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RESUMO

O aporte de esgotos sanitarios em areas costeiras ocorre frequentemente em locais que
possuem urbanizacdo rapida e sem ordenamento adequado para tal processo impactante. O
ecossistema aquatico receptor de efluentes contém sedimentos contaminados, devido a
acumulacdo de compostos toxicos, esse cenario pode apresentar eutrofizagdo, alteracdes na
biodiversidade; danos a saude ambiental e consequentemente a salde humana, além dos
prejuizos ao turismo, a balneabilidade e as atividades econbmicas. Os esterdis fecais e
interferentes enddcrinos sdo marcadores moleculares usados como indicadores de poluicdo
por esgotos domésticos, devido sua estabilidade ambiental e alta especificidade com a fonte.
O trabalho foi feito na lagoa costeira do Catl, localizado em Aquiraz/CE. A area de estudo
apresenta grande urbanizacdo e deficiéncia na infraestruta de saneamento basico, além de
apresentar relevante importancia para a regido. Portanto, este trabalho tem como objetivo
principal avaliar o grau de contaminacdo promovido pelo lancamento de esgoto através da
determinacdo de marcadores moleculares por CG-EM. Foram realizadas amostragens de
sedimento superficial em 14 pontos da area de estudo. Em laboratério foram realizadas
técnicas analiticas para a identificacdo e quantificacdo dos compostos de interesse no
sedimento (extracdo, clean-up, derivatizagdo e analise cromatograficas) e para sua correlacdo
com as caracteristicas sedimentar (granulometria e matéria organica). A concentracdo de
esterdis totais variou de 1189,53 a 30308,02 (ng/g) e dos interferentes enddcrinos variou de
1335,16 e 11567,83 (ng/g). Ambos os marcadores ndo apresentaram correlacdo significativa
com a matéria organica. Para confirmar o diagnostico de contamina¢do foram usados os

indices diagndsticos de impacto dos esterdis, onde foi constatado que a area esta co ntaminada.

Palavras-chave: Marcador molecular. Esterdis Fecais. Interferentes Endécrinos. Sedimento.



ABSTRACT

The contribution of sewage in coastal areas often occurs in places that have quickly and
without proper planning process for such impact urbanization. The aquatic ecosystem
effluent’s receiving contains contaminated sediments due to accumulation of toxic
compounds, this scenario could present eutrophication, changes in biodiversity, damage to
environmental health and consequently human health, besides the damage to tourism, bathing
and economic activities. The fecal sterols and endocrine interfering molecular are markers
used as indicators of pollution by domestic sewage, due to its environmental stability and high
specificity to the source. The work was done in the Catl coastal lagoon, located in Aquiraz /
CE. The study area presents a great urbanization and impaired in basic sanitation, as well as
presenting relevant importance to the region. Therefore, this study aims to assess the degree of
contamination promoted by discharge of sewage through the determination of molecular
markers by GC-MS. Samples of surface sediment were taken at 14 points of the study area.
Laboratory analytical techniques were performed for the identification and quantification of
compounds in the sediment of interest (extraction, clean-up, derivatization and
chromatographic analysis) and its correlation with the sediment characteristics (grain size and
organic matter). The concentration of total sterols varied from 1189.53 to 30308.02 (ng / g)
and estrogens varied from 1335.16 and 11567.83 (ng/ g). Both markers showed no significant
correlation with organic matter. To confirm the diagnosis of contamination diagnoses impact

indices of sterols were used, it was found that the area is contaminated.
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1. INTRODUCAO

A &gua é um dos bens naturais mais importantes para diversos setores da vida humana,
porém sua utilizacdo estd comprometida, em razao do uso irracional que resulta em poluicdo
muitas vezes a niveis irreversiveis. Diante dessa realidade Chong, Jin e Saint (2010) afirmam
que com o rapido crescimento populacional, a forte industrializacdo, condigcdes climaticas
cada vez mais extremas vém se esgotando a porcdo de agua potavel existente no planeta. 1sso
tem mobilizado as pesquisas cientificas com o objetivo de preservar e recuperar esse

importante recurso natural.

As lagoas costeiras sdo exemplos concretos dessa situacéo, pois sofrem com a intensa
de utilizacdo, uma vez que estdo alocadas em regides de forte pressdo demografica. Devido a
proximidade a centros urbanos, esses ecossistemas representam areas de interesse para uma
ampla variedade de atividades humanas e, consequentemente, estdo sujeitos a diversos aportes
antropicos (SEYFFERT, 2008).

Nascimento e Carvalho (2003) afirmam que na zona costeira hd o desenvolvimento de
diversas atividades que influenciam seus ambientes: atividades urbanas, recreativas,
portudrias, industriais, pesqueiras e desmatamentos que acabam por modificar a estrutura dos
ciclos biogeoguimicos. Levando em consideracdo que salde, o bem-estar e, em alguns casos,
a propria sobrevivéncia das populacdes costeiras depende das condicbes ambientais dos
sistemas costeiros pode-se declarar que essa realidade é preocupante. Essa situacdo tem
causado preocupacao crescente a todos que se beneficiam direta ou indiretamente da zona
costeira (EGANHOUSE; SHERBLOM, 2001).

Os aportes antropogénicos mais comumente encontrados nas regides estuarinas e
costeiras referem-se a despejos de material dragado, efluentes urbanos e industriais, lixiviacdo
de é&reas rurais e aportes atmosféricos, os quais podem acarretar na contaminacdo e/ou
poluicdo ambiental (CLARK, 2001).

O lancamento de esgotos sanitarios, com ou sem tratamento prévio, em corpos
hidricos € umdos tipos de impacto negativo mais frequente em locais com rapido cre scimento
da populagéo, urbanizagdo desenfreada e sem infraestrutura que suporte esse desenvolvimento

(ISOBE et al., 2002). Esse quadro é consequéncia da caréncia em infraestutrura de
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saneamento béasico enfrentada pelo Brasil e desrespeito a legislagio ambiental brasileira,
como por exemplo, a Resolugdo CONAMA 357/2005, que estabelece as condicdes e padrdes

de lancamento de efluentes.

Devido ao reconhecimento da ampla diversificacdo e distribuicdo de contaminantes
presentes nos ecossistemas marinhos e costeiros, surge a necessidade de ir além da
identificacdo e quantificacdo dos contaminantes, é imprescindivel relaciond-los com suas
fontes e origens. Assim sera possivel avaliar os impactos provenientes dos compostos e
propor medidas mitigadoras para cada situacdo, além de facilitar o cumprimento das

legislagGes ambientais.

Dentro dessas circunstancias ha a utilizacdo de moléculas ou grupo de moléculas que
possam ser relacionadas inconfundivelmente a origens especificas, conceito de marcadores
moleculares (EGANHOUSE, 1997). Um grande grupo de moléculas tem sido usado como
marcadores moleculares de origembiogénica e antropica, entre eles destacam-se os tracadores
de contaminacdo urbana (esterdis fecais, alquilbenzenos, cafeina, pertubadores endécrinos) e
os tracadores de contaminacdo por combustiveis fosseis (hidrocarbonetos) (BAYONA e
ALBAIGES, 2006).

Uma das caracteristicas mais evidentes dos marcadores moleculares, em geral, é a
hidrofibicidade, ou seja, segundo Takada e Eganhouse (1998) se ligam preferencialmente nos
compartimentos particulados (material particulado em suspensdo, sedimento de fundo e
biota), ndo sendo significativamente encontrados na fracdo dissolvida. E também s&o
resistentes as mudancas ambientais (MARTINS, 2001; SAVICHTCHEVA; OKABE, 2006) o
gue os difere dos biomarcadores (bactérias coliformes, estreptococos, dentre outros), que é

outra forma de identificar a contaminacéo por efluentes sanitarios (ISOBE et al., 2002).

No presente estudo foram usados esterdis fecais e interferentes enddcrinos como
marcadores moleculares antropogénicos na matriz ambiental sedimento para diagnosticar a

contaminagdo existente na Lagoa do Catu.

A contamina¢do por esgotos domésticos no ambiente aquatico € o principal tipo de
contaminacao avaliada através do mapeamento dos esterois, valendo-se das vantagens de boa
especificidade e do elevado tempo de meia-vida nos sedimentos anaerébicos, da ordem de
décadas (TAKADA e EGANHOUSE, 1998). A avaliacdo desse tipo de contaminacdo é
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reforcada pela identificacdo de interferentes endocrinos, ja que 0s excrementos humanos
presentes no esgoto sanitario representam a principal fonte de contaminacdo por estrogénios
no meio ambiente (PESSOA, 2012).

A representatividade da Lagoa do Catu para ser area de estudo € explicada pela
“litoralizacdo” do municipio de Aquiraz-Ce (OLIVEIRA e MEIRELES, 2010) que
intensificou o setor imobiliario na regido, havendo o uso e ocupacdo das suas areas de
protecdo permanentes do ecossistema por mansbes e resorts. E o principal fator de
importancia desse ambiente lacustre é a sua responsabilidade por 30% do abastecimento de
dgua de Aquiraz, municipio que de acordo com IPECE (2012) apresenta uma fragil
infraestrutura de saneamento, com taxa de cobertura urbana de esgoto de apenas 22,41 (%).
Assim, o presente trabalho visa diagnosticar o tipo de contaminacdo existente na Lagoa do
Catl e com isso alertar sobre o indevido langcamento de esgotos no ambiente e fornecer

subsidios para programas de monitoramento e gestdo ambiental do local.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo principal realizar um diagndstico ambiental da
na Lagoa do Catu, localizada no municipio de Aquiraz, Regido Metropolitana de
Fortaleza, através da identificacdo e quantificacdo dos marcadores moleculares

antropogénicos: Esterois Fecais (EFs) e Interferentes Endocrinos (IES).

2.2. Objetivos especificos

» Validacdo da metodologia cromatografica para a quantificagdo de Esterdis e
Interferentes Endocrinos extraidos de sedimento.

= Determinar as concentracGes de Esterdis e Interferentes Endécrinos.

= Diagndstico ambiental através dos indices de impacto.

= Verificar pardmetros governantes na distribuicdo de Esterdis e Interferentes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Ambientes costeiros

Os Ambientes Costeiros e Marinhos constituem um bioma com uma grande diversidade
de ecossistemas, que sao responsaveis por diferentes tipos de paisagens existentes na costa
brasileira, tais como: 0s estuarios, 0s manguezais, a restinga, as praias, os recifes de coral e
muitos outros. Esses ambientes abrigam uma alta diversidade de espécies animais e vegetais,
gue costumam circular nesses ecossistemas durante seus ciclos de vida, essas caracteristicas

explicam o interesse do ponto de vista socioambiental pelos mesmos (PROBIOEA, 2011).

Para Brand&@o (2008) “a zona costeira € o resultado da interconexdo entre componentes da
geosfera (continente), hidrosfera (oceano) e atmosfera. Caracterizam-se como areas de
elevada vulnerabilidade a degradacéo de seus recursos naturais, frente a atividades humanas

inadequadas”.

De acordo com a Resolugdo n° 005/97, a zona costeira abrange um mosaico de
ecossistemas de alta relevancia ambiental, cuja diversidade é marcada pela transicdo de
ambientes terrestres e marinhos, que por consequéncia dessa transicdo tem carater de
fragilidade que requer atencdo especial do poder publico (MMA - MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 1997).

Em termos de area de abrangéncia a regido costeira brasileira se estende por 7.300 km e
sua diversidade biologica ndo se encontra igualmente distribuida. Nesse contexto ha praias
arenosas e lodosas que exemplificam os sistemas de baixa diversidade, devido a auséncia de
superficies disponiveis para fixacdo e pela limitada oferta de alimentos; As restingas e costdes
rochosos sdo consideradas intermediarias em relacdo a biodiversidade, enquanto as lagoas
costeiras e 0s estuarios sdo sistemas ferteis, servindo de abrigo e regido de criadouro para
numerosas espécies; Os manguezais apresentam elevada diversidade estrutural e funcional,
atuando, juntamente com os estuarios, como exportadores de biomassa para 0s sistemas
adjacentes. E Finalmente, os recifes de corais comportam uma variedade de espécies animais

préxima aquela observada nas florestas tropicais umidas (MMA, 2002).

