancia da América Latina e regido caribenha no contexto
mundial, este estudo compilou as informagdes reportadas sobre (i) as metodologias analiticas
utilizadas para deteccdo e quantificacdo dos biocidas de terceira geracdo em matrizes
ambientais; (ii) a ocorréncia ambiental desses compostos em paises da América Latina e Caribe;

e (iii) os estudos referentes a toxicidade dos biocidas anti-incrustantes sobre a biota aquatica.

4.1.3 Materiais e métodos

A fim de avaliar a ocorréncia e distribuicdo dos biocidas anti-incrustantes de terceira
geracdo na América Latina e no Caribe, foi adotada uma abordagem estruturada dividida em
seis etapas: (i) delimitacdo da area de interesse; (ii) pesquisa bibliografica; (iii) elaboracdo da
tabela de atributos; (iv) insercdo dos dados no SIG; (v) analise da distribuicdo e ocorréncia dos
biocidas anti-incrustantes em areas costeiras; e (vi) levantamento sobre os efeitos adversos a

biota decorrentes da exposicéo aos biocidas de reforco.

4.1.3.1 Levantamento bibliografico

A pesquisa bibliografica foi conduzida em duas bases de dados - Web Of Science

(https://www.webofknowledge.com/) e Science Direct (http://www.sciencedirect.com/)

considerando as publicacdes em periddicos revisados por pares. Devido a escassez de dados,
alguns estudos considerados como “literatura cinza” também foram considerados. Os
argumentos de busca utilizados em cada plataforma incluiram diferentes combinagdes dos
termos “booster biocides” e (i) nome do pais; (ii) marine sediment; (iii) seawater; (iv)
contamination Latin America; (v) South America; e (vi) Latin America. Dentre 0s artigos
disponiveis, foram considerados apenas aqueles que propuseram metodologias analiticas para

identificacdo e quantificacdo dos biocidas em amostras ambientais, avaliaram a ocorréncia em
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diferentes matrizes ambientais e/ou os efeitos tdxicos sobre organismos marinhos. No total,
foram compilados dados de estudos publicados e/ou cujas amostras foram coletadas entre o
periodo de 2001 e 2021.

4.1.3.2 Elaboragéo da tabela de atributos e inser¢éo dos dados no SIG

Apo6s uma revisdo de literatura detalhada e tendo como base os artigos selecionados,
algumas informacdes como coordenadas geogréaficas (latitude e longitude), ano e pais de
amostragem e as concentracdes detectadas foram extraidas e incluidas na tabela de atributos
(Tabela 7). Apenas os dados apresentados no corpo do texto ou em tabelas foram considerados.
Em seguida, os dados compilados nesta tabela foram importados para o QGis, um software GIS

livre e com codigo aberto, para representacéo geoespacial dos dados.

Tabela 7 - Atributos analisados para inclusdo dos artigos

Atributo Descricéo
Latitude e longitude Localizagdo geogréfica
Cadigo atribuido ao ponto Cadigo padronizado para cada ponto de coleta
Nome original do ponto Nome originalmente informado pelos autores
Pais Pais onde as amostras foram coletadas
Més e ano Data de obtencdo das amostras
Matrizes Amostras de sedimentos e dgua
Link para trabalho consultado Baseado na plataforma DOI

4.1.4 Resultados e discussao

4.1.4.1 Biocidas de reforgo em matrizes ambientais

Poucos estudos foram realizados utilizando amostras ambientais coletadas em paises da
América Latina e Caribe. O levantamento bibliografico resultou em 797 artigos, porém alguns
artigos ndo cumpriram os requisitos apresentados na Tabela 7, resultando em apenas 33 artigos
validos publicados ou cujas amostras foram coletadas entre 2001 e 2021. Estudos académicos
(trabalhos de concluséo de curso, dissertacdes e teses) também foram considerados, totalizando

43 publicacGes de 4 paises.



50

A base de dados gerou 420 registros considerando amostras de agua, &gua intersticial,
sedimento e particulas de tintas anti-incrustantes (PTA), e a maiores dos registros sao referentes
a amostras coletadas no Brasil (71% - 300 registros). Destes, 227 registros sdo relativos a
amostras de agua, 149 a amostras de sedimento, 34 a particulas de tintas anti-incrustantes, e 10
a amostras de agua intersticial. Nestas matrizes, os principais biocidas analisados foram
clorotalonil, diclofluanida, Irgarol, diuron, DCOIT e TCMTB. A distribuicdo relativa do
numero de estudos realizados em cada matriz, nas regides costeiras da América Latina e Caribe,

estad apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Ocorréncia de biocidas de refor¢o em diferentes matrizes ambientais e paises da América Latina.
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O Brasil é o pais com 0 maior numero de estudos sobre os biocidas de refor¢o na Latina
America. Neste pais, a primeira ocorréncia de Irgarol foi reportada em amostras de agua do rio
Paraiba do Sul, na cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (AZEVEDO; GERCHON,;
DOS REIS, 2004). Concentragdes de 138 ng L™ foram detectadas em uma regido com atividade
de barcos de pequeno porte, sugerindo a utilizacdo de tintas anti-incrustantes. Desde enté&o,
varios outros estudos foram realizados, mas a maioria se concentrou nos estados do Rio Grande
do Sul e Maranhdo.

Os biocidas diuron, diclofluanida, Irgarol, DCOIT e TCMTB foram investigados nos
sedimentos de diversos locais no Estuario da Lagoa dos Patos (ELP) (ABREU, 2016; CALDAS
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et al., 2018; DOMINGUEZ, 2010; SOARES et al., 2021b; SOROLDONI et al., 2018a). O
DCOIT foi 0 composto mais abundante (<0,1 e 1636 ng g), enquanto os demais apresentaram
concentragbes entre <0,1 e 17,8 ng g (Tabela 11, Material Suplementar). As maiores
concentracdes foram detectadas proximas a estaleiros e, provavelmente, estdo associadas a
presenca de particulas de tintas anti-incrustantes (PTAs) originadas da raspagem do
revestimento dos cascos. A composic¢do, a forma, a densidade e o tamanho das PTAs séo
influenciados pela variedade de tintas e o método de remocdo, e a combinacdo dessas
caracteristicas e a hidrodindmica interferem no transporte dessas particulas, resultando numa
distribuicdo espacial bastante heterogénea (SOROLDONI et al., 2018a). E importante destacar
que, apos a liberagdo, as PTAs podem atuar como fontes secundérias de biocidas para o
ambiente aquatico.

Ainda na regido do ELP, alguns estudos investigaram a ocorréncia de diuron e Irgarol
em éareas portuarias (ao longo do ELP) e em aguas superficiais (Canal de Sdo Gongalo)
(CALDAS et al., 2019; DEMOLINER et al., 2010; DOMINGUEZ et al., 2014). Em 2009,
baixas concentracdes de diuron (21 ng L) e Irgarol (6 ng L) foram detectadas em amostras
de &gua coletadas em regides sob a influéncia de instalacbes portuarias (DOMINGUEZ et al.,
2014). Segundo os autores e de acordo com informacdes reportadas em outros estudos
(MOCHIDA; FUJII, 2009; PERINA et al., 2011), estes valores tém baixa probabilidade de
causar danos as espécies aquaticas. Entre 2011 e 2014, as aguas superficiais apresentaram
concentracdes entre 50 e 790 ng L™ e 4 e 10 ng L para diuron e Irgarol, respectivamente
(Tabela 11, Material Suplementar) (CALDAS et al., 2019).

No estado de Sdo Paulo (regido sudeste do Brasil), as concentragbes dos biocidas
clorotalonil, diuron, Irgarol e tiram foram medidas em amostras de agua do Sistema Estuarino
de Santos e Sdo Vicente (SESS), apresentando concentragdes entre <70 e 2330 ng L™ (DINIZ,
L., 2016). Diuron e Irgarol foram detectados mais frequentemente, enquanto Tiram foi apenas
detectado em duas estacdes, e o clorotalonil ndo foi detectado em nenhuma amostra. A presenca
de diuron e Irgarol podem estar associadas ao maior uso desses biocidas em tintas anti-
incrustantes ou a suas propriedades fisico-quimicas como persisténcia, meia-vida e
biodegradabilidade (DINIZ, L., 2016). Além disso, a auséncia do biocidas Tiram e clorotalonil
pode ser resultado do uso recente desses compostos em tintas anti-incrustantes.

Ainda em S&o Paulo, a ocorréncia de clorotalonil, diuron, diclofluanida, Irgarol e
DCOIT foram investigadas em sedimentos coletados na regido préxima ao Porto de Santos em
2015 (ABREU, 2016; ABREU et al., 2020; SOARES et al., 2021b) (Tabela 11, Material

Suplementar). O DCOIT foi o biocida detectado em maiores concentracdes em ambos 0s
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estudos (74,6 e 41,1 ng g1) e os autores reportam que a influéncia de atividades maritimas
(presenca de portos e yachts) e o trafego de embarcacOes de lazer revestidos com tintas anti-
incrustantes que possuem este biocida podem ser as principais justificativas para tais
concentragdes

Na regido Nordeste do Brasil, os estudos sobre os biocidas de refor¢o avaliaram a
ocorréncia de Irgarol, diuron, clorotalonil e Tiram em diversas matrizes ambientais do estado
do Maranhéo (DINIZ, L., 2016; DINIZ, L. et al., 2014; DINIZ, M., 2017; VIANA et al., 2019,
2020). Em aguas estuarinas e costeiras, diuron e Irgarol foram detectados em concentracfes
que variaram entre <0,05 e 7,80 pg L™ e <0,02 a 4,80 pg L2, respectivamente (DINIZ, L. et
al., 2014; DINIZ, M., 2017; VIANA et al., 2020). Concentrages ainda menores foram
detectadas em amostras de agua intersticial (<0,05 — 0,47 pg L™ para diuron e <0,003 — 0,083
ug L para Irgarol) (VIANA et al., 2019). Nos sedimentos, niveis relevantes de Irgarol (<1,0 a
45,6 ng g1) e diuron (<5 a 55,2 ng gt) foram detectados em areas costeiras proximas a fontes
potenciais de contaminagdo e podem estar associadas a presenca de PTAs (VIANA et al., 2019,
2020). Segundo os autores, estas concentracdes sao preocupantes, visto que podem induzir
efeitos deletérios a organismos ndo-alvo de acordo com diretrizes internacionais de qualidade
ambiental (BAKKE et al., 2010; VAN WEZEL; VAN VLAARDINGEN, 2004).

