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RESUMO

O rio Jaguaribe possui a maior bacia hidrografica do estado do Ceara. Ela abrange 50% dele e
é exatamente por isso que o rio recebe influéncia de mdaltiplas fontes de contaminacdo. O
aporte de efluentes, a maior dessas fontes para ambientes aquaticos, causam efeitos negativos
ao equilibrio do ecossistema e afeta a saide publica. Isso ocorre devido ao volume e falta de
tratamento desses residuos. A qualidade do sedimento do rio Jaguaribe foi avaliada por meio
da identificacdo e quantificacdo de ester0is e hormonios estrogenos tanto em amostras
superficiais quanto em testemunhos. Para isso, foi otimizado, testado e validado um método
de extracdo de multiressiduos, seguido de andlises por cromatografia gasosa. Além disso,
realizou-se uma avaliacdo ambiental baseada em razdes de diagnostico e, por fim, foi
realizados ensaios ecotoxicologico a fim de se identificar as condi¢cdes tdxicas tanto dos
sedimentos amostrados quanto dos horménios estrégenos sintéticos. Os resultados
encontrados para analise do sedimento superficial mostrou que o Coprostanol nao foi o esterol
mais evidente, ja que ele representou 4,8% do total de esterdis. Porém, o Colesterol e o
Colestanol, que também podem ser associados a esgoto, representaram 21,1% e 8,8%,
respectivamente, nas amostras locais. O Estigmasterol foi o esterol predominante, ele é
caracteristico do aporte biogénico. Com base nas raz@es diagndsticas, o TJ1 esta totalmente
contaminado, enquanto o TJ2 apresentou duas classificacbes de ndo contaminado. Na
avaliagdo de horménios estr6genos, 0s compostos sintéticos (3 Sintéticos) foram
predominantes para a constitui¢do do somatorio total de hormonios (3 total) nos sedimentos
superficiais. Os Y Sintéticos representaram 76,6% do ) total, enquanto que o somatdrio dos
naturais (D Naturais) foi responsavel por 23,5%. Em relagcdo aos dois testemunhos, que foram
fracionados em 10 camadas datadas, o testemunho TJ1 teve uma variacdo temporal de 1937 a
2002, ja o TJ2 representava os anos de 1947 a 2003. Considerando 0s horménios estrégenos
sintéticos, o Etinilestradiol foi o mais abundante nos dois testemunhos. Nas analises
ecotoxicoldgica foi visto que os pontos PJ1, PJ2, PJ4, PJ9, PJ10, PJ12, PJ14 apresentaram
toxicidade nos ensaios realizados. O ensaio de spking identificou que os hormonios
estrogenos sintéticos foram toxicos para as concentracdes expostas: 1, 10, 100 ng/g e que
apenas o EE2 ndo apresentou toxicidade nas concentragfes 1 e 2,5 ng/g. Diante do que foi
encontrado pode-se afirmar que ha aporte de efluentes oriundos de varias formas de uso e
ocupacdo do médio e baixo Jaguaribe.

Palavras chave: Contaminacéo, esterois, horménios estrogenos, esgoto, criacdo animal,
toxicidade.



ABSTRACT

The Jaguaribe River has the largest drainage basin in the state of Ceara, occupying 50% of the
state and thereby it is influenced by multiple sources of contamination. The contribution of
effluents is the largest source of contaminants for aquatic environments, due to its volume and
its lack of treatment. Therefore, it causes negative effects to the balance of the ecosystem and
affects public health. The quality of the sediment of the Jaguaribe River was evaluated by
identification and quantification of sterols and estrogen hormones. To do this, a multiresidue
extraction method was optimized, tested, and validated, followed by gas chromatographic
analysis. Finally, ecotoxicological tests were carried out in order to analyze the toxic
conditions of both sampled sediments and synthetic estrogen hormones. Looking into
superficial sediment, COP was not the most evident sterol, representing 4,8% of total sterols.
On the other hand, COL and COLN, which can also be associated with sewage, represented
21,1% and 8,8% of total sterols in all sampling sites, respectively. Based on the sterol
diagnostic ratios, superficial sediments were classified as contaminated. Regarding to
estrogen hormones, sum of synthetic compounds (XSynthetic) were predominant for the
constitution of the total sum of hormones ( Xtotal) in superficial sediments. They represented
76,6% of Xtotal, while sum of natural compounds (XNature) were responsible for 23,5%. In
respect of the two sediment cores, each of them were fractioned in 10 sections which were
dated. Sediment core TJ1 temporal variation was from 1937 to 2002, while sediment core TJ2
temporal variation was from 1947 to 2003. ESTIG was the predominant sterol in these
sediments, which is characteristic of biogenic contribution. Based on the sterol diagnostic
ratios, TJ1 was considered contaminated for every fraction, while TJ2 presented two
uncontaminated fractions. Related to synthetic estrogen hormones, EE2 was the most
abundant in the two sediment cores. Ecotoxicological analysis showed points PJ1, PJ2, PJ4,
PJ9, PJ10, PJ12, and PJ14 as toxic in the tests performed. In the spiked test, synthetic
estrogen hormones were toxic at the exposed concentrations (1, 10, 100 ng/g), only EE2
showed no toxicity at concentrations 1 and 2.5 ng/g. Based on all these evidences, it can be
stated that there are effluents from many forms of use and occupation of the medium and low
Jaguaribe.