Diante de tal rigueza ambiental ha o uso indiscriminado, que traz consequéncias
socioambientais negativas. Isso pode ser confirmado no relatorio GEO Brasil 2002 —

Perspectivas do Meio Ambiente no Brasil onde afirma-se que os ambientes marinhos
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e costeiros do Brasil sofrem com a degradacdo ambiental, gerada pela crescente pressdo sobre
Seus recursos naturais e pela capacidade limitada de absorverem os impactos resultantes. Os
principais impactos ambientais ocorrentes na zona costeira brasileira sdo: a introducdo de
nutrientes, alteracdo e destruicdo de habitats, alteraces na sedimentacdo, superexploracéo de
recursos pesqueiros, poluicdo industrial, principalmente de poluentes persistentes, e até a
introducdo de espécies exdticas (IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis, 2002).

Esses impactos sdo comuns nesses ambientes porque “a maior parte da populacdo mundial
vive em zonas costeiras, e ha uma tendéncia permanente ao aumento da concentracdo
demografica nessas regides” (MMA, 1997). O Brasil € um pais de formacdo colonial, a
ocupacdo de seu territdrio ocorreu a partir dos nicleos costeiros. Com isso, suas primeiras
areas de adensamento populacional se localizaram na zona litoranea, essa estrutura
condicionou uma concentracdo populacional na zona costeira, a qual perdura até a atualidade
(IBAMA, 2002).

Além da contribuicdo historica a ocupacdo desse ambiente é influenciada por diversos
fatores como: atividades de lazer, pesca comercial e recreativa, maricultura, transporte
marinho, esportes aquaticos, uso dos terminais portuérios, industrias de pesca e turismo, entre
muitas outras (SERAFIM & HAZIM, 2006).

Em meio aos multiplos usos dos sistemas lacustres é necessario reconhecer agua como
essencial a vida, pois € um recurso ambiental imprescindivel para quase todas as atividades

humanas, sendo elas atividades basicas, atividades econdmicas ou até atividades de lazer.

Tucci, Hespanhol, Cordeiro Netto (2001) afirmam que as grandes concentragdes urbanas
brasileiras apresentam condicdes criticas de sustentabilidade devido ao excesso de cargas de
poluicdo doméstica e industrial e & ocorréncia de enchentes urbanas, que contaminam um dos

recursos naturais imprescindiveis a manutencdo da vida: os mananciais hidricos.

De maneira geral, a contaminacdo do ambiente marinho ocorre principalmente em aguas
costeiras onde os estuarios sdo particularmente afetados (KENNISH, 1997). Pois de acordo
com Weber (1992) a introducdo de material antrépico no ambiente marinho além de ser
pontual, normalmente é feita nas partes rasas da zona costeira, onde a circulacdo local ndo

permitira a distribuicdo dos residuos na condicdo da dilui¢do infinita esperada.
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Diante do exposto a definicdo de estuario explica o porqué de esse sistema ser
especialmente afetado: “os estudrios podem ser definidos como corpos d agua parcialmente
fechados, localizados na interface entre 0 ambiente terrestre e 0 oceanico, onde a &gua do mar

sofre diluicdo mensuravel com a d4dgua doce proveniente da drenagem terrestre”

(PRITCHARD, 1952).

Essa contaminacdo certamente é proveniente dos usos feitos do ambiente costeiro,
entdo seus agentes sdo: os esgotos domesticos, barcos, deposicdo atmosférica, agricultura e

atividades de aquicultura intensivas em algumas regides costeiras (GOLDBURG et al., 2001).

Em meio da situacdo exposta dos ambientes costeiros Connel e Hawer (1991) e Unep
(1992) corroboram que € de total necessidade o levantamento das fontes de contaminagdo do
ambiente para elaborar medidas que possam diminuir os efeitos negativos da introducdo de

Xenobhiontes nesses ecossistemas.

3.2. Marcadores moleculares

Devido da ampla distribuicdo e a abundancia de contaminantes presentes nas matrizes
ambientais (ar, 4gua, solo, sedimento e biota), em especial, nos ecossistemas marinhos e
costeiros, muitos estudos vem sendo realizados nessas regides, a fim de identificar e
quantificar os contaminantes (EGANHOUSE, 1997). Com essas informaces € possivel voltar
as pesquisas para entender o comportamento, destino, efeitos e impactos de contaminantes
potencialmente toxicos. Para entender todas as caracteristicas de determinado contaminante é

imprescindivel relaciona- los com as fontes e origens da contaminacao.

Diante da necessidade de se conhecer as fontes de contaminantes entra 0 uso dos
marcadores moleculares. Na literatura o termo marcador molecular tem sido aplicado para
designar compostos ou grupo de compostos que, a partir de sua estrutura distinta, possam ser
relacionados inequivocamente aos suas origens especificas (PHILP, 1985; EGANHOUSE,
1997; PETERS et al., 2005; TAKADA E EGANHOUSE, 1998).

Assim sendo, a observacéo de um desses compostos no ambiente necessariamente indica a

presenca de uma fonte especifica (EGANHOUSE, 1997). Tais compostos sdo relativamente
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estaveis, possuindo elevada resisténcia aos processos de intemperismo e biodegradacéo,
sendo, dessa forma, facilmente correlacionadas as fontes de contaminacdo (EGANHOUSE,
1997). EGANHOUSE et al. (1983) ainda afirma que os marcadores quimicos podem

permanecer no sedimento por longos periodos devido essas propriedades quimicas.

Quando o marcador molecular é utilizado para obter informagGes sobre fonte a
similaridade e/ou a diferenca entre as propriedades fisico-quimicas do marcador molecular e
do contaminante de interesse devem ser consideradas. A propriedade mais importante que
controla a concentracdo de poluente num ambiente aquatico é a solubilidade, dai a relevancia
de se conhecer o coeficiente de particdo octanol-4gua (Kow) (chamado também de indice de
hidrofobicidade) e da solubilidade dos compostos (TAKADA E EGANHOUSE, 1998).

No presente estudo os marcadores moleculares estudados foram os esterdis e 0s

interferentes enddcrinos que serdo descritos melhor abaixo.

3.1.1 Esterdis

Os esterdis sdo compostos com uma grande variedade estrutural e que apresentam um
esqueleto carbdnico bésico constituido de 17 a 30 atomos de carbono, podendo apresentar
grupos metilicos em especial nos carbonos 10 e 13 (LOURENCO, 2003). Apresentam um
grupo hidroxila ligado na posi¢cdo 3, o que lhes garante propriedades quimicas semelhantes
aos alcoois, sendo assim chamados de esterdis. Emalguns casos, o grupo hidroxila na posicéo
3 pode estar protegido, sob a forma de um grupo cetbnico, caracterizando as esteronas e
estanonas (SEYFFERT, 2008)(Figura 1).

Figura 1- Estrutura bésica dos esterdis.
R

G
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X

Fonte: Martins, 2008
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Alcoois, esterdis e cetonas sdo classificados como bons marcadores moleculares por
apresentarem especificidade com a fonte, resisténcia a acdo microbiana e possivel
guantificacdo em baixas concentragcbes (CANUEL, 2001; SALIOT et al., 1991). Os esterois
apresentam resultados satisfatorios na determinacdo da origem de matéria organica
(CARREIRA et al., 2009; WATERSON; CANUEL, 2008), bem como na detec¢do de aporte
de esgotos em ambientes aquaticos (MARTINS et al., 2008a)

O uso dos esterois como indicadores de contaminacdo fecal € particularmente
aplicavel a regides onde hd um adensamento alto das zonas populacionais e industriais
(SEYFFERT, 2008), principalmente em locais que ndo ha tratamento de esgoto e seu despejo

é feito semcritério algum (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas dos esterois estudados.

Composto Estrutura Nome oficial Formula Log Kow
molecular
(IUPAC)
Coprostanol B ' 5b-colestan-3b-ol Cy7H450 9,4
~ D
W
Colestanol T 5a-colestan-3b-ol C,H,.0 9,4
Colesterol Y colest-5-em-3b-ol CHO 8,7
1} ~ 27 46
HOJ S '\J
Campesterol ' 24-metilcolest-5- C28H480 88
gl em-3b-ol
Estigmaterol 24-etilcolest- C29H48O 8,6
W[ Y 5,22(E)-dien-3b-ol
Ergosterol o Ergosta-5,7,22- CHO 7,4
I trien-3p-ol 2
oA T
B - sitosterol _J 24 B -etil-colestan- C,H.0 9,3

N 5-en-3p-ol

HO”
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A determinacdo de esterdis fecais é proposta como uma avaliagdo alternativa da
poluicdo ambiental de origem fecal (MARTINS et al, 2008). Alguns esterdis encontrados nos
sedimentos podem ter sua origem de fontes naturais, podendo citar o colesterol, campesterol,
B-sitosterol, colestanol, estigmasterol, entre outros (Tabela 2). Além desses naturais, s&o
também encontrados o coprostanol e o epicoprostanol, sendo denominados esterdis fecais
(BRAUN, 2006), esses sdo os esterois mais citados em estudos de determinagdo do impacto
dos esgotos (MARTINS, 2008a). Trés esterdis (colesterol, coprostanol e colestanol)
receberam maior enfoque na realizagdo desse trabalho por serem utilizados em indices que
viabilizam o estudo da contaminacdo fecal humana no ambiente, sendo denominados esterdis
fecais. Contudo outros esterois foram identificados e quantificados, pois fornecem
informacgdes sobre 0s niveis naturais dos compostos organicos no local e sobre como os

aportes antrépicos podem ser responsaveis por altera- los.

Tabela 2 — Descri¢do dos esterodis para identificacdo de suas possiveis fontes.

Nome usual Descricédo da fonte Informagdo ambiental
Coprostanol Biomarcador fecal; quantidade relativa indica Contaminagdo fecal
contaminacdo fecal recente humana
Colesterol Esterol mais onipresente; abundante no fito e no Fito e zooplancton
zooplancton
Colestanol Reducdo quimica do colesterol Atividade microbiana
Campesterol Origem terrestre, tipicamente de plantas Fonte de matéria
superiores organica
Estigmasterol  Usualmente usado como esterol terrestre; plantas Fonte de matéria
superiores organica
Ergosterol Decomposigéo realizada por fungos Biomassa de fungos
B - sitosterol ~ Usualmente usado como esterol terrestre; plantas Fonte de matéria
superiores organica

Fonte: Adapatado de Pratt (2005); Pratt et al. (2008)

Segundo Volkman (2005) o coprostanol é um esterol amplamente utilizado, desde os
anos 60, como marcador molecular para avaliar e monitorar a contaminagdo por efluentes
domésticos em ambientes aquaticos. Fattore et al. (1996) e Carreira et al. (2001) explicam

que o coprostanol é considerado de origem fecal devido a sua presenca nas fezes de animais
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superiores, principalmente, o homem, sendo formado pela da hidrogenacdo (reducéo)

bacteriana do colesterol no intestino desses animais

O coprostanol é o esterol fecal mais utilizado como marcador de polui¢do por esgotos
em corpos hidricos (TAKADA; EGANHOUSE, 1998). Porém, ndo existe um consenso sobre
uma concentracdo de coprostanol que determine uma contaminacdo fecal, por isso é
necessaria a determinacdo de intermediarios da reducdo do colesterol em coprostanol
(coprostanona, colestanona e colestanol) para o uso de indices derivados da relagdo entre a
concentracdo de coprostanol e de outros compostos estruturalmente relacionados
(CARREIRA et al., 2001; GRIMALT et al., 1990; TAKADA; EGANHOUSE, 1998).

Diversos indices considerando razbes de concentracdo de diferentes marcadores
moleculares podem ser utilizados na avaliagdo tanto do grau de impacto no ecossistema como
para obter informacdes sobre sua persisténcia no ambiente (TAKADA E EGANHOUSE,
1998).

No presente trabalho, foram calculados alguns indices comumente encontrados na
literatura, de forma a avaliar a condicdo ambiental do ambiente de estudo. Uma lista dos
indices utilizados, assim como as informacgdes ambientais que podem ser obtidas de cada um
deles, estdo apresentados na tabela 3.

Os valores obtidos nessas relacbes tendem a distinguir as fontes dos esterdis e a
estimar o grau de contaminacgao da area estudada (CORDEIRO, 2006).