Recentemente, a ocorréncia de biocidas de reforco (clorotalonil, diclofluanida, diuron,
Irgarol e DCOIT), de PTAs e de residuos desses biocidas nas PTAs foi investigada em
sedimentos de regides sob influéncia de atividades maritimas distintas no Sistema Estuarino de
Vitoria, no estado do Espirito Santo (ABREU et al., 2021). DCOIT e diuron foram os biocidas
detectados com maior frequéncia, em concentracdes variando de <0,2263,6 ngg™e <0,5¢e2,7
ng g}, respectivamente. Clorotalonil, diclofluanida e Irgarol foram detectados em pelo menos
uma amostra e, com excecdo do primeiro, as concentracdes observadas podem causar risco a
biota (BAKKE et al., 2010; VAN WEZEL; VAN VLAARDINGEN, 2004). As PTAs foram
detectadas em todas estacdes, exceto na por¢éo interna do sistema estuarino e, portanto, mais
distante de fontes dessas particulas. Quando sdo liberadas para o ambiente, essas particulas
ainda contém biocidas anti-incrustantes em sua composi¢do, podendo causar efeitos toxicos a
biota.

Embora o Brasil seja 0 pais com o maior nimero de estudos com biocidas de refor¢co na
America Latina, alguns estudos foram realizados na regiao caribenha (CARBERY et al., 2006)
e no Panama (BATISTA-ANDRADE et al., 2016, 2018). As aguas caribenhas foram
investigadas quanto a ocorréncia de clorotalonil, diclofluanida, Irgarol e DCOIT em regides

proximas a marinas e portos. Apenas o Irgarol foi detectado em concentracdes variando entre
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<1 e 51 ng L't em Porto Rico e entre <1 e 1300 ng L? nas llhas Virgens Americanas
(CARBERY et al., 2006). Os autores destacam que as concentra¢des detectadas em alguns
locais podem representar um risco agudo aos corais e as algas da regiao.

Aguas costeiras e sedimentos superficiais proximos a marinas, portos, e na entrada do
Canal do Panama foram analisadas quanto a presenca de cinco biocidas - diclofluanida, diuron,
Irgarol, DCOIT e TCMTB (BATISTA-ANDRADE et al., 2016, 2018). Na &gua, apenas 0
Irgarol e diuron foram detectados com concentragdes que variaram de <0,3a5ngL'e<2,7 a
70 ng L%, respectivamente (BATISTA-ANDRADE et al., 2016). Segundo os autores, as baixas
concentragcdes detectadas sugerem pouca contribuigdo dos navios que cruzam o Canal do
Panama no aporte de biocidas para a coluna d'agua. Entretanto, a exposicdo prolongada a baixas
concentracdes pode causar efeitos adversos a biota aquéatica. No sedimento, Irgarol (<0,08 a 2,8
ng g 1), diuron (<0,75 a 14 ng g*) e DCOIT (<0,38 a 81,6 ng g*) foram detectados e as maiores
concentragOes foram reportadas em areas de intenso trafego de embarcacgdes e baixa renovagéo
de agua (BATISTA-ANDRADE et al., 2018). Os niveis detectados em alguns pontos indicam,
de acordo com as diretrizes norueguesa e holandesa (BAKKE et al., 2010; VAN WEZEL; VAN
VLAARDINGEN, 2004), a possibilidade de efeito toxico a biota aquatica, incluindo

organismos bentbnicos, peixes demersais, plantas aquaticas e recifes de corais.

4.1.4.2 Efeitos tdxicos dos biocidas sobre a biota aquatica

Alguns estudos avaliaram os efeitos tdxicos dos biocidas de refor¢o sobre organismos
aquaticos em condicdes experimentais. Para isso, foram analisados organismos de diversos
niveis tréficos como bivalves, poliquetas, peixes, ouricos-do-mar, copépodes, anfipodos,
crustaceos e assembleias de nematddeos. O levantamento bibliogréafico resultou em 19 artigos
que realizaram experimentos em laboratorio utilizando amostras de agua e sedimento
fortificadas com concentracdes variaveis de clorotalonil, Irgarol, DCOIT, diclofluanida, diuron

e cobre piritiona (Tabela 8).
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Tabela 8 - Principais informac@es dos estudos que avaliaram a toxicidade de biocidas anti-incrustantes de terceira geracao sobre a biota aquatica

Grupo (espécie) Concentragio testada Efeitos Referéncias
CLOROTALONIL
) ] ) . GUERREIRO et
Bivalve (P. perna) 0,1; 10 g L* Afeta respostas imunes e reduz a capacidade de sobrevivéncia do ar | 2017
al.,
) Altera o sistema de defesa antioxidante, causa desequilibrio no estado redox e as GUERREIRO et
Bivalve (P. perna) 0,1; 10 pg L* o o
branquias podem estar atuando como primeira linha de defesa al., 2020
DA SILVA
Poliqueta (L. acuta) 0,1; 10; 100 pg L? Altera pardmetros bioquimicos e fisioldgicos e induz ao estresse oxidativo BARRETO et al.,
2018
. ., - . . . L LOPES et al.,
Peixe (P. vivipara) 1; 10 ug L* Danifica 0 DNA, reduz a qualidade espermaética e induz ao estresse oxidativo 2020
IRGAROL
. . . L MOREIRA et al.,
Peixe (M. beryllina) 0,1; 10 mg L* Induz efeitos de desregulacéo da tireoide 2018
DCOIT
GABE;
) Modula alguns componentes do sistema de defesa antioxidante e as branquias GUERREIRO;
Bivalve (P. perna) 0,1; 10 pg L* o
podem estar atuando como primeira linha de defesa SANDRINI,
2021
Bivalve (A. 0.0L 0.13 L4 Juvenis mostraram maior atividade basal de enzimas antioxidantes e o DCOIT DA SILVA et al.,
.01;0.13mg L
mactroides) : reduziu as atividades GST, SOD e CAT nas branquias e glandulas digestivas 2021

DICLOFLUANIDA
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) Altera as atividades das enzimas antioxidantes, reduz o conteido de agua e bisso ROLA et al.,
Bivalve (P. perna) 0,1; 10; 100 pg L? o
e aumenta o consumo de oxigénio 2020
Ourigo-do-mar (E. ) ) o )
, Nitocra sp: causa anormalidades embrionarias e reduz a fecundidade
lucunter) e copépodo 0,1; 1; 10; 100; 1000 pg L* ) ) B CRUZ, 2019
] E. lucunter: causa anomalias em larvas em baixas concentragdes
(Nitocra sp),
Agua: perda da estabilidade lisossdmica e modificacdes nas glandulas digestivas
Bivalves (P. pernae  0,01;0,1; 1; 10; 100; 1000 pg L* e branquias em concentragdes mais altas CRUZ. 2019
A. flexuosa) 1; 10; 100; 1000; 10000 ug g* Sedimento: efeitos mais expressivos em sedimentos com alto teor de matéria '
organica
’ ) Nitocra sp: ndo foram observados efeitos toxicos e a fecundidade foi similar para
Anfipodo (T. viscana) ) ) . -
) ) ambos sedimentos (alto e baixo teor de matéria organica)
e copépodo (Nitocra 1; 10; 100; 1000; 10000 ug g* ) ) . CRUZ, 2019
) T. viscana: mortalidade aumentou nas concentrages 1000 e 10000 pg gt e o
S
P teor de matéria organica influencia na toxicidade
IRGAROL E DIURON
) Causa atrasos e algumas anormalidades esqueléticas. Irgarol é mais toxico que o
Ourico-do-mar 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000; ) o . ) ) ) PERINA et al.,
] diuron e a embriogénese é interrompida mais cedo em organismos expostos ao
(L. variegatus) 8000 ug L* 2011

Assembléias de

nematodos

Copépodo (A. tonsa) e
crustaceos (M. juniae
e K. schubartii)

5, 10, 50, 400, 500; 1600 pg kg

200, 400, 800, 1600, 3200 pg L*

(A. tonsa e M. juniae)

Irgarol
Reduz a densidade da meiofauna, a riqueza de espécies de nematodos e a
diversidade, altera a estrutura multivariada da comunidade e causa mortalidade

precoce

Biocidas apresentaram o mesmo padrdo de toxicidade: Irgarol é mais toxico que

o diuron. M. juniae é mais sensivel e K. schubartii ¢ menos sensivel

GALLUCCI et al.,
2015

PERINA, 2009



500; 1000; 5000; 10000; 20000
ug L (K. schubartii)

) Toxicidade crénica na agua: aumento progressivo na concentragdo resulta em
Ourico-do-mar (L. 250; 500; 2000; 4000; 8000 pg L

) efeitos mais pronunciados causados pelo Irgarol. Efeitos causados pelo diuron
variegatus) !

comegam a ser sentidos em concentragdes menores
Toxicidade aguda no sedimento: T. viscana é mais sensivel em compara¢do com

Anfipodo (T. viscana) 3; 30; 300; 3000; 30000 pg L*
a fase aquosa

56

PERINA, 2009

PERINA, 2009

CLOROTALONIL E DICLOFLUANIDA

Efeitos no figado, intestino e pancreas. Clorotalonil é mais toxico que a

Peixe (P. vivipara) 10, 25, 50; 75 pg L? ) ) DE PAULO, 2018
diclofluanida
COBRE PIRITIONA
Causa anormalidades na notocorda (o que pode modificar os padrdes de natacao ALMOND;
Peixe (D. rerio) 12; 64 pg L e locomocao), degeneracdo da fibra muscula e reducéo na capacidade TROMBETTA,
antioxidante total 2017
—_ . , S BORG;

] o Nas branquias, aumenta a concentracéo de Cu e induz modificacOes ultra

Peixe (S. fontinalis) 2;4;8;18;32;64 ug L TROMBETTA,

estruturais. Esgota as defesas antioxidantes celulares

2010
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Além dos estudos que avaliaram os efeitos toxicos sobre a biota em condicOes
experimentais, dois estudos reportaram o potencial risco ecoldgico dos biocidas de terceira
geracdo nas matrizes agua e sedimento (ABREU; MARTINS; FILLMANN, 2021; VIANA et
al., 2020). As concentracdes sem efeito previsto (PNEC) calculadas para agua foram 2,4 ng L
1e1,5ng L para Irgarol e diuron, respectivamente. Os quocientes de risco foram superiores a
1 para ambos 0s compostos, indicando alto risco a biota em concentra¢des superiores a 18,1 ng
L de Irgarol e 3,2 ng L™ de diuron (VIANA et al., 2020). Nos sedimentos, as PNEC reportadas
foram 0,15 ng g* para diuron, 0,97 ng g para DCOIT, 9,5 ng g para clorotalonil e 16 ng g*
para Irgarol. As analises ao longo da costa brasileira indicaram alto risco, com possibilidade de
agravamento do impacto causado pelo DCOIT especialmente em portos, marinas, estaleiros e
zonas de trafego maritimo (ABREU; MARTINS; FILLMANN, 2021).

Devido a relevancia das PTAs no aporte dos biocidas de reforco para os ambientes
aquaticos, seu risco potencial sobre organismos bent6nicos foi avaliado pela primeira vez
recentemente utilizando sedimento fortificado com as PTAs e solucbes elutriadas
(SOROLDONI et al., 2017, 2020). A presenca de PTAs pode oferecer um risco ao copépode
Nitokra sp — em baixas concentracdes, foi observado uma reducdo significativa na sua
fecundidade, enquanto que em altas concentragdes, ndo houve sobrevivéncia (SOROLDONI et
al., 2017). O outro estudo reportou que as interagdes entre 0s organismos e o sedimento pode
influenciar a toxicidade e alterar o comportamento dos organismos, colocando em risco a
sobrevivéncia da populacdo (SOROLDONI et al., 2020). Além disso, 0os maiores niveis de
mortalidade foram observados no teste realizado com sedimento em comparagdo com o teste
com solucéo elutriada, sugerindo que a sensibilidade dos organismos esta associada a matriz
analisada (Soroldoni et al., 2020).

Ambos os estudos enfatizam que mesmo ap0Os a retirada dos cascos de navios e
embarcacdes, as PTAs podem conter niveis relevantes de compostos quimicas que podem ser
liberados no ambiente aquéatico. Assim, atuam como fontes continuas e locais de metais e
contaminantes organicos, afetando organismos epibentonicos e planctonicos. Conforme
mencionado anteriormente, o Brasil ndo possui recomendag0es nem legislagdo quanto ao uso
de biocidas de refor¢o em sistemas aquéticos. O primeiro passo necessario é o desenvolvimento
de regulamentacGes e/ou restricbes para alguns desses compostos, uma vez que os efeitos
toxicos causados por alguns deles ja foram relatados (Tabela 8). Também é urgente a criagédo
de programas de monitoramento e mitigacdo, principalmente em regides com intenso trafego
de embarcacdes e navios e com presenga de manutencdo de embarcacGes, a fim de evitar a

disperséo de contaminantes e manter a saude dos ambientes aquaticos.
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Soroldoni et al. (2018b) também avaliou a toxicidade de metais comumente encontrados
em PTA sobre o copépode Acartia tonsa, testando diferentes salinidades e concentragdes dos
metais. Os resultados indicaram que 0os compostos toxicos liberados pelas PTAs sdo tdxicos
para esse organismo (até 100% de mortalidade), que a toxicidade esta relacionada a presenca
do metal utilizado como biocida e que a salinidade afeta tanto a toxicidade quanto a liberagéo
dos metais na agua, com as maiores concentracdes de Cu sendo observadas em salinidades mais
altas (SOROLDONI et al., 2018b).

4.1.4.3 Metodologias analiticas

Vérias metodologias tém sido propostas para investigar os biocidas de reforco em
matrizes ambientais, visto que ainda néo existe um método analitico padrdo (SOARES et al.,
2021a). A deteccdo simultanea de multiplos biocidas é uma alternativa interessante tanto para
a reducdo dos custos envolvidos nas analises quanto para a reducdo do tempo de execucao. De
uma perspectiva analitica-operacional, as caracteristicas fisico-quimicas de cada composto e a
diversidade molecular faz com que as anélises qualitativas e quantitativas sejam complexas.
Além disso, os biocidas de reforco sdo frequentemente detectados em concentragcfes traco no
ambiente, representando uma dificuldade que deve ser levada em conta durante o
desenvolvimento do método analitico, visto que sdo necessarios baixos limites de quantificacdo
e deteccéo para garantir resultados mais robustos.

De forma geral, a metodologia mais utilizada em estudos ambientais emprega a extracéo
em fase sélida (SPE) para concentracdo dos analitos e cromatografia liquida para identificacdo
e quantificacdo. A SPE é uma das etapas mais importantes, pois promove a extracdo e a pré-
concentracdo dos analitos, além da remover os interferentes (JARDIM, 2010). A maioria dos
biocidas de reforco possui polaridade intermediaria, com o log Kow entre 2 e 4 — compostos
ndo polares possuem log Kow > 4 e compostos polares, o log Kow varia entre <1 e 1,5. Por esta
razdo, a cromatografia liquida é a mais indicada, além de permitir a analise de produtos de
degradacdo (SOARES et al., 2021a).

Neste topico estdo apresentados apenas os estudos brasileiros pois ndo foram encontrados
estudos de outros paises latino-americanos e regido caribenha. Esses métodos propdem a analise
simultanea de alguns biocidas em amostras de sedimento e/ou agua e diferem principalmente
guanto ao metodo de extracdo e sistema de deteccdo. Informagdes como biocidas e matrizes
analisadas, os limites de quantificacdo do método e as metodologias empregadas nos estudos

estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Metodologias analiticas para determinacédo de biocidas de refor¢o anti-incrustantes em matrizes ambientais na América Latina

Extracio Instrumentagao Limite de quantificagdo (LOQ)
analitica Clorotalonil Diclofluanida Diuron DCOIT Irgarol TCMTB  Tiram Referéncia
SEDIMENTO (ng g
USE e SPE LC-MS/MS NA NA 1 5 1 1 NA ABREU, 2016
USE e SPE HPLC-ESI-SQ-MS NA NA ND NA 0,5 NA NA VIANA, 2017
VA-MSPD LC-MS/MS NA 1 1 5 1 1 NA CALDAS et al., 2018
VA-MSPD HPLC-MS/MS NA 2,48 2,87 1,78 1,44 NA NA SOARES et al., 2021b
AGUA (ng LY
SPE LC-ESI-MS-MS NA NA 40 NA 4 NA NA DEMOLINER et al., 2010
SPE LC-ESI-MS-MS NA NA 4 NA 4 NA NA DOMINGUEZ et al., 2014
SPE HOESIMSMSe NA NA 41000  NA  20@e500  NA NA DINIZ, L. etal., 2014
HPLC-DAD
SPE HPLC-DAD 200 NA 70 NA 500 NA 1040 DINIZ, L., 2016
BIOTA (ng g?)
MAE e USE LC-ESI-MS/MS NA NA 3,6 NA 0,3 NA NA DINIZ, L. etal., 2017
VA-MSPD LC-MS/MS NA NA 50 NA 5 NA NA VIEIRA et al., 2018a
VA-MSPD GC-ECD 125 625 NA 625 NA 625 NA VIEIRA et al., 2018b

@LC-ESI-MS-MS; ®HPLC-DAD; NA: ndo analisado

USE - extragdo por ultrassom; SPE - extracdo em fase solida; VA-MSPD - dispersdo da matriz em fase solida assistida por vortex; MAE - extragdo assistida por microondas;

LC-MS/MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial; HPLC-ESI-SQ-MS - cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por

espectrometria de massas com fonte de ionizacéo em eletrospray e analisador de massas quadrupolar simples; HPLC-MS/MS - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada

a espectrometria de massas sequencial; LC-ESI-MS-MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial; HPLC-DAD - cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos; GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; GC-ECD - cromatografia gasosa acoplada ao detector

de captura de elétrons



60

4.1.5 Consideracdes finais

A limitacdo de informacdes disponiveis para paises tropicais foi evidenciada, visto que
amaioria dos estudos estdo restritos aos paises europeus e asiaticos. Neste sentido, vale ressaltar
que as peculiaridades de cada regido (condicGes climaticas e oceanograficas, diversidade
bioldgica, ocorréncia de atividades maritimas) devem ser levadas em consideracdo na
interpretacdo dos resultados obtidos. Por exemplo, uma regido com atividades maritimas
(presenca de portos e estaleiros) e com condi¢Oes hidrodinamicas que facilitam a adsorcéo dos
contaminantes na fracdo particulada provavelmente terd maiores concentracfes de biocidas
anti-incrustantes em comparacao com uma area com baixa circulacdo de agua e poucas fontes
potenciais destes compostos.

Um grande desafio para a comunidade cientifica mundial que ainda persiste é a auséncia
de um método analitico padrdo para as analises simultaneas dos diversos biocidas de reforco
nas diferentes matrizes ambientais. Essa lacuna, associada a auséncia de legislacdo na maioria
dos paises latino-americanos e na regido caribenha, representam uma limitacdo ao
desenvolvimento de estudos sobre a ocorréncia destes biocidas em ambientes naturais e a
viabilidade econdmica e de infraestrutura para implantacdo de programas de monitoramento
ambiental.