Tabela 3 — indices diagndsticos: relagdes entre esterdis aplicados neste estudo.

indices Indicativo Areacontaminada Area nao Referéncia
contaminada
COP/(COP +  Contaminacédo fecal 507 <03 GRIMALT et
COLN) humana ' ' al.(1990)
Contribuicao de TAKADA et al.
COP/COL s Ofo >1,0 <1,0 (1994); MUDGE;
g BEBIANNO (1997)
cop/coLN ~ Contaminagdo fecal >0,5 <03 SHAH et al.(2007)
humana
TAKADA E
COP/(COLN + Contribuicao de EGANHOUSE
>0,2 <0,15 .
COoL) esgoto (1998); CHAN et al.,

(1998)
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Degradagdo
covu/(coL+ preferencial e >0,7 <07 CHALAUX et al.
COLN) contribuigdo de ' (1995)
esgoto
.. G HATCHERE
COP/%;(:Sterms Conterlsbgli;;;:o de >5-6 % i MCGILIVARY
(1979)

Legenda: COP (coprostanol); COLN (colestanol); COL (colesterol).
Fonte: Adaptado de CORDEIRO (2006)

3.1.2 Inte rferentes enddcrinos (1Es)

Ha diferentes denominacdes dadas para esses compostos na literatura tais como:
disruptores enddcrinos, interferentes endocrinos e agentes hormonalmente ativos,
pertubadores endocrinoos, desreguladores endocrinos e na literatura internacional corresponde
aos endocrine disrupting compounds (EDC). Para facilitar o desenvolvimento do presente

texto o termo que sera usado sera interferentes endécrinos (1Es).

Também existem muitas definicdes para as substancias capazes de interferir no
sistema endocrino. Assim sendo, a Comunidade Cientifica Europeia, em 1996, durante a
Conferéncia de Weybridge apresentou uma definicdo mais precisa “um disruptor enddcrino é
uma substancia exégena que causa efeitos adversos para a salde num organismo intacto, ou
seus descendentes, devido a mudangas na fungdo endécrina” (GHISELLI E JARDIM, 2007).

Os interferentes enddcrinos sdo considerados uma classe de contaminantes emergentes
que nos ultimos 20 anos vém evidenciando sua importancia na comunidade cientifica no
mundo (DALLEGRAVE, 2012), porém no Brasil o estudo desses contaminantes ainda €

reduzido.

A importancia de se conhecer a contaminacdo de um determinado ambiente por IE esta
relacionada com o seu potencial de ameaca principalmente & vida aquética e ao ser humano.
Para Clara et al. (2004) o comportamento dos IEs nas ETE, solo e sedimentos marinhos tem
sido investigado, bem como seu transporte e destino no meio ambiente. O conhecimento do
destino e dos processos de transporte desses poluentes no meio ambiente € essencial para

avaliar seus impactos potenciais no solo e aguas naturais. (BILA E DEZOTTI, 2007)
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Os IE, mesmo em nivel de tragos, podem provocar efeito hormonal em seres vivos
causando alteragbes tais como: diminuicdo da fertilidade em aves, peixes, mariscos e
mamiferos, além de alteracdo da funcdo imune em aves e mamiferos e alteracdo na tiredide
das aves (CHOL; YOO; LEE, 2004). Os IE podem também levar ao aumento da incidéncia de
cancer de mama em humanos, feminilizacdo dos machos e masculinizacdo das fémeas em
animais selvagens (MULLER et al, 2008)

Segundo Bila e Dezotti (2007) as substancias classificadas como interferentes
endocrinos, incluindo as naturais e sintéticas, usadas ou produzidas para diversas finalidades

podem ser agrupadas em quatro classes:

a) substancias sintéticas utilizadas na agricultura e seus subprodutos, como pesticidas,

herbicidas, fungicidas e moluscicidas;

b) substancias sintéticas utilizadas nas industrias e seus subprodutos, dioxinas,
policlorados (PCBs), compostos organicos de estanho, retardante de chama bromados,
parabenos, alquilfenois e seus subprodutos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs),

metais pesados, ftalatos e bisfenol A;

c) substancias naturais, como fitoestrogénios e os estrogénios naturais 17p-estradiol,

estrona e estriol e;
d) compostos farmacéuticos, como o 17a-etinilestradiol e Dietilestilbestrol.

Na presente pesquisa foram estudados os compostos naturais: Estrona (E1), 17pB-
estradiol (E2), 17a-estradiol (E2) e estriol (E3) e os sintéticos foram: 17a-etinilestradiol e

Dietilestilbestrol (DES), suas caracteristicas quimicas e estrutura estdo descritos na Tabela 4.

O horménio 17-B-estradiol é o estrogénio mais potente produzido pelo organismo
humano, seguido do estrona e do estriol (SODRE et al., 2010). Ja o 17-o-Etinilestradiol ¢ um
estrogénio sintético e o principal componente das pilulas contraceptivas mais comuns,
também utilizados em terapias de reposi¢do hormonal assim como o Dietilestilbestrol (CICEK
et al., 2007).
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Tabela 4- Caracteristicas dos interferentes endécrinos estudados.

Formula
Composto Estrutura Log Kow
molecular
;4_4-
)
Estrona (E1 2 Cr*-/’
(ED 90 C18H2202 3,13
wo o e S
i
17a estradiol (E2) Y -
) : C18H2402
i
17p estradiol (E2) OD
) : C18H2402 4,01
Estriol (E3) C18H2403 2,45
;;‘“ -,‘,/“-./
170 Etilnilestradiol (EE2) L\\f J C20H2402 .
- Rl 4’
N
Dietilestilbestrol (DES) PR
U C18H2002 5,07

O valor do coeficiente log octanol/ agua (log kow) para os IEs livres variam de 2,81 a

5,15, sendo evidente que estes compostos sdo lipofilicos e ligeiramente soliveis em agua e

mesmo quando dissolvidos, podem ser rapidamente removidos da fase aquosa, como
resultado da ligacdo com os sdlidos suspensos (BIRKETT E LESTER, 2003). O

conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas dos hormdnios facilita o planejamento de

métodos para a determinacdo analitica em matrizes ambientais (GONSCHOROWSKI, 2013).
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Muitas destas substancias sdo persistentes no meio ambiente, acumulam-se no solo e
no sedimento de rios, séo facilmente transportadas a longas distancias pela atmosfera de suas
fontes. Acumulam-se ao longo da cadeia trdfica, representando um sério risco a salde
daqueles que se encontram no topo da cadeia alimentar, ou seja, os humanos (MEYER et al,
1999). A grande maioria dos IEs possui caracteristicas lipofilicas e, frequentemente,
apresentam baixa biodegradabilidade no ambiente (LINTELMANN et al., 2003).

3.3. Ambiente sedimentar

Os sedimentos sdo caracterizados como uma matriz complexa, constituida de fragdes
organicas e inorganicas (ARINE; WATANABE; SILVA, 2013).

O sedimento € uma matriz ambiental composta por detritos e particulas organicas e
inorganicas, onde a fase inorganica é composta por rochas, fragmentos de conchas e gréos
minerais. Ja a fase organica é composta por restos de vegetais e animais (matéria organica),
sendo esses componentes 0s mais importantes dos sedimentos, devido a funcdo de regular a
sorcdo e biodisponibilidade de alguns contaminantes (POWER E CHAPMAN, 1992).

Para a Abessa et al. (2006) e Riba et al. (2004) os sedimentos constituem um importante
compartimento dos sistemas aquaticos e é reconhecido como o principal destino das
substancias introduzidas nos estuarios, podendo acumular esses compostos em niveis mais

elevados que os observados na coluna d”agua.

Essa matriz ambiental tem uma relacdo dindmica com a coluna de agua, ora retém o0s
poluentes existentes, ora disponibiliza esses mesmos compostos para a coluna de agua, diante
das condigbes ambientais. Dessa maneira, o estudo do comportamento de agentes quimicos
retidos pelos sedimentos naturais pode ser mal interpretado ou de dificil avaliagdo (ARINE;
WATANABE; SILVA, 2013).

No ambiente marinho, 0s sedimentos agem como um substrato cromatografico, podendo
ocorrer adsor¢do, fracionamento, eluicdo e dessorcdo de poluentes organicos e inorganicos
(BROWNAWELL e FARRINGTON, 1986). Os compostos organicos, por serem
hidrofobicos, tendem a ser adsorvidos no material particulado e ser depositados no sedimento
subsuperficial (LAW E BISCAY A, 1994).
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Burgess e Scott (1992) afirmam que apds os contaminantes podem ser alterados por
processos quimicos, fisicos e bioldgicos ao atingirem os sedimentos, isso resulta no aumento

ou baixa do seu poder toxico.

O reconhecimento dos sedimentos como reservatorios de substancias toxicas ao ambiente
aquatico € uma importante decisdo que traz como consequéncia estudos voltado a avaliagdo
da contaminagdo dessa matriz ambiental. Com isso, ha o desenvolvimento de instrumentos
importantes para a protecdo dos ecossistemas e da salde publica, 0 monitoramento desses
sedimentos, identificacdo e recuperacdo de areas impactadas, além do controle das fontes
poluidoras (ABESSA, 2006b).
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4. CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

4.1. Localizacdo e acesso

A Lagoa do Catu esta situada na Regido Metropolitana de Fortaleza no municipio de
Aquiraz, mais especificamente no distrito de Prainha. Estando limitada pelas coordenadas
UTM 0567000E, 9561273N e 0575000E, 9569000N. (Figura 2).

Figura 2 - Localizagdo e acesso a Lagoa do Catl
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A lagoa esta localizada a 26 km de Fortaleza- CE e, 0 acesso é feito pela rodovia CE-
040. Essa lagoa ¢ componente do estuario da bacia hidrografica do rio Catu, que nasce no
Municipio de Horizonte, porém a sua maior &rea de drenagem ocorre no municipio de
Aquiraz, onde desagua na localidade de Prainha (GONDIM et al, 2009).

A lagoa do Catu apresenta uma area superficial de 2.420.000,00m?, um perimetro de
17.430,00m e volume de 4gua é aproximadamente de 7.455.610m? (GONDIM et al, 2009).

Segundo Pinheiro e Morais (2010) a formacéo da lagoa do Catu esté relacionada com

morfodinamica das dunas moveis que migraram na direcdo do canal estuarino dando origem
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ao espelho de dgua. Em 1993 com a construcdo da barragem no sangradouro, para manter o
nivel de armazenagem de &gua, ocorreu a reducdo significativa do fluxo das aguas para o

sistema.

De acordo com dados da Companhia de Agua e Esgoto do Ceard - CAGECE — é
responsavel por 30% do abastecimento de agua em Aquiraz e também ha os usos para
irrigacdo, pesca artesanal e esportiva, lazer com praticas esportivas nauticas como: barco,
embarcagdes a motor, “jet ski” ¢ lancha. Esses maltiplos usos tornam a lagoa do Catl um

reservatorio de suma importancia para a regido (PINHEIRO e CABRAL, 2007).

4.2. Caracteristicas gerais de Aquiraz

4.2.1. Aspectos climaticos

Na regido em estudo, predominam o clima Tropical Quente sub-Umido, com
pluviosidade geral de 1.379,9 mm, temperatura média de 26° a 28°C e periodo chuvoso de
janeiro a maio (FUNCEME/IPECE, 2012).

4.2.2. Componentes Ambientais

O relevo é classificado como Planicie Litoranea e Tabuleiros Pré-Litoraneo. Os solos
sdo classificados como areias quartzosas distroficas, areias quartzosas marinhas, bruno ndo
calcico, podzolico vermelho-amarelo. E a vegetacdo € considerada Complexo Vegetacional da
Zona Litoranea (FUNCEME/IPECE, 2012).

4.2.3. Aspectos socioecondmicos

O municipio de Aquiraz, de acordo como IPECE (2012) tem populacéo residente total
de 72.628 habitantes, onde 92,37 (%) estdo na zona urbana e 7,63 (%) na zona rural. Tem
densidade demografica de 150,50 (hab./kn?) e a taxa de urbanizagdo é de 92,37 (%).
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Quanto aos dados de saneamento Aquiraz tem taxa de cobertura d’agua urbana de
47,34 (%), taxa de cobertura urbana de esgoto de 22,41 (%). Domicilios particulares ligadas a
rede geral de abastecimento de agua 19,69 (%) e com abastecimento proveniente de pogo ou
nascente 58,24 (%). Para tipos de esgotamento sanitario utilizados na regido as porcentagens
sd0: 9,72 (%) para rede geral ou pluvial, 27,05 (%) fossa septica, 60,54 (%) outra, 2,69 (%)
ndo tinham banheiros (IPECE, 2012).