Embora a literatura reporte estudos em varias matrizes ambientais (agua, sedimento,
PTAs, 4gua intersticial e biota), esses estudos ainda estéo restritos a poucos paises da América
Latina, sendo mais predominantes nas regides sul e sudeste do Brasil. Mais estudos devem ser
realizados em outros paises da América Latina e regido caribenha, a fim de obter um banco de
dados mais completo e representativo quanto a ocorréncia de biocidas anti-incrustantes nestas
regides.

Quanto aos estudos utilizando matrizes bioldgicas, € importante compreender o modo
de acdo individual dos biocidas, porém os organismos estdo frequentemente expostos a uma
mistura de contaminantes no ambiente natural. As tintas anti-incrustantes sdo compostas por
mais de um elemento potencialmente toxico, sendo essencial que os estudos de toxicidade
simulem condi¢cfes mais realistas. Experimentos com dois ou mais biocidas, em concentragdes
ambientalmente relevantes, devem ser conduzidos para avaliar a ocorréncia de efeitos
antagbnicos, aditivos ou sinérgicos. O papel dos biocidas nos diferentes grupos troficos também
deve ser investigado.

A integracdo dos dados sobre ocorréncia ambiental e os efeitos toxicologicos sdo

fundamentais para o entendimento da extensdo da contaminagcdo ambiental, e certamente
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servirdo de subsidios para o desenvolvimento de acOes regulatdrias, sejam para mitigacéo ou
protecdo do ambiente. Espera-se que, desta forma, o primeiro passo seja dado para a criacdo de
leis referentes ao uso de tintas anti-incrustantes contendo os biocidas de reforco, principalmente
na América Latina, onde estas a¢Bes sdo nulas.
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Tabela 10 - Ocorréncia mundial de alguns biocidas de reforco em amostras de 4gua e sedimento

Analito Localizagéo Matriz Ano de coleta Concentragdo Referéncias
Clorotalonil Coréia Sedimento 2013 10,4 (média) LEE, S; LEE, Y., 2017
Grécia Sedimento 1999-2000 <8165 ALBANIS et al., 2002
Coréia Agua 2009 ND — 67,96 LEE, S. et al., 2010
Grécia Agua 1999-2000 <5,2 - 163 SAKKAS et al., 2002
Huelva, Espanha Agua 2010 <10 GIRALDEZ et al., 2013
TCMTB Coréia Sedimento 2013 <21,22 (média) LEE, S; LEE, Y., 2017
Huelva, Espanha Sedimento 2018 ND GARCIA et al., 2020
Huelva, Espanha Agua 2010 <900 GIRALDEZ et al., 2013
Gran Canaria, Espanha Agua 2008 ND SANCEE\E_'ESI\? AI?IRGOUIIDERZ’ISSEQEEERERA
Diclofluanida Coréia Sedimento 2013 0,2 (média) LEE, S; LEE, Y., 2017
Grécia Sedimento 2003 <5 HAMWIJK et al., 2005
Malésia Sedimento 2005-2006 <0,1 HARINO et al., 2009
Vietnd Sedimento 2012 <0,10-13 HARINO et al., 2006
Grécia Agua 2003 <3 HAMWIJK et al., 2005
Coréia Agua 2009 ND — 74,79 LEE, S. etal., 2010
Golfo de Napoli, Italia Agua 2010 <1 ANSANELLI et al., 2017
Coréia Agua 2006-2009 8,50 — 21,77 LEE, S. etal., 2011
DCOIT Huelva, Espanha Sedimento 2018 2,1+0,1 GARCIA et al., 2020
Baia Gwangyang, Coréia Sedimento 2014-2015 <0,06 - 117 LAM et al., 2017
Baia Maizuru, Japao Sedimento 2007 <0,04-72 EGUCHI; HARINO; YAMAMOTO, 2010
Baia Gwangyang, Coréia Agua 2014-2015 <0,16 — 2,44 LAM et al., 2017
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Huelva, Espanha Agua 2010 <8 GIRALDEZ et al., 2013
Diuron Mar Interior de Seto, Japdo Sedimento 2012-2014 897 + 215 (média) KAONGA,; TAKEDA,; SAKUGAWA, 2016
Baia Gwangyang, Coréia Sedimento 2014-2015 <0,06 — 144 LAM et al., 2017
California, EUA Sedimento 2008 <0,3-4,2 SAPOZHNIKOVA et al., 2013
Baia Maizuru, Japéo Sedimento 2007 <0,08-9,6 EGUCHI; HARINO; YAMAMOTO, 2010
Golfo de Napoli, Italia Agua 2010 1,6-348 ANSANELLI et al., 2017
Catalunha, Espanha Agua 2015 0,3-20 KOCK-SCHULMEYER et al., 2019
Baia Gwangyang, Coréia Agua 2014-2015 <0,31-96,2 LAM et al., 2017
California, EUA Agua 2008 <2-68 SAPOZHNIKOVA et al., 2013
Irgarol Ilha Sjaelland, Dinamarca Sedimento 2019 <0,1-21,95 + 3,07 KONING; BOLLMANN:; BESTER, 2020
Bushehr, Ird Sedimento 2013 <2,04-35/4 SALEH et al., 2016
Huelva, Espanha Sedimento 2018 2,02-9 GARCIA et al., 2020
Baia Gwangyang, Coréia Sedimento 2014-2015 <0,02 -7,79 LAM et al., 2017
California, EUA Sedimento 2008 <0,3-8,9 SAPOZHNIKOVA et al., 2013
Baia Maizuru, Japéo Sedimento 2007 <0,08-9,8 EGUCHI; HARINO; YAMAMOTO, 2010
Ilha Sjaelland, Dinamarca Agua 2019 ND —-1,44 +0,34 KONING; BOLLMANN; BESTER, 2020
Golfo de Napoli, Italia Agua 2010 0,8-1345 ANSANELLI et al., 2017
Catalunha, Espanha Agua 2015 0,2-85 KOCK-SCHULMEYER et al., 2019
Baia Gwangyang, Coréia Agua 2014-2015 <0,12 -2,05 LAM et al., 2017
Malésia Agua 2011-2012 ND — 2021 ALl et al., 2013
Califérnia, EUA Agua 2008 2254 SAPOZHNIKOVA et al., 2013
Oahu, Havai Agua 2005-2007 <17 -283 KNUTSON; DOWNS; RICHMOND, 2012
Baia Maizuru, Japdo Agua 2007 2-18 EGUCHI; HARINO; YAMAMOTO, 2010

“ConcentragGes nas guas estdo expressas em ng L™ e nos sedimentos estdo em ng g
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Tabela 11 - ConcentragBes ambientais de biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo em amostras de agua, biota e sedimento

AGUA (ng L

Localizacio Clorotalonil Diclofluanida Diuron Irgarol DCOIT TCMTB Tiram Referéncias
Campos dos AZEVEDO: GERCHON: DOS
Goytacazes (RJ) NA NA NA 138 NA NA NA REIS, 2004
Canal de Sdo NA NA 50 — 790 4-10 NA NA NA CALDAS et al., 2019
Gongalo (RS)
Estuario da Lagoa <1,3-20,9
dos Patos (RS) NA NA 6 <13-62 NA NA NA DOMINGUEZ et al., 2014
Sistema Estuarino 450 —
de Santos e S&0 ND NA <70-1250 <500 — 2330 NA NA DINIZ, L., 2016
. 1300
Vicente (SP)
Complexo Portuario ND NA <70-7400 <500 — 5700 NA NA <1040 DINIZ, L., 2016
de S&o Luis (MA)
Manguezal proximo NA NA <40-780 <0,02- 480 NA NA NA DINIZ, L. et al., 2014
ao Porto de Itaqui
Costa da Ilha de *
Sa0 Luts (MA) NA NA ND <04 — 3810 NA NA NA DINIZ, M., 2017
Itha O'(?VISE;’ Luis NA NA <47-470  <30-83 NA NA NA VIANA et al., 2019
Baia de(lf’/lag)'v'arcos NA NA 28-113  103-19 NA NA NA VIANA et al., 2020
Panama NA ND <27-70 <03-5 ND ND NA BAT'STA'A%EGRADE etal.
Porto Rico? e llhas 1_51a
Virgens <1,0 <1,0 NA <1 13000 <1,0 NA NA CARBERY et al., 2006

Americanas®
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BIOTA (ng g?)

Localizacéo Clorotalonil Diclofluanida Diuron Irgarol DCOIT TCMTB Tiram Referéncias
Gran Canaria
(Espanha) e llha de NA NA <36 13,1+ 0,65 NA NA NA DINIZ, L. et al., 2017
Sao Luis, MA
VIEIRA et al., 2018a(DINIZ et
Experimento ND NA NA ND NA NA NA al., 2014a)(DINIZ et al.,
2014a)(DINIZ et al., 2014a)
Experimento ND ND NA NA ND ND NA VIEIRA et al., 2018b
SEDIMENTO (ng g%
Localizagéo Clorotalonil Diclofluanida Diuron Irgarol DCOIT TCMTB Tiram Referéncias
Estuario da Lagoa <01-78 B <0,1- B
dos Patos (RS) NA NA <0,1-17,8 213 <0,1-2,6 NA ABREU, 2016
. 29402
Estuario da Lagoa <5.0 7.3+35- ' '
dos Patos (RS) NA <5 55+19 - 19551326 + <5,0 NA CALDAS et al., 2018
Estuario da Lagoa NA NA <0,03-16 <003-0,2 NA NA NA DOMINGUEZ, 2010
dos Patos (RS)
Estuario da L agoa NA ND ND 218 9,18 NA NA SOARES et al., 2021b
dos Patos (RS)
, . <01-7,7 <0,5-
Estuario da Lagoa ’ ’ ’ <0,1-2,6
dos Patos (RS) NA NA £36 <0,1-17,8 2733,; + Yol NA SOROLDONI et al., 2018a
Sistema Estuarino
de Santos e Sao NA NA <1,0 <1,0 <50 <1,0 NA ABREU, 2016

Vicente (SP)



Sistema Estuarino
de Santos e Sao
Vicente (SP)
Sistema Estuarino
de Santos e Sao
Vicente (SP)

Ilha de Séo Luis
(MA)

Baia de Sdo Marcos
(MA)

Costa da Ilha de
Sao Luis (MA)

Panaméa

<0,1-9,2

NA

NA

NA

NA

NA

<0,7-16

ND

NA

NA

NA

ND

<0,5-9,9

ND

<5,0-55,2

<LOD a 15

ND

<0,75-14

<0,5

<0,43-1,6

<1,0-879

<1,6-45
0,54 +0,21
e 4,66 +
5,04

<0,08 - 28

<0,2 -
74,6

50-411

NA

NA

NA

<0,38 —
81,6

NA

NA

NA

NA

ND

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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ABREU et al., 2020

SOARES et al., 2021b

VIANA et al., 2019

VIANA et al., 2020

VIANA, 2017

BATISTA-ANDRADE et al.,
2018
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4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS

4.2.1 Linearidade, curva analitica e faixa linear

De acordo com o INMETRO (2020) e a ANVISA (2017), a curva analitica deve conter,
no minimo, 5 niveis de concentracdo. O modelo de regressdo linear e o coeficiente de
determinacdo (r? permitem estimar a qualidade da curva obtida - quanto mais préximo de 1,
menores sdo a dispersdo dos pontos e a incerteza da quantificacdo das amostras (RIBANI et al.,
2004). O INMETRO recomenda um coeficiente de determinacdo (r?) acima de 0,90
(INMETRO, 2020), enquanto a ANVISA recomenda um valor acima de 0,990 (ANVISA,
2017).

A linearidade da resposta dos analitos e as faixas lineares foram avaliadas por meio das
curvas analiticas individuais (Figura 6), e observou-se que os coeficientes de determinacéo (r?)
obtidos foram superiores a 0,99 para os trés biocidas estudados. Os coeficientes de
determinacdo estdo de acordo com as orientacdes do INMETRO e da ANVISA e estdo

apresentados na Tabela 12, juntamente com as equagdes das retas.

Figura 6 - Curvas analiticas preparadas em n-hexano para os trés biocidas anti-incrustantes estudados

Clorotalonil

12,0

y=0,0127x + 0,0693
10,0 2 =0,9982

8,0

6,0

Area

4,0
2,0

0,0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracéo (ng mL™1)
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Diclofluanida
14,0

12,0 y =0,0148x + 0,0848
r?=0,9972

10,0

8,0

Area

6,0
4,0

2,0

0,0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentragdo (ng mL™)

Irgarol 1051
16,0
14,0 y =0,019x - 0,0206
r2=0,9991
12,0
10,0

8,0

Area

6,0
4,0
2,0

0,0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentragéo (ng mL™)

Fonte: A autora (2021).

Tabela 12 - Equagdes de regressdo linear, coeficientes de determinagdo (r2) e faixas lineares dos biocidas anti-
incrustantes de terceira geracdo estudados

Analito Equacéo da reta r2 Faixa linear (ng mL™)
Clorotalonil y =1,27x + 0,0693 0,9982 2,5-800
Diclofluanida y =1,4814x + 0,0848 0,9972 1-800

Irgarol y =1,9023x - 0,0206 0,9991 1-800

Fonte: A autora (2021).
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4.2.2 Precisdo e exatidao

Os resultados obtidos para avaliar a precisdo, aqui reportados como os valores do
coeficiente de variacdo (CV), estdo de acordo com as recomendacfes dos 6rgdos reguladores
(INMETRO e ANVISA) — neste caso, inferiores a 20%, indicando que o método proposto é
preciso. A recuperacao dos analitos (exatiddo) em amostras de &gua variou entre 81 + 1,1% e
122 + 17% para o clorotalonil, 35 £ 4,5% e 44 + 0,7% para a diclofluanida e 80 + 1,2% a 114
+ 16% para o Irgarol nas concentracdes 25, 100 e 500 ng mL* (Tabela 13).

A diclofluanida apresentou a menor recuperagdo entre os trés analitos, embora 0s
resultados estejam de acordo com as recomendagdes propostas. Este composto apresenta a
menor solubilidade e tempo de meia vida (Tabela 1). Estes fatores podem contribuir para que a
diclofluanida seja removida da coluna d’4gua mesmo antes da finalizagdo do teste. Novos testes
devem ser realizados otimizando o tempo de andlise e utilizando maiores volumes de &gua

(maior massa de diclofluanida a ser extraida) para obtencdo de resultados mais satisfatorios.

Tabela 13 - Valores médios de repetitividade (CV) e recuperagdo (n = 3) do método utilizado para analise de
biocidas anti-incrustantes em amostras de dgua fortificada

_ Repetitividade (CV, %) Recuperacgdo (média + DP, %)
Analitos 25 100 500 25 100 500
ngmL? ngmL! ngmL?! ngmL?! ngmL! ngmL?
Clorotalonil 5 2 3 81+11 107+£26 122+17
Diclofluanida 6 2 5 44 £ 0,7 35+45 43+£9,9
Irgarol 6 3 3 80+1,2 91+24 114 £ 16

Fonte: A autora (2021).

Foi realizado apenas um teste com amostras de sedimentos fortificadas, onde foram
testados 3 niveis de fortificacdo: 2,5, 100 e 800 ng g* em triplicata. N&o houve recuperagio de
nenhum biocida no menor nivel de fortificagdo (2,5 ng g*) e a recuperagdo do clorotalonil na
concentragdo de 100 ng g™* foi abaixo do limite inferior aceitavel (40%). Os biocidas Irgarol e
diclofluanida apresentaram recuperagdes dentro das recomendacdes do INMETRO e da
ANVISA (64 + 4% a 100 £ 14%, respectivamente) (Tabela 14). Estes resultados sdo
considerados preliminares pois apenas um lote analitico foi realizado, indicando a necessidade
de novos testes para ajustes e aperfeicoamento da metodologia aplicada, como a utilizacdo de
concentragdes intermedidrias entre a faixa de 2,5 e 100 ng g* (por exemplo, 10 e 50 ng g™).
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Tabela 14 - Valores médios de repetitividade (CV) e recuperacdo (n = 3) dos biocidas anti-incrustantes em
amostras de sedimento fortificado

Analitos Repetitividade (CV, %) Recuperacdo (média + DP, %)
25ngmLt 100ng mL? 500ngmL?! 25ngmL? 100ngmL?* 500ngmL?
Clorotalonil 5 2 3 81+1,1 107 £ 2,6 122 + 17
Diclofluanida 6 2 5 44 + 0,7 35+45 43+99
Irgarol 6 3 3 80+1,2 91+24 114 + 16

Fonte: A autora (2021).

4.3 BIOCIDAS ANTI-INCRUSTANTES DE TERCEIRA GERACAO EM MATRIZES
AMBIENTAIS

A presenca dos trés biocidas anti-incrustantes (clorotalonil, diclofluanida e Irgarol) foi
avaliada em amostras de agua, material particulado em suspensdo e sedimento e os resultados
estéo separados de acordo com a matriz analisada. O Irgarol foi detectado apenas no sedimento,
a diclofluanida foi observada nas trés matrizes e o clorotalonil n&o foi detectado em nenhuma
amostra. A auséncia do clorotalonil nas trés matrizes analisadas nao significa que este biocida
ndo esta sendo utilizado em embarcagdes que trafegam pelo SERC. Fatores como baixa
solubilidade em agua (0,6 a 1,2 mg L), meia-vida de apenas algumas horas e diminuicio da
concentracdo através de processos de bio ou fotodegradacdo (CASTRO; WESTPHAL,;
FILLMANN, 2011; CAUX et al., 1996) dificultam a deteccdo desse composto em amostras
ambientais. Esta dificuldade também foi observada no teste de recuperacdo realizado neste
estudo, onde baixas concentracdes ndo foram recuperadas e concentra¢des intermediarias (100
ng g1) apresentaram baixa recuperagio (~25%).

4.3.1 Agua

As amostras de agua foram coletadas na maré vazante (sizigia) com o objetivo de
investigar as concentracdes residuais dentro do ambiente estudado (menor influéncia das aguas
oceanicas). Devido a problemas logisticos, as coletas ndo foram realizadas no mesmo momento
da maré, o que reflete nas diferentes salinidades entre as cada campanha (Tabela 15). Na
campanha 1, a coleta do P1 foi realizada sob chuva e ap0s o estofo da maré, o que poderia
ocasionar uma menor salinidade e diluicdo das concentragdes. Em todo o periodo estudado, este
foi o ponto/campanha que apresentou a menor salinidade e a menor concentragdo de
diclofluanida (Tabela 16).
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Tabela 15 - Salinidade e intervalo de tempo (min) entre a coleta e o estofo da maré vazante (valores negativos
representam o intervalo antes do estofo da maré vazante e valores positivos representam o intervalo apds o estofo

Ponto Campanhal A Maré Car(:?pn;ar:‘;?a 2 A Maré Campanha 3 A M_aré
14/10/2020 (min) 30/10/2020 (min) 11/02/2021 (min)

P1 2,0 +149 6,0 -104 8,0 -107
P2 15,0 - 98 6,0 -71 13,0 -72
P3 31,0 -56 24,0 -51 28,0 -54
P4 25,0 +90 20,0 -29 25,0 -30
P5 25,0 +38 25,0 +5 25,0 -2
P6 33,0 +14 28,0 +18 33,0 +11
pP7 29,0 +1 22,0 +44 27,0 +29

Chuva Sim - Né&o - Né&o -

Fonte: A autora (2021).

Dentre as amostras de aguas estuarinas analisadas, irgarol e clorotalonil ndo foram

detectados e a diclofluanida apresentou concentragdes entre 4,6 + 0,1 e 24,2 + 6,8 ng Lt em

84% (53 das 63 réplicas). Os valores médios e seus respectivos desvios foram calculados para

cada campanha e ponto (Tabela 16). A recuperacdo média do padrdo interno (surrogate,
terbutrin) foi de 85 + 18%.