A porcentagem relativa aos domicilios particulares tem seu lixo coletado é de 75,24
(%) (IPECE, 2012). A coleta de residuos sélidos é gerenciada pela Prefeitura Municipal e a
disposicdo final é o aterro sanitario de Aquiraz localizado na regido de Machuca, e atende

também ao municipio de Eusébio.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Procedimento experimental

5.1.1 Coletas
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A amostragem de sedimentos superficiais com profundidade aproximadamente de 2

cm foi realizada no dia 14 de marco de 2013, onde foram coletados 14 pontos ao longo da

lagoa do Catu (Figura 3).

Figura 3 - Pontos de amostragem de sedimentos superficiais na lagoa do Catu.
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Durante a coleta, as amostras foram transferidas para sacos plasticos devidamente

etiquetados, lacradas e acondicionadas em isopor com gelo para conservacao ateé a chegada ao

laboratorio, onde foram mantidas em baixa temperatura até 0 momento de processamento.
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5.1.2 Preparacao das amostras

No laboratério, as amostras foram homogeneizadas e subdivididas para diferentes
tratamentos. Uma parte das amostras foi seca em estufa (Medicate MD 12) a 65 °C, para a
determinacdo granulométrica. E a outra parte foi seca utilizando-se um liofilizador a -33 °C e
a 760 torr (Liofilizador Edwards do Brasil), para a determinacéo de matéria organica, carbono
organico e extracdo dos esterois, devido a caracteristica da técnica secar o sedimento sem

degradar os compostos presentes no mesmo.

Para a liofilizagdo, as amostras foram colocadas em baldo de fundo chato com
capacidade para 250 mL e foram congeladas. Depois de congeladas, foram colocadas no
liofilizador. O tempo da liofilizacdo varia de acordo como volume colocado nos baldes, como
também das caracteristicas de cada solo. Apds a secagem, o sedimento foi passado na peneira

de 2 mm para retirada de materiais maiores (folhagem, animais benténicos, entre outros).

As técnicas analiticas realizadas para o maior conhecimento da matriz ambiental em
estudo e sua correlacdo com os resultados referentes aos esterdis foram a granulometria,
matéria organica e carbono organico. As analises envolvidas para a determinagdo dos esterdis
presentes no sedimento da area de estudo foram: extracdo, clean-up, derivatizacdo e

cromatografia gasosa.

5.1.3 Limpeza do Material Utilizado

A limpeza do material utilizado em andlises laboratoriais, principalmente aquelas que
trabalham com concentragbes na ordem de tragos (ug/g e/ou ng/g), tem que ocorrer com
cuidado, para garantir a exclusdo segura de interferentes ou contaminantes que possam alterar
os resultados de encontrados. O processo de limpeza usado foi baseado nos protocolos

desenvolvidos no laboratorio.

Toda vidraria utilizada durante o desenvolvimento pratico do estudo foram lavados com
5% vi/v de detergente anibnico Extran (Merck), imersos em banhos de solucdo 5% v/v de
detergente anidnico por 12-24 horas e enxaguados em agua corrente. Depois foram imersos

em solucdo 5% v/v de &cido nitrico, por 12 — 24 horas, lavados em agua corrente, secos em
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estufa e para finalizar os materiais foram embrulhados em papel aluminio e colocados na
mufla a 400°C por 6-8 horas.

5.2. Analise granulométrica

A maior parte dos sedimentos é heterogénea em relacdo a sua constituicdo
granulométrica, sendo assim, necessaria a combinacdo de métodos para a analise do material
grosseiro (fracdo arenosa) e do fino (fracdo argilosa). A separacdo da fracdo arenosa da fracdo
argilosa é feita através da lavagem do sedimento em peneira 0,062 mm. A analise do material
grosseiro geralmente é peneirado e os finos podem passar por diversos processos baseado na
lei de Stokes (SUGUIO, 1937).

A determinacdo da granulometria foi realizada no Laboratério de Geologia e
Geomorfologia Costeira e Oceéanica - LGCO da UECE, usando a metodologia sugerida por
Suguio (1973).

A preparagdo da amostra foi realizada inicialmente em estufa a 60 °C, para retirada
total da umidade, e em seguida foi realizada o destorroamento com o auxilio do pistilo e do
almofariz. Para a separacdo das fragcdes granulométricas foi pesado 100 g de sedimento. Essa
separacdo foi realizada, depois da homogeneizacdo, através de quarteamento, de modo a
garantir igual representatividade do material analisado. Em seguida, foi realizado o

peneiramento Umido e 0 peneiramento seco.

5.2.1. Peneiramento Umido e Pipetagem

O peneiramento Umido tem como objetivo separar a fracdo silte-argilosa (teor de
finos) do restante da amostra. Essa separac¢do ocorre na lavagem da amostra (100 g) sob filete
de agua em peneira de malha 0,062 mm até que a &gua ndo esteja mais turva. O material de

granulometria maior, retido na peneira, foi levado a estufa.

Os grdos inferiores a 0,062 mm de diametro foram recolhidos em baldes e reservados
para precipitacdo. O excesso de agua foi retirado com um sifdo, com cuidado para ndo

perturbar o sedimento depositado no fundo, para ndo haver perdas do material.
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Em seguida, o sedimento foi transferido para uma proveta de 1000 mL com o auxilio
de uma pisseta. Adicionaram-se 0,67 g de oxalato de sodio para evitar floculagdo, o volume

foi completado com agua e a mistura homogeneizada com o auxilio de um bast&o.

A pipetagem foi realizada nos tempos 0:00°58”, 0:03°52”, 0:07°44”, 0:31°00” e
2:03°00”, sendo os dois primeiros coletados a 20 cm abaixo da cota de 1000 mL da proveta e
0s outros trés a 10 cm. Os depositos com o material pipetado foi secado na estufa e depois
pesado. O peso do sedimento foi calculado pela diferenga entre o peso do béquer com

sedimento e o0 peso do béquer vazio.

5.2.2. Peneiramento seco

O peneiramento seco foi realizado com a fracdo retida no peneiramento Umido. A
fracdo arenosa foi separada e levada a estufa a 65 °C para secar. O conjunto de peneiras foi
levado para o agitador eletromagnético (Bertel) por 10 min, em seguida a fracdo contida em

cada peneira, foi retirada e pesada e os valores foram anotados.

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente no programa ANASED 5.0i
licenciado para o Laboratério de Geologia Marinha e Aplicada da UFC no qual foram

determinados os teores de fracéo arenosa e fina.

5.3. Determinacdo do teor de Matéria Organica (MO)

Os teores de matéria organica para cada ponto de amostragem foram calculados a
partir da determinacdo de carbono organico, cujo foi realizado através do método Walkley-
Balck modificado (Camargo et al., 2009).

O metodo resume-se na oxidacdo da matéria organica do sedimento com solugéo de
dicromato de potassio (K2CR,0O;) e &cido sulfarico (H,SO4), contando como catalisador o
calor desprendido da oxireducdo do H,SO4 e titulacdo do excesso de dicromato com Sulfato
Ferroso Amoniacal (SFA — FeSO4(NH4)2504.6H,0).
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O teor de determinacédo de CO foi calculado pela equacéo 1:

10— 2X1%1x0,4

%C = M1 (1)
p

Onde:
V1: volume de SFA gasto na titulagdo do branco (mL);
V>: volume de SFA gasto na titulagdo da amostra (mL);

p: peso da amostra (g).

Ja o teor de MO, que € a analise usada na caracterizacdo do sedimento no presente

estudo foi calculado pela equacéo 2:

%MO = %C x 1,725 )

Onde:

%C: é a porcentagem de carbono organico determinado em uma 1 g de sedimento.

5.4. Determinacgdo de Esterdis e Interferentes Endocrinos (1Es)

A determinacdo dos esterois e IES em sedimento passou por diferentes fases: secagem,
extracdo, clean up, derivatizacdo e analise propriamente dita, onde foram quantificados por
Cromatografo a Gas acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM). Devido a matriz
ambiental usada ser complexa, a escolha dos solventes usados na técnica de extracdo e no
procedimento de clean-up foi baseada nas propriedades fisico-quimicas dos compostos

estudados. (Figura 4).



Figura 4 - Fluxograma do procedimento de andlise realizado com o sedimento.
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5.4.1. Preparo das solucGes para curva de calibracdo

Os padrfes dos esterdis utilizados nessa pesquisa foram: campesterol, androstanol,
coprostanol, colestanol, colesterol, B — sitosterol, estigmasterol, ergosterol, coprostanol,

adquiridos da Sigma-Aldrich.

Os padrdes dos interferentes enddcrinos utilizados foram estrona (E1), 17 estradiol
(E2), 17a estradiol (E2), Estriol (E3), adquridos da Absolute Standard e dietilstilbesterol
(DES), 17 a-etinilestradiol (EE2), adquiridos da Sigma-Aldrich.

As solucbes analiticas foram preparadas a partir desses padrdes auténticos. Primeiro
foi preparada a solucdo estoque com concentracdo de 10 ppm, em cloroférmio para padrdes
de esterdis e em metanol para padrdes de IE, a partir dessa solucdo foi feita a solugcdo de
trabalho com concentracdo de 5000 ppb e entdo foi preparada as curvas analiticas, com a

seguinte faixa de concentracéo: 2000 ppb, 1000 ppb, 500 ppb, 250 ppb, 50 ppb.

Todas as solucdes padrdo depois de prontas foram armazenadas em geladeira, para

assim manter as condicdes calculadas.

Os solventes metanol e hexano utilizados foram de grau HPLC (Merck). E o

cloroformio foida marca Sigma.

O estrone-d2, usado como padrdo surrogate (PS), foi adquirido da CDN Isotopes e 0

50- colestano, usado como padréo interno (P1), foi adquirido da Sigma-Aldrich.

Como reagentes  derivatizantes  foram  utilizados o BSTFA (N-O-
Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida) de férmula molecular C8H18F3NOSi2, também adquiridos
da Sigma-Aldrich.

Antes da injecdo no cromatografico as curvas e extratos de amostras foram dopadas

com50 pL de PI na concentragdo de 1000 ppb.
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5.4.2. Técnica de extracao

O procedimento de extracdo foram executados segundo o protocolo desenvolvido

por Cavalcante et al. (2008), com adaptacdes.

Foram pesados 30 g de sedimento liofilizado de cada amostra e adicionado 40 pL
de padrdo surrogate (estrone - d2) e a extracdo ocorreu com a adicdo de diferentes
solventes intercalados e submetidos ao a sonica¢do na ultrassom (ELMASONIC modelo E
120 H) (Figura 5 B) durante 20 min. sob temperatura ambiente), para auxiliar na quebra da
ligacdo do contaminante com o sedimento. Ap6s a sonicagdo, a amostra foi centrifugada a
4000 rpm/15min (centrifuga HermLe modelo Z 360 K) (Figura 5 C) a fim de separar o
sedimento da mistura extratora, uma vez que o analito de interesse ja foi retirado do
sedimento. O sobrenadante foi recolhido e pré-concentrado a 1 mL, em um rotaevaporador
FISATOM 801 (Figura 5 A).

As misturas utilizadas para extracdo foram: 30 mL de acetona, 30 mL de acetona
e acetato de etila (1:1 v/v), 30 mL acetato de etila, 30 mL de acetato de etila e
diclorometano (DCM) (1:1 v/v), 30 mL de DCM, 30 mL de DCM e hexano (1:1 v/v) e 30
mL de hexano. Para a escolha desses solventes de extracdo, foi usado o procedimento de
selecdo por faixa crescente do indice de polaridade (CAVALCANTE et al., 2012).
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Figura5 — Equipamentos usados no procedimento de extragdo: rotaevaporador (A), banho ultrassom (B),
centrifuga (C).

Fonte: Adaptado de Duavi, 2013

5.4.3. Procedimento de clean-up

De acordo com Cavalcante (2008), o procedimento de clean-up é usado na “limpeza”
da amostra e separacdo dos constituintes de interesse. Esse procedimento é realizado a partir

da passagemdo extrato da amostra em uma coluna de silica e alumina.