Tabela 16 - Concentraces médias (n = 3) (ng L) da diclofluanida em amostras de 4gua do SERC

Ponto

Concentracéo (ng L) + desvio padréo

Campanha 1 Campanha 2 Campanha 3

14/10/2020 30/10/2020 11/02/2021
P1 46+0,1* 24,2 +6,8* 21,7+6,5
P2 12224 7,4 ** 9,7*
P3 84+10 10,0 + 6,6* 73+15
P4 7,3+0,8 95+56 92+10
P5 75+27 6,7 +1,7* 6,0+20
P6 74+15 10,0 £ 5,4* 13,3+4,1
P7 56+19 5,3** 8,717

Fonte: A autora (2021). *n=2;**n=1.



72

Na coleta 1, o P1 apresentou a menor concentracio (4,6 + 0,1 ng L) em contraste com
as coletas 2 e 3, cujas concentragdes foram 24,2 + 6,8 e 21,7 + 6,5 ng L™, respectivamente. As
chuvas no momento da coleta podem ter contribuido para a diluicdo das concentracfes do
biocida neste local. Além disto, este ponto dista aproximadamente 11 km da foz do Capibaribe
e, mesmo sendo coletado 2h apds o estofo da maré vazante (ja em regime de maré enchente),
as aguas fluviais ainda predominam (S = 2).

A diclofluanida apresenta elevada taxa de degradacdo e baixa solubilidade em agua
(Tabela 1), favorecendo o seu particionamento na fragdo particulada. Sua presenca reincidente
sugere um aporte recente e constante no ambiente aquético. Esta afirmacdo também é
corroborada pelo fato de este composto ter um tempo de meia vida menor que um dia (Tabela
1), sugerindo que as concentracdes observadas sdo recém introduzidas. A concentracdo
mediana de cada ponto amostral para os 3 meses amostrados foi calculada para auxiliar na
identificacdo de similaridade entre os pontos de coleta e facilitar a visualizacdo dos resultados
(Figura 7).

Figura 7 - Box-plot com as concentragdes de diclofluanida (ng L) nas trés campanhas. Q1, Q2 e Q3 séo os
quartis (25, 50 e 75%, respectivamente). Circulos representam a média e 0s asteriscos sdo o0s outliers
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Fonte: A autora (2021).

As maiores concentracGes medianas de diclofluanida foram detectadas nos pontos P1 e

P2 -17,4ng L'e 9,7 ng LY, respectivamente. O P1 esta localizado na ZTM, regido onde ha



73

acumulo de material particulado em suspensédo e de matéria organica, sendo importante para a
dindmica dos poluentes no estuario (SCHETTINI et al., 2016b). As altas concentracfes de
diclofluanida nesta regido provavelmente sdo resultantes da influéncia da maré, que traz
contaminantes de fontes mais distantes (como portos e marinas) e que sdo acumulados na coluna
d’agua devido as caracteristicas da ZTM. O SERC é um sistema interligado e a presenca de
contaminantes na ZTM confirma a alta eficiéncia de aprisionamento de compostos (DYER,
1995; SCHETTINI et al., 2016b), corroborando com as altas concentracdes de hidrocarbonetos
observadas por Cabral (2014).

As concentrages medianas nas marinas foram 8,0 ng L%, 8,3 ng L e 5,9 ng L™ para os
pontos P3, P4 e P5, respectivamente. Estes pontos estdo localizados nas proximidades de iates
clubes onde a densidade de embarcacgdes ¢ alta e a hidrodinamica é relativamente menor. A
presenca da diclofluanida na dgua sugere uma introducdo recente deste composto para o
ambiente aquético, e que as provaveis fontes sdo as tintas anti-incrustantes utilizadas nas
embarcagdes atracadas nesses locais. A contribuigdo individual de barcos menores talvez néo
seja tdo relevante (area superficial menor), porém uma area confinada com a grande quantidade
de embarcac6es observadas pode contribuir de forma significativa no aporte de diclofluanida
para 0 ambiente aquatico. Resultados similares foram observados em &guas marinhas gregas,
onde a maior concentracdo de diclofluanida foi detectada nas proximidades de uma marina,
uma area fechada e com pouca renovacdo de agua (SAKKAS et al., 2002).

O P2 estéa localizado numa area de confluéncia de corpos hidricos (rios Jordao, Tejipié
e Capibaribe e Canal de Maré do Pina), e o fluxo de agua doce neste local € relevante. Esta
caracteristica sugere que a diclofluanida pode ser aportada no SERC através da lixiviacdo de
solos agricolas que utilizam esse composto como fungicida. Além disto, a forga da maré dentro
do SERC alcanca esta regido e pode trazer os biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes das
embarcacGes que trafegam na area ou que estdo atracadas nas marinas/iates clubes das
proximidades. Esta influéncia da hidrodindmica local sobre o P2 ja foi reportada em estudos de
hidrocarbonetos de petrdleo nesta area (FAVROD, 2012; MACIEL et al., 2015).

O Porto do Recife (P6) estd sujeito a uma hidrodindmica mais intensa devido a
proximidade com o Oceano Atlantico. As aguas marinhas, caracterizadas pela baixa
contaminacdo, desempenham o importante papel de diluir/dispersar os contaminantes, como
observado para os hidrocarbonetos de petroleo (FAVROD, 2012; MACIEL et al., 2015). A
presenca da diclofluanida na area portuéria sugere a introdugéo recente e continua deste agente
anti-incrustante através das tintas utilizadas principalmente por grandes embarcacdes, visto que

estas permanecem atracadas durante a carga e descarga das mercadorias, liberando
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diclofluanida na &gua. Além disto, nos arredores hd uma intensa atividade de pequenas
embarcagdes que atravessam turistas da area portuéria ao Parque das Esculturas Francisco
Brennand. Estes resultados apontam a proximidade das fontes como principal razdo para as
concentracdes relativamente maiores observadas nesta regido. Esta hipdtese é corroborada
pelos resultados observados no P7, ponto de encontro do esturio com aguas oceénicas. As
concentragcdes detectadas em P7 foram pouco menores e provavelmente sdo resultantes da
maior diluicdo do contaminante pelas aguas do oceano.

A andlise individual dos pontos amostrados nas trés campanhas mostrou diferenca
significativa apenas para P7, com maiores concentracfes na campanha 3 (p<0.028). Esta
campanha foi realizada no dia 11 de fevereiro de 2021, semana que antecedeu o Carnaval.
Apesar das medidas restritivas adotadas devido a pandemia do COVID-19, dados do Férum de
Operadores Hoteleiros do Brasil (FOHB, 2021) indicaram um aumento na ocupacéo hoteleira
e na quantidade de turistas no Recife neste periodo. E possivel que o aporte desse biocida para
0 ambiente aquético tenha sido intensificado devido aos passeios turisticos que séo realizados
no Rio Capibaribe/Bacia do Pina. Maiores concentracfes de diclofluanida durante e apos a
“boating season” (temporada onde o trafego de embarcacdes de lazer é mais intenso) também
foram observadas em &guas britanicas, confirmando a contribuigdo das tintas anti-incrustantes
no aporte para 0 ambiente aquatico (VOULVOULIS; SCRIMSHAW:; LESTER, 2000).

Apesar das dificuldades de deteccdo e da limitacdo da literatura quanto a ocorréncia de
diclofluanida em aguas costeiras, alguns autores reportaram sua ocorréncia nessa matriz. Em
aguas costeiras coreanas, concentracdes ambientais variando entre ndo detectado (ND) e 74,79
ng L foram observadas (LEE, S. et al., 2010). Com base na distribuicdo uniforme deste
composto nas regides estudadas, os autores concluiram que a proximidade de fontes potenciais,
como grandes portos, e 0 aporte através de produtos agricolas seriam as principais rotas de
entrada para o ambiente aquatico. Em &guas marinhas gregas, Sakkas et al.(2002) detectaram
concentracdes médias de diclofluanida entre 36 e 186 ng L.

Estudos realizados em marinas, portos e estaleiros gregos (HAMWIJK et al., 2005),
britanicos (THOMAS; MCHUGH; WALDOCK, 2002), italianos (ANSANELLI et al., 2017)
e sul-ibéricos (GUERRA-GARCIA et al., 2021) ndo detectaram a diclofluanida em amostras
de a4gua. Os autores justificam a auséncia deste composto devido sua elevada degradabilidade
e seu curto tempo de meia-vida. Como alternativa, alguns pesquisadores optaram pela analise
do principal metabolito da diclofluanida, 0 DMSA (HAMWIJK et al., 2005; KONING;
BOLLMANN; BESTER, 2020; VIANA et al., 2019). Destes estudos, apenas um detectou o
DMSA em concentragdes entre <3 e 36 ng L (HAMWIJK et al., 2005). No Brasil, ndo foram
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encontrados estudos reportando a ocorréncia de diclofluanida em aguas costeiras e apenas um
estudo detectou 0 DMSA em 4guas intersticiais, com concentra¢des variando de <0,008 a 0,263
ug L (VIANA et al., 2019).

4.3.2 Material particulado em suspensdo (MPS)

A diclofluanida foi detectada no material particulado em suspenséo (MPS) de todos os
pontos, com concentragdes variando entre 4,9 + 1,5 e 21,6 = 6,5 ng L™, em ambas as coletas
(Tabela 17). O Irgarol foi detectado em apenas uma das réplicas do P4 (5 ng L) na primeira
campanha, sendo que nas demais amostras ndo foi detectado ou apresentou concentracfes
abaixo do limite de quantificacido (LQ = 3,3 ng L™). O clorotalonil ndo foi detectado em
nenhuma das amostras analisadas. A recupera¢do média do PI (surrogate) foi de 57 + 14%.

Tabela 17 - Concentraces médias (n = 3) (ng L) da diclofluanida em amostras de MPS

Concentracéo (ng L) + desvio padréo

Ponto Campanha 1 Campanha 2 Média das
30/10/2020 11/02/2021 campanhas
P1 21,2+54 21,6 £6,5 21,4+0,3
P2 13,6 £5,3 7,3+18* 104+£45
P3 11,1+£0,9 6,3+1,8* 8,734
P4 11,1+1,2 8,6 +2,8* 9918
P5 7920 49+15 6,422
P6 9,6 £2,6 6,8 +2,9* 7,4 %32
P7 9418 94+51* 9,4

Fonte: A autora (2021). *n = 2.