A coluna foi construida a partir da adicdo de hexano em 10 g de silica gel, seguida de
4 g de alumina em hexano. Depois foi colocado 0,5 cm de cobre em p6 seguido de 2 cm de
sulfato de sddio anidro. Com a finalizacdo da montagem da coluna, a mesma foi lavada com
10mL de hexano, tornando-a pronta para a adi¢do do extrato da amostra, proveniente da etapa

de extracdo (Figura 6).

Apos a adicdo dos extratos na coluna, foram adicionados misturas de solventes para
inicio do processo de fracionamento, conforme a tabela 5. Tais solventes foram escolhidos de

acordo com seus indices de polaridade. Os analitos de interesse para esse trabalho eram
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recolhidos na terceira fase em balbes de 250 mL e novamente pré-concentrados para 1 mL e

transferidos para vials de 1,5 mL, e depois submetidos ao processo de derivatizacgao.

Figura6 - Colunade clean up.

il

— 2 cmda coluna comsulfato de sddio
— 0,5 cmda coluna comcobre

— 4g alumina

— 10 g silica

Fonte: BEZERRA, 2013

Tabela 5 - Fragdes retiradas do extrato, solventes utilizados e compostos obtidos.

FRACAO SOLVENTES COMPOSTOS
F1 40 mL de hexano Alifaticos e LABs
F2 30 mL de hexano e DCM (3:1v/v) 30 HPA e outros aromaticos
mL de hexano e DCM (1:1v/v)
F3 50 mL de DCM e MeOHI (3:1 v/v) Esterdis e hormonios

Fonte: Autora

A silica, alumina, cobre e sulfato de sddio, utilizados no clean up e fracionamento das
amostras, foram submetidos ao processo de descontaminagdo e/ou ativacdo da seguinte forma:
silica, alumina e sulfato de sodio foram ativados em estufa a 200 °C por 12 h. O cobre foi
ativado por lavagem com 40 mL de &cido cloridrico 0,1 M, sendo o excesso sifonado; em

seguida o mesmo foi feito com 40 mL de acetona, e armazenado em hexano.
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5.4.4. Derivatizagao

Antes da injecdo no cromatégrafo, tanto a curva de calibracdo como os extratos das
amostras passaram pelo processo de derivatizacdo. Esse procediemnto temo intuito de
melhorar a andlise cromatografica, devido as caracteristicas de baixa volatilidade e alta
polaridade dos esterdis e interferentes enddcrinos, que assim tem baixa eficiéncia em analise
por cromatografia gasosa. Nessa etapa 0s compostos sdo convertidos em éteres trimetil-
silicios através da adicdo de do reagente (BSTFA/TMCS — 99:1) (Figura 7), N, O-bis
(trimetil-silil- trifldor-acetamida)/trimetil-cloro-silano com 1% TMCS (trimethylchlorosilane),

>99% de pureza, grau cromatografico, Aldrich.

A derivatizacdo foi realizada levando a fragdo F3 a Secura por meio do
rotaevaporador. Adiciona-se 0,1 mL da substancia derivatizante (BSTFA/TMCS - 99:1) e
aquece-o0 embanho Maria de areia a 65 °C por 1h30min. Entdo, a solugdo foi novamente seca,

no roataevaporador, e 0s compostos foram ressuspendidos com 1mL de n-hexano.

Figura 7 — Exemplo da reacdo de derivatizagéo.

BSTFA/TMCS
—
X Si(CH3)3
|
HO (¢]

—Si
|

colesterol (colest-5-en-3B-ol) derivado trimetil-silicico do colesterol

Fonte: MARTINS et al., 2008.

5.4.5. ldentificacdo dos Esterois e Interferente Endocrinos

Para a determinacdo dos compostos de interesse foi utilizado um cromatégrafo gasoso
acoplado a um espectrometro de massa (CG-EM), da marca Shimadzu, modelo QP2010, em

condicdes cromatogréaficas especificas, descritas abaixo.


http://www.dicionarioinformal.com.br/ressuspendidos%20/
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As condicdes cromatograficas foram as sequintes:

- Coluna cromatografica (fase estacionaria) - capilar Elite DB-5 (5% Difenil — 95%
Dimetil Polisiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm

espessura de filme.

- Modo de injecdo: Splitless

- Modo de deteccdo: SIM

- Volume de injec¢do: 2 uLb

- Gas de arraste (fase movel) — Hélio
- Vazdo na coluna—2 mL/min

- Presséo na coluna — 123,2 Kpa

- Temperatura do injetor - 260 °C

- Temperatura do detector . 260 °C

- Vazdo total — 50 mL min
- Temperatura inicial — 60°C
- Temperatura final — 300°C

As condicdes cromatograficas quanto a programacao de temperatura foram:

Temperatura inicial de 60°C mantida por 10 min., elevando a temperatura até 300 °C a
uma taxa de variagdo de 24°C/min. onde permaneceu estavel 10 min. O tempo total de corrida
foi 30 min. (Figura 8).

Figura 8 - Rampa de temperatura para separagdo dos analitos de interesse.

300°C 10min

24°C/min
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60°C 60°C

Z [
0 min 30 min

Fonte: Autora.

Os esterois, interferentes enddcrinos, padrdes interno e surrogate foram identificados
através pelos tempos de retencdo e confirmados pelos ions moleculares de cada composto. Os

ions monitorados, ou seja, a relacdo massa/carga (m/z) dos principais fragmentos moleculares
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resultantes da quebra, utilizados para a identificacdo dos compostos estudados encontra-se

descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Tempos de reten¢do (TR) e relagdo massa/carga (m/z) dos esterdis e IES

Compostos Peso TR(min) (m/z) (M/z) (mM/z)
molecular
(g/mol)
Estrona - d2 (PS)* 272.38 20,77 75 146 185
5a-colestano (P1)* 372 21,76 217 372 149
Estrona (E1) 270/342** 19,28 270 146 185
o - Estradiol (E2) 272/416** 19,64 272 213 146
B - Estradiol (E2) 272/416** 19,69 272 213 160
o — Etinilestradiol (EE2) 296/440** 20,94 213 296 160
Dietilestilbestrol (DES) 268,35 21,34 268 107 145
Estriol (E3) 288/504** 21,93 288 146 160
Coprostanol (COP) 388//460** 22,93 43 55 81
Colesterol (COL) 386/458** 23,65 43 81 107
Colestanol (COLN) 388/460** 23,75 215 233 107
Ergosterol (ER) 396/470%* 24,46 69 363 396
Campesterol (CA) 401/472** 24,63 43 57 107
Estigmasterol (EST) 412/484** 24,92 55 43 81
B - sitosterol (Si) 414/486** 25,51 43 55 414

*PS- Padréo surrogate e PI- Padrdo interno
**Peso molecular dos compostos derivatizado
Fonte: Autora

5.4.6. Validacdo do método cromatografico

A validagdo do método analitico visa avaliar a confiabilidade do método utilizado. As
amostras ambientais sdo consideradas matrizes complexas devido a presenca de uma
infinidade de compostos que podem interferir na andlise (PESSOA, 2012). Além disso, ndo ha
consenso sobre a obrigatoriedade de parametros que devem ser incluidos em um processo de
validagdo de um método analitico (LANCAS, 2004). Diante dessa situacdo alguns
documentos sdo utilizados para orientar os estudos de validacdo do método analitico
(ANVISA, 2003; LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2007).
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No presente estudo para a validacdo foram considerados os parametros de
identificagdo e confirmagdo dos analitos de interesse: seletividade, linearidade, limite de

deteccdo e quantificacdo, fidelidade e recuperacao.

A seletividade para Lancas (2004) e Ribani et. al. (2004) esta relacionada com a
capacidade de um método em determinar sem equivoco o analito de interesse na presenca de
outros componentes, ou seja, esse parametro garante que o pico seja exclusivamente do

analito de interesse do estudo.

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico de demonstrar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame na amostra, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (INMETRO, 2007; LANCAS, 2004; RIBANI et, al., 2004;
ANVISA, 2003).

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condices experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003). Lancas (2004) explica que o LD é determinado como a menor

concentracdo de umanalito que pode ser diferenciada com seguranga do ruido do sistema.

Nesse trabalho o LD foi calculado baseado em pardmetros da curva analitica,
utilizando a equacgdo 3 abaixo, seguindo a ANVISA (2003).

LD=3xDP/S (Equacéo 3)

Onde:
DP = estimativa do desvio padrdo da resposta dos brancos.

S = coeficiente angular da equacéo da reta.

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade de um analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condicdes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007). O limite de quantificagdo pode ser expresso a
partir da equagdo 4 (ANVISA, 2003):
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LQ=10xDP/S (Equacdo 4)

“A fidelidade expressa o grau de dispersdo entre uma série de medidas obtidas a partir
de ensaios multiplos para uma mesma amostra em condicdes determinadas, podendo ser
estabelecida pela repetibilidade, e fidelidade intermediaria e reprodutibilidade” (LANCAS,
2004).

Na presente pesquisa a fidelidade foi determinada atraves do estudo da repetibilidade,
seguindo as orientacGes de Lancas (2004) que é manter as mesmas condi¢des operacionais
aplicadas em um curto intervalo de tempo.

Em analise cromatografica é importante conhecer a repetibilidade de pelo menos dois
parametros: o tempo de retencdo e area do pico, onde a repetibilidade do tempo de retencéo é
usada para confirmar a identidade do composto (andlise qualitativa) e a repetibilidade da area
do pico é utilizado na quantificagdo dos compostos de interesse (andlise quantitativa)
(LANCAS, 2004).

5.4.7. Controle de qualidade

O controle de qualidade foi realizado a partir do uso de padrao surrogate (PS) e padrdo
interno, acompanhados da execucdo de um protocolo de limpeza do material desenvolvido
especificamente para os contaminantes investigados. Foi utilizado padrdo surrogate deuterado
para corrigir as perdas dos analitos e a contaminacdo durante todo processamento das

amostras, desde a extracao até as analises cromatograficas.

O Padrédo surrogate é uma substancia que possui caracteristicas semelhantes ao dos
analitos de interesse de modo que apresente tempo de retencdo préximo ao do analito
investigado, e é necessario a garantia da ndo existéncia desse composto na matriz de analise,

por isso é fundamental que PS seja deuterado.

A recuperacdo do PS serve para avaliar a eficiéncia da técnica de extracdo, uma vez

que 0 mesmo é adicionado a amostra antes do inicio da etapa de extragéo.
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Ja o Padrdo interno garante a precisdo da analise quantitativa, minimizando os erros de
injecdo, principalmente de injegdes manuais. O padrdo interno deve ser puro, ndo reagir com
nenhum dos componentes da amostra e ser quimicamente similar ao analito de interesse
(MCNAIR, 1998; COLLINS, 1997). Naescolha de um composto como padrdo interno deve-
se observar que o pico referente a0 padrdo esteja bem resolvido dos demais picos dos

componentes da amostra e elua préximo ao sinal do analito (LIGIERO et al , 2009).

Para completar o controle analitico foram feitos brancos da coluna no CG-EM e de
solvente de extragcdo e clean-up para garantir que o sistema estivesse sem contaminantes que

pudessem interferir nos compostos dessa pesquisa.
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6.1. Validacdo do método de analise por CG-EM
6.1.1. Seletividade
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A seletividade de um método cromatografico pode ser realizada através da

comparacdo dos cromatogramas dos brancos e do ponto da curva, observando a presenca de

picos na regidao do tempo de retencdo do analito de interesse (CAVALCANTE, 2007). Como

esta apresentado na Figura 9 nas regides onde ha os picos dos compostos em estudo ndo

houve interferéncia.

Figura9 - Comparagdo entre os cromatogramas do branco da coluna e do ponto da curva para IE (A) e esterdis

(B).
[Rglle]
2]
(A)
1H
AETRWEPRERES
i+ I-H:l"" I—‘-J—"-":’\-w—"‘wﬂ“"ﬂw : = .
80 19 P 197 2 NE N N5 200
{0
M, )
25 M Mﬂf e MWW
R R R Aaal U Y T T e T T o LA T Y
U mM o mE mW o mEm AN ME N® A% ®N RE B4 B

— Ponto da curva
--- Branco da coluna

Fonte: autora



50

6.1.2. Linearidade e Curva de calibracédo

Esse trabalho estd em conformidade com ANVISA (2003) onde se recomenda que a
linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5 concentrac6es diferentes, pois foi
construida a curva de calibracdo com 5 pontos: 50, 250, 500, 1000, 2000 pgL™* . Os
respectivos coeficientes de correlacdo ou coeficiente de Pearson (R) e as curvas analiticas

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 7 — Pardmetros para determinacdo da linearidade do método.

poalios EgindCura g caragto ol
El y = 0,0007x + 0,0066 50 - 2000 0,997
E2 y =0,004x + 0,3754 50 - 2000 0,993
E2 y = 0,0019x + 0,1009 50 - 2000 0,991

EE2 y =0,0014x + 0,0386 50 - 2000 0,998
DES y =0,0004x + 0,0829 50 - 2000 0,995
E3 y =0,0021x + 0,2058 50 - 2000 0,996
CcOoP y =0,0012x - 0,1149 50 - 2000 0,995
COoL y =0,0014x - 0,0798 50 - 2000 0,998
COLN y =0,002x - 0,1097 50 - 2000 0,997
ER y =0,0011x- 0,0915 50 - 2000 0,995
CA y =0,0018x - 0,1046 50 - 2000 0,997
EST y =0,0022x - 0,1354 50 - 2000 0,998
Si y =0,0015x - 0,1084 50 - 2000 0,993

Fonte: Autora.

O r calculado para cada analito estudado atendeu as exigéncias do INMETRO (2007),
que recomenda um valor acima de 0,90, e da ANVISA (2003) que recomenda um coeficiente
de correlacdo igual a 0,99 (Tabela 8).
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6.1.3. Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Neste trabalho o LD variou de 2,73 a 29,29 pg.L'* e 0 LQ de 8,28 2 97,64 ug L™ (Tabela
8).

Tabela 8 — Dados de estimativa da linearidade por meio dos LD e LQ.

Compostos LD (ug.L?)  LO (ug.LY

El 32,23 10,74
E2 2,73 8,28
E2 4,30 14,34
EE2 8,38 27,93
DES 29,29 97,64
E3 4,34 14,46
CcoP 7,07 23,57
CoL 12,06 40,22
COLN 12,27 40,90
ER 10,72 35,73
CA 11,59 38,63
EST 8,89 29,63
Si 7,09 23,65

Fonte: Autora

6.1.4. Fidelidade

A fidelidade do tempo de retencdo e da area do pico foi estimada em cinco injecGes

baseada nos resultados obtidos pelo padrédo interno (50-colestano) (Tabela 9).

O estudo da fidelidade foi considerado satisfatorio, pois o calculo do CV ndo
ultrapassou 10% e 1%, para as areas dos picos e tempos de retencdo, respectivamente, estando
assim adequado ao que determina Lancas (2004). J& para Ribani et al. (2004) a precisdo
requerida para analise de tracos em amostras ambientais requer %CV com valor até 20%, com

isso se confirma o resultado satisfatorio.
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Tabela 9 - Estimativa da fidelidade pela repetibilidade do padrdo interno.

Area TR
Injecdo 1 4560 21.775

Injecdo 2 4761 21.762
Injecdo 3 4027 21.762
Injecéo 4 5002 21777

Injecéo 5 5002 21.776
Média 4670,40  21770,40
DP* 404,44 7,70

CvVv* 8,66 0,04
*DP: Desvio Padrdo e CV: Coeficiente de variancia
Fonte: autora

6.1.5. Teste de Recuperacdo

O teste de recuperacdo foi um dos métodos escolhidos para se realizar o controle
analitico do experimento, pois a recuperacdo € a relacdo da concentracdo do analito
adicionado no inicio com a concentragdo obtida no final da extracdo (IUPAC, 2002), com

essa informagédo é possivel corrigir as concentracfes obtidas dos compostos de interesse.

Na literatura ha intervalos de porcentagem da recuperacao que afirmama eficiéncia do
meétodo de extracdo usado. Como para Denoux e Wang (1998), esse intervalo é bem aceito
entre 40 a 120%, para Ribani et al. (2004) compreende o intervalo entre 70 a 120%, enquanto
gue USEPA (2007) admite valores entre 30 a 115%. Porém ndo ha nenhum documento legal

que seja especifico para estudos em sedimento.

No presente trabalho, a recuperacdo do padrdo surrogate teve a media de 42,97 %,
sendo considerado satisfatorio para estudos em matrizes complexas como o sedimento
(CAVALCANTE et al., 2012), e também pelo fato de ndo haver na literatura nenhum
documento padrdo e especifico para estudos de marcadores moleculares nessa matriz

ambiental.
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6.2. Caracterizacdo sedimentar

Para caracterizar o sedimento superficial da area de estudo, e posterior correlacdo com
0s compostos de interesse da pesquisa, foi realizada analise granulométrica e determinado o

teor de materia organica (MQO). Os resultados dessas analises estdo apresentados na tabela 10.

Para a granulometria verificou-se que os sedimentos superficiais da area de estudo sao
de areia fina com um baixo conteudo em finos, devido a predominancia da classe arenosa,

principalmente de arenosa finos.

Classificacdo similar foi obtida em dois outros estudos na mesma area (Lagoa do
Catl), onde Gomes (2003) e Fontenele (2014) relataram a preponderancia de sedimentos
arenosos finos.

Estudos mostram que a presenca de contaminantes organicos esta associada a fracoes
da matéria organica, ou fracdo fina do sedimento (HUNG et al., 2007). Isso se deve ao fato de
0 material sedimentar agir como adsorventes naturais (geossorvente), ou seja, a sua estrutura

porosa possui sitios que permite a sor¢do dos contaminantes.

Tabela 10 - Classificagdo granulo métirca das amostras de sedimentos e resultados do teor de MO.

pmsus R T o o)
C1 Areia muito fina 4,36
Cc2 Argila grossa 2,65
C3 Areia média 0,22
C4 Areia muito fina 4,23
C5 Areia fina 0,31
C6 Areia muito fina 3,51
C7 Argila grossa 5,22
C8 Silte 5,08
C9 Areia média 1,45

C10 Areia fina 3,0
C12 Areia muito fina 0,31
C12 Silte 5,29
C13 Areia fina 535
Ci4 Areia muito fina 3,07

Fonte: Autora
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As concentragBes encontradas para os interferente enddcrinos em estudo obtiveram

intervalos de concentragdes (ng/g) de 84 — 510 para estrona (E1), de 0 — 95 para 17a- estradiol
(E2),de 0 — 196 para 17B- estradiol (E2), de 169 — 1314 para 170- etinilestradiol (EE2), de

119 — 1006 para Dietilestilbestrol (DES) e de 1,7 — 94 para estriol (E3) (Tabelall).

Tabela 11 — Concentragdes de IEs na lagoa do Catd.

Pontos
amostrais
C1

c2
c3
C4
cs
Ccé
c7
cs
co
C10
c11
C12
C13
cl4

El

169,06
414,38
180,78
396,68

87,43
510,91

84,14
351,72
94,85
154,52
364,54
87,87
210,46
200,23

E2

20,42
42,11
16,73
95,95
0,15
53,35
10,16
0,00
0,84
65,37
2,21
0,06
8,87
10,81

E2

15,59
196,21
7,14
38,02
6,53
31,26
7,76
0,00
7,88
6,63
92,12
4,42
48,09
16,47

EE2

252,85
169,38
258,64
1314,25
297,39
348,73
528,74
752,81
238,68
444,72
352,43
76,27
342,25
213,28

DES

212,27
690,88
151,33
1006,57
501,09
309,41
196,49
209,62
346,48
257,44
134,51
119,07
737,49
628,17

E3

13,20
44,77
1,75
94,76
58,27
62,62
6,57
35,67
2,18
23,41
79,81
47,47
46,85
83,22

Fonte: Autora

Os IEs que obtiveram maior abundancia no ambiente de estudo foram o DES e EE2,

sdo estrogenos sintéticos, com 78,39% e 11,50%, respectivamente. Esse evento pode ser

explicado pelas caracteristicas de Kow com valores altos quando comparados aos outros IES

em analise (DES: Log Kow = 5,07 e EE2: Log Kow = 4,8) (Tabela 4). E como esses IEs sdo

comumente utilizados em pilulas contraceptivas e em processos de reposicdo hormonal

(CICEK et al., 2007), possivelmente a abundancia constatada é referente ao langamento de

efluentes no ambiente.

O dietilestilbestrol (DES) foi um dos primeiros estrogénios a serem sintetizados, é tao

potente quanto o 17B-Estradiol e apresenta meia vida mais longa no organismo quando
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comparado a esse. Atualmente seu uso € restrito, mas foi importante historicamente, pois era
considerado como medicamento para terapia endécrina eficaz. Porem, seu potencial
carcinogénico restringiu seu uso (KASSAB, 2001). Acredita-se que por esses fatores ndo foi

encontrado trabalhos que estudassem esse composto em sedimento.

Quanto aos IEs naturais o que apresentou maior abundancia foi o E1 com 6,81%. Os
estrogénios naturais sao comumente encontrados em aguas naturais, solo e lodos biolégicos
em todo o mundo, sdo naturalmente e diariamente excretados na urina humana e, assim,
descartados no esgoto doméstico. (TERNES, 1999).

O cenario encontrado na lagoa do Catl, com concentragdes representativas de E1, EE2
e DES, é similar ao verificado por Jobling e Sumpter (1993) que demonstraram que 0S
estrogénios naturais E1 e sintético EE2 sdo responsaveis pela maior parte da atividade

estrogénica detectada em efluentes de ETE no Reino Unido.

Os estrogénios E1, E2 e EE2 recebem uma atencdo especial, pois sdo continua e
diariamente excretados no esgoto (TERNES, 1999). No caso do presente trabalho pode-se
afirmar que E1 (natural) e EE2 (sintético) sdo responsaveis pela atividade estrogénica no
ecossistema. No estudo de Gonschorwski (2013) esse comportamento foi também constatado
somente para 0 hormdnio sintético (EE2), pois o natural em maior abundancia foi o 17p-
estradiol. Para Thorpe et al. (2009) o EE2 € capaz de induzir efeitos de feminizacdo de peixes

e esse hormdnio é encontrado em ambientes aquaticos que recebem efluentes domésticos

Os hormbénios naturais E1, E2 e E3 sdo produzidos e eliminados pelos humanos estdo
na classe dos mais potentes, isso significa que quando presentes no ambiente, mesmo em
niveis de traco podem causar efeitos estrogénicos em animais (CHOWDHURY;
CHARPENTIER; RAY, 2011 e COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES,
2004), em contrapartida Lintelmann et al. (2003) diz que esses mesmos hormdnios sdo
degradado rapidamente, dentro de 4 semanas, em presenca de nutrientes.

Os E2 foram os estrogénios que obtiveram concentraces menores com maximas de
95 (ng/g) para 17a (E2) e 196 (ng/g) para 17 (E2), porém quando comparados aos resultados
de Dallegrave (2012) que teve a maior concentracdo de 46,2 (ng/g), pode-se afirmar que os

valores encontrados sdo elevados.
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O estriol (E3) foi encontrada em concentragcbes que variaram de 1,7 a 94 (ng/g)
representando 1,65 % da abundancia no local. Na literatura foi encontrados valores de 6,2 a
716,8 (ng/g) (DALLEGRAVE, 2012) (Tabela 13), assim observa-se que as concentracdes
dessa pesquisa estdo baixas. Esse composto é menos potentes em termos de estrogénicidade, e
com as baixas concentra¢des detectadas pode-se dizer que dentre os outros estrogénios em

estudo esse é o de menor risco ao ambiente.

As concentragdes de IEs encontradas na literatura estdo muito abaixo do que foi
detectado no ecossistema de estudo, isso pode ser observado com clareza na tabela 12. Esse
fato se agrava quando ha comparacdo com estudos de outros paises, onde é mais comum o
estudo desses compostos em matrizes ambientais. Outro ponto determinante para o
entendimento e interpretacdo dos resultados constatados é a escassez de pesquisas que
monitorem os 1Es na matriz sedimentar. Além da auséncia de legislacdo regultdria para esses

poluentes.

Tabela 12 — Valores de concentracdo de IEs em sedimentos observados na literatura.