A distribuicdo de diclofluanida no MPS ao longo do SERC é semelhante ao observado
na dgua (Figura 8), o que sugere que as mesmas forcantes (influéncia da maré, proximidade das
fontes e hidrodindmica) controlam a distribuicdo deste composto no MPS. Também é
importante destacar que estas matrizes (dgua e MPS) estdo intimamente ligadas e o
particionamento preferencial do contaminante em determinada matriz depende de suas
propriedades fisico-quimicas. O alto log Koc (coeficiente de particdo agua-carbono organico,
igual a 3,1) e a baixa solubilidade (0,006 mg L?) da diclofluanida favorecem seu
particionamento na fracdo particulada (YEBRA; KIIL; DAM-JOHANSEN, 2004). Segundo
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estas caracteristicas, era de se esperar que fossem observadas maiores concentragdes no MPS
em relagdo a gua. Entretanto, este & um conceito termodindmico, que considera a situacao de

equilibrio final, e necessita de um determinado tempo para ser atingido.

Figura 8 - Distribuicdo da diclofluanida no MPS e na agua em amostras do SERC. Barras indicam o desvio
padrédo (n = 6) e os nimeros indicam os pontos de coleta
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Fonte: A autora (2021).

A ZTM foi caracterizada como sendo a regido de maior quantidade de MPS ao longo
do estuario do Rio Capibaribe (SCHETTINI et al., 2016b). Durante o presente estudo, nessa
regido também foram observadas as maiores concentragdes de MPS (2,29 g L) e de
diclofluanida associada a este material (21,4 + 0,3 ng L) (Figura 8), assim como observado
nas amostras de agua. A alta eficiéncia de aprisionamento de material particulado na ZTM
(DYER, 1995), associada as propriedades fisico-quimicas citadas anteriormente, justificam as
concentracfes mais elevadas nesta area.

N&o houve diferenca significativa entre as campanhas (p<0.001) e entre os locais
amostrados, exceto para P1 (T=16.9, df=3.74, p<0.001), sugerindo que a diclofluanida esta
distribuida de forma homogénea na coluna d’agua, conforme apresentado na Figura 7.

A disponibilidade de informacgdes quanto a ocorréncia de biocidas anti-incrustantes de
terceira geragdo no material particulado em suspensdo é bastante limitada. Esse trabalho
detectou e quantificou, pela primeira vez, a ocorréncia da diclofluanida em amostras brasileiras
de MPS. Na literatura, apenas quatro estudos avaliaram a ocorréncia de biocidas no material
particulado (OSTMAN et al., 2017; PAIJENS et al., 2020; VAN DE VOORDE et al., 2012;
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WIECK; OLSSON; KUMMERER, 2018). Dentre estes, apenas dois investigaram os biocidas
anti-incrustantes DCOIT, diuron e Irgarol, mas as concentragdes foram inferiores ao LD e LQ
(<1ng L) (PAIJENS et al., 2020; WIECK; OLSSON; KUMMERER, 2018).

4.3.3 Sedimento

Os biocidas Irgarol e diclofluanida foram detectados em todos os pontos (Tabela 18),
em contraste com o clorotalonil, que ndo foi detectado em nenhuma das amostras. As
concentragOes de Irgarol ao longo do SERC foram sistematicamente menores (<1,0a3,4 +0,4
ng g 1) do que as de diclofluanida (1,3 + 0,2 a 25,1 + 7,5 ng g!), conforme ilustrado na Figura

9. A recuperacdo média do PI (surrogate) foi de 69 + 20%.

Tabela 18 - ConcentracGes médias (ng g) e desvio padrdo (n = 3) dos biocidas irgarol e diclofluanida em
amostras de sedimento superficial do SERC

Concentragdo * desvio padréo (ng g?)

Ponto Irgarol Diclofluanida
P1 1,5+09 42+19
- <1 2,1£08
P3 2,740,2 145+30
P4 34+0,4 25,1+75
P5 1,740, 16,6 +2,0
P6 3008 46+14
p7 1,7£0,3 13+0.2

Fonte: A autora (2021).



78

Figura 9 - Concentracdes médias + desvio padrdo (n = 3) de Irgarol e diclofluanida em sedimentos do SERC
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Fonte: A autora (2021).

Dentre as 21 amostras analisadas, 16 (76%) apresentaram concentracdes de Irgarol
acima do LQ e a maior concentracéo foi observada no P4 (3,4 + 0,4 ng g). De acordo com o0s
resultados observados, apenas os pontos P2 e P3 (p=0.02), e P2 e P4 (p=0.003) séo
estatisticamente diferentes. A concentra¢do média nas proximidades das marinas e iates clubes
(P3 — P5, ~2,5 ng g1) foi cerca de 5 vezes maior que na regido de confluéncia dos rios, P2
(considerando metade do valor de LQ para esta estatistica).

De acordo com a Agéncia Europeia de Substancias Quimicas, a concentracéo prevista
sem-efeito (PNEC) para o Irgarol é de 40 ng g (ECHA, 2014). As concentracdes encontradas
nos sedimentos do SERC foram inferiores ao valor proposto, sugerindo que este composto ndo
oferece risco a biota aquéatica. Estes valores devem ser utilizados com cautela, pois fatores
abioticos, como temperatura, salinidade, pH e oxigénio podem alterar a disponibilidade de
contaminantes para a biota. Além disto, a fauna tropical possui sensibilidade diferenciada de
outros organismos gque habitam ambientes mais temperados, como é o caso da Europa, onde o
estudo proposto foi realizado.

A diclofluanida foi encontrada em 100% das amostras analisadas, com concentracdes
médias entre 1,3 + 0,2 e 25,1 + 7,5 ng g* (Figura 9). O P4 apresentou concentragdes de
diclofluanida, em relagdo a P5, P6 e P7, 34% (p=0.04), 82% (p=0.002) e 95% (p<0.001)
maiores, respectivamente.

As concentracgdes de Irgarol e diclofluanida nos sedimentos do P1 (1,5+0,9e4,2+1,9
ng g, respectivamente) e P2 (< 1 ng gte 2,1 + 0,8 ng g?, respectivamente) estdo entre as

menores encontradas no SERC. O P1 encontra-se na zona de turbidez maxima (ZTM) do
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sistema estuarino do Rio Capibaribe, onde ocorre acimulo de contaminantes na coluna d’agua
(CABRAL, 2014; SCHETTINI et al., 2016b). O P2 esta localizado na regido onde ocorre a
confluéncia de trés rios e um canal de maré, e também recebe uma forca contraria decorrente
da acdo da maré. Nesta regido é esperado uma turbuléncia devido a estas forcantes associadas
a baixa profundidade do local (cerca de 2 m). O sedimento predominantemente arenoso e a
intensa turbuléncia nesses locais dificultam a adsor¢do e deposi¢cdo dos contaminantes no
sedimento.

Os sedimentos coletados nas proximidades dos iates clubes (P3, P4 e P5), apresentaram
as maiores concentracdes dos biocidas de Irgarol (1,7 + 0,2 a 3,4 + 0,4 ng g*) e diclofluanida
(14,5+3,0ng gta251+75ngg?). A ocorréncia dos biocidas nestes locais sugere que (i)
embarcacdes de pequeno e grande porte que trafegam pela regido sdo revestidas por tintas anti-
incrustantes contendo Irgarol e diclofluanida, sugerindo uma introducéo recente; (ii) a presenca
de locais para reparo e manutencdo de pequenos barcos e de embarcagcdes com pintura
desgastada pode ser uma fonte de PTA que ainda possuem estes compostos na sua composicao;
e (iii) a hidrodindmica menos intensa nos iates clubes permite a deposicdo destes
compostos/particulas no sedimento.

Nos sedimentos portuérios (P6 e P7), Irgarol e diclofluanida foram detectados em
concentragdes variando entre 1,7 + 03 - 30+ 0,8 nggte 1,3+ 0,2 - 46 + 1,4 ng g,
respectivamente. O revestimento das grandes embarcagdes que atracam no Porto do Recife
pode conter estes biocidas que, durante o periodo de carga e descarga de mercadorias, Sao
liberados na coluna d’agua, podendo ser adsorvidos e/ou depositados nas particulas de
sedimento. Observa-se uma tendéncia de menores concentragcfes na regido de confluéncia entre
as aguas do SERC e o Oceano Atlantico (P7), que podem ser consequéncia da hidrodindmica
local. A forca da maré e correntes favorecem a dispersdo e transportam 0s contaminantes
presentes na dgua para regides mais abrigadas do porto ou para locais mais internos do SERC,
dificultando sua deposi¢do no sedimento portuario mais externo.

As concentragfes ambientais de Irgarol observadas no SERC sdo similares as detectadas
nos sedimentos do Estuario da Lagoa dos Patos (5,5+1,9a7,3+3,5ngg?, Caldas etal., 2018),
e dos Sistemas Estuarino de Vitdria (<0,4 a 1,4 ng g, Abreu et al., 2021), e de Santos-S&o
Vicente (SESS) (<0,5 ng g, Abreu et al., 2020 e <0,4 a 1,6 ng g%, Soares et al. 2021b). Os
portos de Santos e do Recife recebem grandes embarcacdes vindas de diversos paises, estando
sujeitos a uma variedade de contaminantes. O primeiro é o principal porto brasileiro e possui
uma extensdo de cais de aproximadamente 16 km (PORTO DE SANTOS, c2021), enquanto o

segundo possui menos de 2 km de extensdo de cais. Embora seja menos extenso e com menor
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movimentacdo de grandes embarcagdes, o Porto do Recife estd inserido numa &rea mais
abrigada em relacdo ao Porto de Santos, o que poderia justificar as concentracfes similares
observadas. Além disso, a menor frequéncia de dragagens no Porto do Recife em relagcdo ao
Porto de Santos pode favorecer um acUmulo maior destes biocidas nos sedimentos. E
importante ressaltar que, desde 2016, o Irgarol ndo possui aprovagao para uso em tintas anti-
incrustantes (EUROPEAN COMMISSION, 2016). Assim, com as restricdes ao uso de Irgarol
em tintas anti-incrustantes, espera-se que ocorram reducdes nas concentracdes desses
compostos no ambiente em funcdo da aplicacédo e eficacia dessas regulamentacdes em todo o
mundo, principalmente em regides que recebem navios internacionais como o Porto do Recife.