Composto Local Concentracé&o Referéncias
BRASIL

Estrona (E1) Curitiba - PR <2,50a 42,18 Machado, 2010

Curitiba - PR <2,50a137,91 Machado, 2010
17B-estradiol (E2)
S&o Paulo- SP 189a71,29 Gonschorowski, 2013
Curitiba - PR <3,0 a 35,60 Machado, 2010
17a.- etinilestradiol (EE2)

Campinas - SP 501a 4.390 Raimundo, 2007

Estriol (E3) Porto Alegre - RS 6,2a716,8 Dallegrave, 2012

OUTROS PAISES

Estrona (E1) Espanha 11,88 Petrovice et al., 2001
17B-estradiol (E2) Reino Unido 0,20 a 13,00 Thomas et al., 2004
17a- etinilestradiol (EE2) Espanha 22,82 Petrovice et al., 2001

Fonte: Autora
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Na figura 10 é possivel visualizar de forma mais clara a distribuicdo dos interferentes
enddcrinos totais (21Es). Nessa figura pode-se observar que a variagdo de concentracéo dos IE
(na escala) foi de 1500, representada pala cor verde clara, e 11500, representada pela cor

vermelha.

O ponto que apresentou a cor mais forte de vermelho foi onde se localiza o ponto C4,
que foi justamente o local de maior concentracdo para o DES e EE2, que sdo os IEs que com
maior representatividade na lagoa. O ponto 4 pode ser caracterizado pela proximidade com a
foz da lagoa, ter um loteamento e construcdo de condominio de casas, além de ser a zona de
maior uso para recreacdo, pois tem bares e equipamentos de lazer, tais como caiaques e
escorregadores.

As outras duas areas mais urbanizadas apresentaram cores mais brandas, verdes claros
entre as concentracdes de 1500 e 3500. E possivel que isso tenha ocorrido devido a altos
niveis de nutrientes, e segundo Lintelmann et al. (2003) os IEs naturais sdo facilmente

degradados nessas condicdes, pois nessas areas ha visivel processo de eutrofizag&o.



Figura 10 - Mapa de distribuicao de IEs nalagoa do Catu
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As maiores concentragdes (em ng/g) encontradas para esterdis totais, que compreende

0 somatorio de todos os 7 esterdis analisados (coprostanol, colesterol, colestanol, ergosterol,
campesterol, estigmasterol, B-sitosterol) foram de 15818,33 no ponto C1, 30308,02 no C4,

27125,84 no C6 e 18643,99 no C8. Esses mesmos pontos apresentaram as maiores

concentragcOes de coprostanol, com valores de 9117,83 no C1; 16957,56 no C4; 15940,47 no

C6 e 6734,48 no C8. A comparagdo das concentracdes de coprostanol e D Esterdis totais pode

ser melhor visualizada no grafico abaixo (Tabela 13).
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Tabela 13 - Grafico de comparag¢do das concentragées obtidas pelo COP e YEsterdis totais

ArF:())rs] :E?Zis Zl’fg:;:‘sms copP
C1 15818,33 9117,83
C2 8789,96 4211,35
C3 1807,08 174,63
C4 30308,02 16957,56
C5 1189,53 259,29
C6 27125,84 15940,47
C7 9697,40 4538,02
C8 18643,99 6734,48
C9 2545,05 477,02
C10 11404,31 5846,82
Cl1 5439,97 1007,86
C12 10680,68 5129,54
C13 10636,16 5313,88
Cl4 12451,77 6162,47

Fonte: Autora

A justificativa para as altas concentracfes de coprostanol no sedimento provavelmente
sdo oriundas do aporte direto de esgotos domésticos de uma &rea carente de saneamento
basico adequado. Pode-se notar, conforme ja indicado pelos resultados apresentados, que, 0s
pontos de maior concentracdo de coprostanol e esterdis totais sdo os pontos (C1 e C4) mais
préximos da desembocadura da lagoa, e também os pontos (C6 e C8) que estdo localizados na
area mais afetada pelo aterramento para a construcdo de domicilios. A caracteristica em
comum desses quatro pontos é que estdo dispostos distantes das margens, ou seja, estdo no

corte longitudinal do ecossistema lacustre.

Os pontos de menores concentracdes foi o C3 com 174,63 (ng/g) para COP e 1807,08
para Y Ester6is, C5 com 259,29 para COP e 1189,53 para ) Esterdis e C9 com 477,02 para
COP e para 2545,05 Y Ester6is. Diante dessas informagdes pode-se confirmar a suspeita que a
contaminacdo por coprostanol e esterdis totais estd mais agravada na area mais profunda da
lagoa (no corte longitudinal), pois esses pontos com menores concentracdes estdo localizados

nas areas mais proximas da margem e 0s de maiores estdo na area mais central.

O coprostanol, marcador utilizado em estudos sobre o aporte de esgotos devido a
especificidade com material fecal de origem humana (MALDONADO et al., 2000). Os



60

valores de coprostanol encontrados nesse trabalho foram, em geral, semelhantes aos
encontrados em outras areas no Brasil e no mundo. Os valores que mais se aproximaram aos
desse trabalho foram os constatados por FROEHNER et al. (2010) na Bacia do rio Barigli —
Parand (80 — 19600 ng/g) e COSTA; CARREIRA (2005) na Baia de Guanabara — Rio de
Janeiro (140 — 10500 ng/g) (Tabela 14).

Tabkela 14 — Faixas de concentragéo do esterol fecal coprostanol em sedimentos em diferentes estudos.

FAIXA DE
LOCAL CONCENTRACAO REFERENCIA
COP (ng/g)
Lagoa do Catu — )
Aquiraz/ CE 174 - 16957 Presente estudo
BRASIL
Complexo estuarino-
. ARAUJO; COSTA;
lagunar de Mundau- 150-5650 CARREIRA, 2011
Manguaba - Alagoas
Lagoa Rodrigo de Freitas
_ Rio de Janeiro 80 - 3980 VILELA et al, 2011
Estuario Paranagua - <1-2220 MARTINS et al., 2010
Parana
Bacia do rio Barigui - 80 - 19600 FROEHNER et al, 2010
Parana
Baia de Sepetiba - Rio de
Janeiro n.d. - 4000 THOMAZELLI, 2010
Baia de Guanak_)ara— Rio 140 — 10500 COSTA; CARREIRA,
de Janeiro 2005
. . CORDEIRO;
Baia dedGuJar;ak_)rara — Rio 210 - 40800 CARREIRA.
€ Janeiro WAGENER, 2008
OUTROS PAISES
Malasia e Vietna 40-4500 ISOBE et al., 2002
L. .. LIEBEZEIT;
Rio Siak - Indonésia 50 — 10530 WOSTMANN. 2010
Zona costeira da cidade 874 — 41230 SAEED et al., 2012

Kuwait - Kuwait
Legenda: COP- coprostanol e n.d. - ndo detectado.
Fonte: Autora.

O esterol individual mais abundante depois do coprostanol (49,2%) foi o B-sitosterol,

representando 14,4%. E o de menor representatividade foi o ergosterol com 4,6%.

O B-sitosterol é produzido por vegetais superiores (VOLKMAN, 2005). Esse esterol
foi o mais abundante na area de estudo dentre os esterdis naturais analisados, apresentando

concentragfes na faixa de 61 a 6315 (ng/g). Esse composto foi bem distribuido ao longo da
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ecossistema, tendo menores valores nos pontos C3 (338,28 ng/g), C5 (61,05 ng/g) e C9
(135,73 ng/g), evidenciando fonte terrestre de MO oriunda de plantas superiores na lagoa
como um todo. Também foi observada a dominancia de tal esterol na Baia de Sepetiba com
valores oscilando de niveis ndo detectaveis a 18400 ng/g (THOMAZELLLI, 2010).

O ergosterol é proveniente de fungos decompositores (GONG; GUAN; WITTER,
2001). Na area de estudo esse esterol foi registrado com concentracdes baixas (2,7 — 1197
ng/g) quando comparadas aos outros esterdis, isso pode indicar baixa atividade microbiana na

area de estudo.

O pB-sitosterol, o estigmasterol e o campesterol sdo considerados os principais
constituintes de plantas (HARTMANN, 1998), podendo ter suas fontes associadas a algas
marinhas e fitoplancton (VOLKMAN et al., 1998). O estigmasterol obteve concentracfes que
variaram de 85 a 2816 (ng/g). J4 o campesterol apresentou concentragfes de 21 — 1657 (ng/qg).
As concentragdes desses compostos estdo correlacionadas com as concentracdes do f-

sitosterol (r=0,99), sugerindo a mesma fonte para 0S mesmos.

O colesterol é um esterol natural presente no ambiente, € proveniente de organismos
vivos como zooplancton e fitoplancton (Volkman et al., 1998). Na literatura é reportado como
0 esterol mais abundante em ambiente estuarino ndo contaminado por esgoto, por ter muitas

suas possiveis fontes (Dachs et al., 1998; Fernandes et al., 1999).

O colesterol é também o esterol precursor de outros esterdis inclusive de alguns
guantificados nessa pesquisa. Exempols de vias de degradacdo do colesterol sdo a redugéo in
situ a coprostanol, a epi-coprostanol, a colestanol e/ou a epi-colestanol (CORDEIRO, 2006).
Nesse trabalho, o colesterol teve abundancia de 9%, isso provavelmente, se deve a degradagéo
deste composto in situ, como € divulgado na literatura (Grimalt et al., 1990; Carreira et al.,

2004), confirmando que a regido de estudo é realmente impactada.

Na figura 11 é possivel visualizar a distribuicdo dos esterOis totais (2esterois)
associando com as concentracBes encontradas nessa pesquisa. Nesta figura é possivel
observar a variacdo de concentracdo (na escala) entre 1000 e 2900, onde o maior valor esta

com cor vermelha simbolizando zona de alta contaminacéo.



62

Os dois pontos que apresentaram as cores vermelhas e transformando em amarelo séo
os pontos onde foram constadas as maiores concentracfes de esterdis totais, isso pode ser
esclarecido por serem as areas de maior impacto antrépico. O ponto mais préximo do centro
da lagoa é fortemente ocupado por domicilios.

As éareas do mapa que apresentam cores verdes mais escuros sdo 0S pontos que

detectaram concentracOes ainda representativas para o estudo.

Figura 1l - Mapa de distribuicéo de esterois na lagoa do Catu
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Fonte:Autora

Apesar da multiplicidade de fontes de alguns dos esterdis estudados, o uso destes
compostos no estudo da contaminagdo por esgotos é vidvel, quando diretamente associados

aos esterdis fecais através de razdes entre as concentracdes de diferentes compostos.
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6.5. indices para diagnostico ambiental

Para melhor avaliar a introducdo dos efluentes domésticos, algumas razdes entre 0s
ester0is sdo propostas para facilitar a identificacdo da contaminagdo da regido estudada
(Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados dos indices utilizados neste estudo.

Amostras de

sedimento indice 1*  indice2®  indice3®  indice4®  indice5®  indice6f
C1 0,89 10,21 7,93 4,46 0,44 0,58
C2 0,88 2,75 7,23 1,99 0,72 0,48
C3 0,53 0,23 1,15 0,19 0,83 0,10
C4 0,87 8,75 6,71 3,80 0,43 0,56
C5 0,75 0,86 2,95 0,66 0,77 0,22
C6 0,91 9,46 9,78 4,81 0,51 0,59
Cc7 0,89 10,21 7,93 4,46 0,44 0,47
C8 0,89 4,00 8,22 2,69 0,67 0,36
C9 0,57 0,57 1,32 0,40 0,70 0,19
C10 0,91 8,39 9,72 4,50 0,54 0,51
Cl11 0,44 1,53 0,80 0,53 0,34 0,19
C12 0,86 6,46 5,99 3,11 0,48 0,48
C13 0,85 5,46 5,70 2,79 0,51 0,50
Cl4 0,90 3,34 9,47 2,47 0,74 0,49

Legenda: a)COP/(COP + COLESTAN); b)COP/COL; ¢)COP/COLN; d)COP/(COLN + COL);
e)COL/(COL+COLN); f) COP/Y esterdis (%)
COP (coprostanol); COLN (colestanol); COL (colesterol). Fonte: Autora.

O indice que compara os niveis de concentracdes entre coprostanol e colestanol tendo
valores acima que 0,7 € um indicio que hd contaminagdo por esgoto rico em fezes humana
(GRIMALT et al., 1990). Com isso, pode-se afirmar que 11 pontos (C1, C2, C4, C5, C6, C7,
C8, C10, C12, C13, C14) estdo contaminados, devido as concentraces acima de 0,7. E o0s
outros trés pontos (C3, C9, C11) segundo Grimalt et al.(1990) ndo podem ser consideradas
pontos ndo contaminados porgque obtiveram valores acima de 0,3 (Tabela 16). Os valores
obtidos para esse indice (indice 1) foram entre 0,44 e 0,91 como pode ser observado na tabela
16. Diante desse resultado, para o indice 1 a lagoa do Catu é diagnosticada como éarea

contaminada por esgoto doméstico.
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O indice 2 que relaciona o coprostanol com colesterol, que sdo os principais esterois
em esgotos domésticos (MUDGE E BEBIANNO, 1997), para Takada et al. (1994); Mudge;
Bebianno (1997) tendo valores > 1,0 e < 1,0 s@o considerados para as areas contaminada e
ndo contaminada, respectivamente. No presente estudo foi encontrado valores acima de 1 na
maioria dos pontos amostrais, tendo apenas dois pontos com resultados abaixo de 1, os C3
com 0,23 como resultado da razdo e C9 com 0,57. Estes dois fatos isolados pode esta
relacionado com a caracteristica granulométrica dos pontos, pois somente eles foram

classificados como areia média. Entdo, para o indice 2 a &rea é considerada contaminada.

Para a relacdo entre coprostanol e colestanol, indice 3, para a area ser considerada
contaminada € necessario ter valores acima de 0,5 e para ndo ser contaminada tera assumir
valores < 0,3 (SHAH et al.,2007) (Tabela 16). Assim sendo, a area de estudo é contaminada,

pois ndo se obteve nenhum resultado abaixo de 0,3 (Tabela 15).

A relacdo entre coprostanol, colestanol e colesterol que se refere ao indice 4 obteve
resultados entre 0,53 e 4,81 (Tabelal5), e na literatura assumi-se valores > 0,2 e < 0,15 para
area contaminada e ndo contaminada, respectivamente (TAKADA E EGANHOUSE, 1998;
CHAN et al., 1998) (Tabela 16). Para esse indice a &rea foi também diagnosticada como

contaminada.

O indice 5 € a razdo entre o colesterol e colestanol e indica degradacédo preferencial e
contribuicdo de esgoto. Devido ao fato do colestanol ser resultado da degradagdo do
colesterol, esse indice Chalaux et al.(1995) sugerique a diferenca entre uma area contaminada
e ndo contaminada esta em resultados > 0,7 e < 0,7(Tabela 15). Nessa pesquisa obteve-se 8
pontos com valores abaixo de 0,7 (C1=0,44; C6=0,51; C7=0,44; C8=0,67; C10=0,54;
C11=0,34; C12=0,48; C13=0,51) (Tabela 16) e os outros 6 pontos variaram entre 0,7 e 0,83.
Para esse indice como a maioria dos pontos estd abaixo do valor 0,7, a area é diagnosticada

como ndo contaminada.

Para finalizar, a avaliacdo do indice 6 considera a lagoa ndo contaminada, pois 0s
resultados obtidos estdo abaixo dos valores de 5-6 (%) proposto por Hatcher e Mcgilivary
(1979) (Tabela 16).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088329271300214X#b0250
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088329271300214X#b0250
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Tabela 16 — Valores de referéncia dos indices diagnosticos usados para avaliacdo de aporte de esgoto na area de
estudo.

Indices Indicativo Areacontaminada Area ndo contaminada Referéncia
1% Contaminagdo fecal >0,7 <0,3 GRIMALT et al.(1990)
humana
TAKADA et al. (1994);
2* Contribuicéo de esgoto >1,0 <10 MUDGE; BEBIANNO
(1997)
3 Contaminagdo fecal >0,5 <0,3 SHAH et al.(2007)
humana
TAKADA E
4* Contribuicéo de esgoto >0,2 <0,15 EGANHOUSE
(1998); CHAN et al., (1998)
x Degradagéo preferencial CHALAUX etal.
> e contribuicdo de esgoto > 0.7 <07 (1995)
6 Contribuicdo de esgoto S5-6% ) HATCHER E
na MO MCGILIVARY (1979)

*Legenda: 1-COP/(COP + COLN); 2-COP/COL; 3-COP/COLN; 4-COP/(COLN + COL); 5-
COL/(COL+COLN); 6-COP/Y esterois (%)
Fonte: Adaptado de Cordeiro (2006)

Resumidamente, na tabela 17 esta apresentada o resultado final do diagnostico da

lagoa do Catu com base nos indices de relagdo entre os esterois.

Tabela 17 — Diagn6stico da lagoa com base nos indices de relagéo entre os esterdis

indice Diagnostico dalagoa do
Catl
indice 1 Areacontaminada
indice 3 Areacontaminada
indice 4 Areacontaminada
indice 5 Area ndo contaminada
indice 6 Area nédo contaminada

Fonte: Autora

Como a maioria dos indices constatou contaminacdo no ecossistema, pode-se afirmar
gue a lagoa estd contaminada por esgotos domésticos, e esse fato se deve possivelmente a

intensa urbanizacéo existente na regido e a caréncia de infraestrutura de saneamento basico.

Os indices 5 e 6, apresentaram um diagnostico de ndo contaminacdo da area. Porém,
de forma geral, esses indices refletem os efeitos da diagénese, transformacées sofridas pelo
sedimento depois da sua deposicdo, sobre a transformacdo dos esterdis no ambiente. Para se
avaliar isso € necessario conhecer e monitorar 0s processos microbianos especificos que
atuam no sistema (CORDEIRO, 2006).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088329271300214X#b0250
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088329271300214X#b0250
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Sendo assim, pode-se concluir que o ecossistema estd realmente contaminado por

aportes antropicos.

6.6. Correlacéo de esterdis e interferentes enddcrinos com matéria organica.

A correlacdo entre os esterois e IEs com a matéria organica foi de r=0,59 e r=0,10,
respectivamente. Para a correlacdo entre esterdis e 1ES com material granulométrico fino,
obtve-se r= 0,015 e r=0,325. Ja para os compostos e granulometria grossa ndo foi observada
correlagéo positiva. Na tabela 18 estdo discriminados os valores utilizados para calcular tais

correlacdes.

Na estatistica ha autores que como Cohen (1988) que consideram valores para r entre
0,10 e 0,29 baixos, 0,30 e 0,49 médios e valores entre 0,50 e 1 altos. J& para Dancey e Reidy
(2005) essa classificacdo é ligeiramente diferente: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,60
(moderado); r = 0,70 até 1 (forte). Essas classificacdes existem devido a dificuldade de se
encontrar valores perfeitos ou extremos (como 0 ou 1), por isso é necessario conhecer outras
formas de interpretacio (FIGUEIREDO FILHO, SILVA JUNIOR, 2009). Essa dificuldade é
extremamente presente em pesquisas com matrizes ambientais, pois sdo compartimentos

complexo onde ocorrem inimeros fatores e efeitos.

Entdo, o coeficiente de correlagdo para esterdis e MO para Cohen (1988) pode ser
considerado um valor representativo, ou seja, ha correlacdo entre as duas variaveis em analise.

Jéa para Dancey e Reidy (2005) ndo ha essa correlacéo.

Porém, se levado em consideracdo a situacdo detectada pelo indice 6 das relagdes entre
esterdis (Tabela 15), que indica contribuicdo de esgoto na MO, pode-se concordar com
Dancey e Reidy (2005) que ndo h4 correlagdo entre esterois e MO no ambiente de estudo

dessa pesquisa, pois 0 indice resultou em area ndo contaminada.

Para a correlacdo entre esterdis e IEs com a fragdo fina do sedimento é considerada
baixa, seguindo Cohen (1988) e Dancey e Reidy (2005). Machado (2010) encontrou
correlacdo entre finos e IEs de 0,58 e justificou esse valor pela provavel presenca de outros

compostos mais hidrofobicos que os IEs na area de estudo.
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Enquanto para resultado obtido para o r em relacéo os IE e MO (r=0,10) para os dois

autores é considerado baixa correlagéo, ou seja, sem correlacéo entre as variaveis.

Tabela 18 - Valores usados para calcular o coeficiente de correlacdo pearson (r) entre esterdis e fragdes

granulométricas e matéria organica (MO)

Amostras Y Esterdis > 1Es MO(%0) Finos Grosso

sedimentar (%) (%)
C1 15818,33 4683,40 4,36 62,931 37,07
C2 8789,96 2557,73 2,65 93,854 6,146
C3 1807,08 4616,39 0,22 89,98 10,02
C4 30308,02 11567,83 4,23 94,681 5,32
C5 1189,53 1950,87 0,31 93,961 6,039
C6 27125,84 1516,27 3,51 67,624 32,375
c7 9697,40 2733,87 5,22 91,639 8,36
C8 18643,99 3349,83 5,08 93,252 6,748
C9 2545,05 1690,91 1,45 64,608 35,392
C10 11404,31 4952,09 3 80,777 19,223
C11 5439,97 3025,63 0,31 72,119 27,881
C12 10680,68 1335,16 5,29 77,92 22,08
C13 10636,16 2394,01 5,35 44,145 55,855
Ci4 12451,767  2230,57 3,07 76,721 23,278

Fonte: Autora
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7. CONCLUSAO

Foram identificados e quantificados sete esterdis na lagoa do Catl (colesterol,
colestanol, coprostanol, estigmasterol, campesterol, [-sitosterol e ergosterol) e seis
interferentes  enddcrinos  (estrona, 17o-estradiol, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol,

dietilestilbestrol e estriol).

Os IEs que obtiveram maior abundancia no ambiente de estudo foram o DES e EE2,
que sdo sintéticos e o estrogénio natural de maior representatividade foi o E1, isso pode ser
explicado pela particularidade desses hormonios serem excretados de forma diaria e continua

no esgoto.

Os hormdnios naturais E1, E2 e E3 estdo na classe dos estrogénios mais potentes, ou
seja, tem o poder de regular ou desregular o sistema endocrino com eficécia. Isso significa
que guando presentes no ambiente, mesmo em niveis de traco podem causar efeitos graves ao
ciclo natural do ambiente. Apesar de terem sido 0s compostos com menores concentragcdes no
presente estudo, quando comparados aos resultados de outros trabalhos foi observado que os

valores encontrados sdo elevados.

Dentre os esterdis os mais abundantes foram o coprostanol (49,2%), que é o esterol

fecal, seguido do B-sitosterol, representando 14,4%, que € um esterol natural.

O coprostanol que é o principal indicador de contaminacdo por aportes antropicos,
obteve os maiores valores de concentragdo presente estudo. Embora ndo possivel usar o
coprostanol para estabelecer um valor de referéncia para contaminagdo fecal, ao comparar
comas concentragdes obtidas em outras areas no Brasil e no mundo, pode-se considerar que a

lagoa do Catu apresenta contaminagdo por esgotos ainda incipiente.

Para confirmar esse diagnostico foram usados os indices diagnosticos de impacto,
onde foi constatado que para os indices 1 a 4 a area esta contaminada e nos indices 5 e 6 area
ndo estad contaminada. Porém, esses Ultimos indices sofrem os efeitos da diagénese, sobre a
transformacédo dos esterdis no ambiente. Por isso pode-se concluir que em relagdo aos indices

diagndsticos o ecossistema esta realmente contaminado por aportes antropicos.
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Diante dos valores observados, é possivel afirmar que a lagoa do Catu esta
contaminada e esse cenario pode ser atribuido aos servicos de saneamento basico inadequado

e/ou inexistente.

O presente estudo fornece os primeiros dados de analise de contaminacgao por esgotos
domésticos usando os marcadores moleculares, esterdis fecais e interferentes enddcrinos no

estado do Ceard, mais especificamente na lagoa do Cata.

Tendo em vista a importdncia desse ecossistema para sua regido, esse diagnostico sera
(til para indicar os niveis atuais que proporcionam um melhor entendimento da qualidade
ambiental e servirdo como referéncia para promover uma gestdo que visa garantir a

preservacao, conservacgao e recuperacdo dos ambientes lacustres.
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