Dentro de um cenério mundial, as concentracfes de Irgarol observadas neste estudo séo
similares as reportadas em estudos realizados na Espanha (2 a 9 ng g*, GARCIA et al., 2020),
na costa mediterranea da Peninsula Ibérica (0,2 e 3,6 ng g*, GUERRA-GARCIA et al., 2021)
e na Califérnia (< 9 ng g, SAPOZHNIKOVA et al., 2013). As concentragdes do SERC
também foram da mesma ordem de magnitude, porém inferiores as concentragdes reportadas
para sedimentos do Reino Unido (3 a 35 ng g, THOMAS; MCHUGH; WALDOCK, 2002),
do Vietnd (5 a 40 ng g, HARINO et al., 2006) e de areas portuarias gregas (3 a 19 ng g)
(ALBANIS et al., 2002). Em contrapartida, concentragdes significativamente maiores de
Irgarol foram detectadas em sedimentos coletados em uma marina grega (690 ng g?)
(ALBANIS et al., 2002). Todos estes autores associaram a presenca do Irgarol com a
proximidade de fontes potenciais, como marinas e portos, aliadas a baixa taxa de renovacao de
agua nas marinas e aos intensos ciclos de maré na regido portuaria. Estes estudos corroboram a
hipGtese da importancia da hidrodindmica local/taxa de renovagdo de agua, e densidade e
tamanho de embarcacGes atracadas numa dada regido para a presenga e distribuicdo de biocidas
gue sao encontrados no ambiente aquatico.

Com base na limitada disponibilidade de informacdes, pode-se afirmar que o Sistema
Estuarino do Rio Capibaribe apresenta concentracdes de diclofluanida similares a de outras
regides brasileiras como o Estuario da Lagoa dos Patos (<LQ, Caldas et al., 2018) e os sistemas
estuarinos de Santos-S&o Vicente (<0,7 - 16 ng g%, Abreu et al., 2020) e de Vitoria (<0,7 - 6,5
ng g1, Abreu et al., 2021). A presenca da diclofluanida pode estar associada (i) ao uso de tintas
anti-incrustantes contendo diclofluanida por grandes e pequenas embarcaces que trafegam
pelo SERC; (ii) a hidrodindmica que favorece a retencdo ao longo do SERC, principalmente
em marinas; (iii) a quantidade relevante de embarcag6es em marinas e estaleiros, que podem
contribuir com o aporte de diclofluanida através das PTAs; e (iv) a presenga do cord&o recifal

que protege o Porto do Recife da acdo direta das ondas, resultando em um ambiente
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relativamente abrigado. A contribuigdo das embarcacdes de lazer no aporte de diclofluanida
para sedimentos superficiais foi confirmada em estudos realizados na Grécia (9 a 195 ng g2,
ALBANIS et al., 2002) e no Reino Unido (<4,9 a 6882 ng g* VOULVOULIS;
SCRIMSHAW; LESTER, 2000).

4.3.4 Diclofluanida no SERC: integracgdo entre as matrizes ambientais

As concentracOes de diclofluanida observadas nas diferentes matrizes ambientais estao
apresentadas na Figura 10, considerando apenas os valores médios. Essa disposicdo gréfica
sugere uma similaridade entre os locais amostrados e auxilia na compreensdo dos processos

que influenciam sua distribuicdo em diferentes compartimentos ambientais.

Figura 10 — ConcentragGes de diclofluanida em amostras de agua (ng L), MPS (ng L) e sedimento (ng g*) do
SERC. Barras indicam o desvio padrdo para agua (n = 53), MPS (n = 37) e sedimento (n = 20)
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Fonte: A autora (2021).

Baseado nas similaridades entre os pontos (proximidade de fontes e influéncia da maré)
e a distribuicdo das concentracdes nas diferentes matrizes foi proposto um agrupamento entre
0s pontos coletados: (i) P1 - ZTM); (ii) P2 - confluéncia dos rios; (iii) P3, P4 e P5 - marinas e
iates clubes; e (iv) P6 e P7 - regido portuaria. Considerando as concentra¢fes observadas na
agua, verificou-se que os grupos foram estatisticamente diferentes entre eles nas campanhas 1
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(H@a, 17, p>0.001) ¢ 3 (Fg@, 17, p<0.001). Na campanha 1, as concentracdes médias de
diclofluanida detectadas na confluéncia (P2) foram superiores em cerca de 62% em relagdo as
encontradas na ZTM (p>0.001), 37% em relacdo as marinas (p=0.001) e 47% as concentracdes
portuarias (p=0.002). Na campanha 3, os valores medios encontrados na ZTM (P1) foram
aproximadamente 55% maiores em relacdo a confluéncia de rios (p>0.001), 65% em relacéo as
marinas (p<0.001) e 49% em relacdo aos portos (p=0.005). As concentrac¢Oes de diclofluanida
e Irgarol nos sedimentos foram diferentes entre os grupos (F, 14)= 9,32, p<0,001; F, 14)= 4,99,
p=0,006), corroborando a hipétese de que proximidade de fontes e hidrodinamica sdo relevantes
nos processos de distribuicdo dos contaminantes dentro do SERC.

Os grupos compostos por P1, P2 e portuérios (P6 e P7) apresentaram as maiores
concentragdes de diclofluanida na coluna d’agua e MPS, e as menores no sedimento. Em
contraposicdo, o grupo das marinas e iates clubes, que sdo locais mais abrigados, registraram
as maiores concentragdes nos sedimentos. Os resultados em P1 e P2 denotam a importancia da
presenca da zona de turbidez méxima (ZTM) e da forca da maré no acimulo e distribui¢do de
contaminantes na coluna d’agua. Os processos turbulentos ndo favorecem a deposicdo de
particulas e, consequentemente, dos contaminantes associados ao MPS.

O Porto do Recife (P6 e P7) recebeu, em 2021, uma média de 25 navios/més
provenientes de diversos paises, contendo as mais variadas cargas e/ou com propdsito de
turismo (PORTO DO RECIFE, 2021). Estas grandes embarcacfes ficam atracadas por um
periodo que pode variar entre horas e alguns dias, dependendo as atividades e/ou morosidade
do processo de carga/descarga. Por apresentar baixa solubilidade em &gua (0,006 mg L™ a
25°C), a deteccdo de diclofluanida nessa matriz € um indicativo de aporte recente, o que reforca
a hipétese de que tintas contendo diclofluanida estdo sendo utilizadas por grandes embarcacdes.
Nesta area também ocorrem atividades turisticas, envolvendo barcos de menor porte.

Os resultados observados na porc¢édo central do SERC, que abriga as marinas e os iates
clubes, refletem a importancia de fatores como a proximidade das fontes (embarcacOes
atracadas e locais para reparo de pequenos barcos) e a baixa hidrodindmica, na distribui¢do dos
contaminantes. Além disto, também sugerem que pequenas embarca¢Ges pesqueiras que
trafegam na regido sdo revestidas com tintas contendo aditivos anti-incrustantes. As
concentracdes encontradas refletem um aporte crénico neste importante sistema estuarino.

A distribuicdo oposta e complementar observada entre os diferentes pontos do SERC
mostram que existe um particionamento, uma dindmica de troca, entre as diversas matrizes e
gue toda a biota, sejam organismos pelagicos ou bentdnicos, estdo potencialmente sujeitos aos

efeitos toxicos destes contaminantes.
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5 CONCLUSAO

As informac6es sobre a presenca e distribuicdo de biocidas de terceira geracao, e 0s
efeitos sobre a biota, na América Latina e Caribe sdo bastante limitadas. Suprir esta necessidade
é um grande desafio cientifico frente as dificuldades quanto a padronizacdo de metodologias,
viabilidade econdmica e de infraestrutura para implantacdo de programas de monitoramento
ambiental, e auséncia de legislacdo na maioria dos paises latino-americanos e na regido
caribenha.

A metodologia de analise de clorotalonil, diclofluanida e Irgarol na matriz aquosa, via
SPE e GC-MS foi validada e implantada no Laboratério de Compostos Orgéanicos em
Ecossistemas Costeiros e Marinhos (OrganoMAR), atendendo aos critérios estabelecidos pela
ANVISA (2017) e INMETRO (2020). Alguns testes deverdao ser conduzidos novamente nas
matrizes MPS e sedimento para que se encaixem nos critérios acima mencionados,
principalmente para o Irgarol.

Esse trabalho reporta as primeiras informacdes quanto a ocorréncia da diclofluanida em
aguas estuarinas e no material particulado em suspensdo no Brasil, além de ser o primeiro a
avaliar a ocorréncia de biocidas anti-incrustantes de terceira geragdo no SERC. Entre os
biocidas investigados no SERC, a diclofluanida foi o0 composto mais frequente e detectado em
maiores concentragdes, sugerindo um aporte recente e constante a partir das tintas utilizadas
por embarcac6es que trafegam no SERC.

Fatores como hidrodindmica local, proximidade de fontes e propriedades fisico-
quimicas dos biocidas, sdo fundamentais para a distribuicdo entre as regibes do SERC e o
particionamento entre as diferentes matrizes analisadas. A presenca dos biocidas e sua
biodisponibilidade nos diversos compartimentos estudados sugere gque a biota local (pelagica
ou bentbnica) esta potencialmente sujeita a efeitos adversos.

As informagdes contidas no presente estudo certamente contribuirdo para a
compreensdo da contaminacao por biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo em sistemas
aquaticos brasileiros e poderdo ser usados como ferramentas nas tomadas de decisdo para

projetos de mitigacdo do SERC.
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