Key words: Contamination, sterols, estrogen hormones, sewage, animal husbandry, toxicity.
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1. INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos sdo fundamentais para a realizacdo de inumeras atividades
antropicas, que vai desde o suprimento pessoal até o desenvolvimento de atividades
econémicas. Exatamente por isso a presenca desses ambientes é um fator determinante para a
fixacdo de aglomeracOes populacionais. Dentro desse contexto, pode-se destacar que zonas
costeiras e estuarinas sao intensamente exploradas. Miranda, Castro, Kjerfve (2002) afirmam
que aproximadamente 60% das grandes cidades do mundo estéo fixadas proximas a estuarios.

A consequéncia é que ao longo dos anos, os ambientes naturais tipicos das regides
costeiras vém sendo gradativamente substituidos pela implantacdo de polos industriais,
construcdo de portos, viveiros de aquicultura, ampliacdo de &reas agricultaveis e pela
expansdo urbana (CHEN et al., 2004; SOUZA; RAMOS e SILVA, 2011).

Nesse contexto, € possivel ter uma no¢do do valor que os recursos hidricos exercem
para a manutencdo dos padrdes de vida da sociedade. Porém os mdaltiplos usos desses
ambientes, sem planejamento e ordenacdo, tém gerado grandes desequilibrios, tornando-os
suscetiveis.

O aporte de contaminantes, que € um dos usos mais comuns, oriundos das atividades
antrdpicas nesses ambientes, pode causar a contaminacdo de diferentes compartimentos do
sistema (aguas, sedimentos e biota). Pode-se destacar que o sedimento é de suma importancia
para o funcionamento, produtividade e equilibrio dos ambientes aquéaticos, uma vez que essa
matriz ambiental acumula grande parte dos contaminantes hidrofébicos, e a partir disso 0s
sedimentos passam a funcionar ndo s6 como repositorio, mas como fonte de contaminacao
para o ambiente (PUSCEDDU et al., 2007).

Diante da infinidade de contaminantes existentes, os poluentes organicos se destacam,
por terem fontes difusas e pontuais, sdo inseridos no meio ambiente através da lixiviacao
provocada pelas aguas da chuva, atividades agricolas e pecuérias e por meio de langamentos
de efluentes domesticos e industriais (BAIRD, 2002; PESSOA et al, 2012; ABREU-MOTA et
al.,2014; ALVAREZ-MUNOZ et al., 2016), além de possuirem a capacidade de se
bioacumular na biota e causar efeitos nocivos.

Na tentativa de se estabelecer a fonte da contaminacdo em um determinado
ecossistema, se faz necessario 0 uso de compostos que sejam associados a fontes de origem
especificas, dentro desse contexto ha os esterdis e hormdnios estrogenos, que sdo classes de

contaminantes aplicados como tracadores de atividades humanas, como por exemplo: esgoto,
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deposicdo incorreta de residuos e atividades de agropastoris. Os ester6is sdo comumente
usados como tracadores de aporte de esgoto (MARTINS et al., 2012; CARREIRA et al.,
2015; ABREU-MOTA et al., 2014). Ja os hormonios estrogenos podem ocorrer naturalmente
no ambiente e/ou serem excretados pelos humanos e levados ao ambiente através de esgoto
(ZHANG et al, 2008; ZHANG et al., 2009; ARAUJO, 2014).

Diante de todos os fatos apresentados, fica a certeza de que cada vez mais € necessario
avaliar o ambiente para se conhecer suas reais condi¢fes. Desse modo, o presente estudo visa
avaliar as condi¢bes ambientais da Bacia do Rio Jaguaribe, uma vez que essa bacia ocupa
mais de 50% do estado do Ceara e possui diversas formas de uso e ocupagdo como por areas
agricolas, de pastos e urbanas (GODOQY, 2011). Evidéncias de aportes de esgoto no Rio
Jaguaribe existem, tais como, Marins (2007) encontrou indicativos de que esgotos urbanos
representa a maior fonte de fésforo na regido. Paula, Morais e Pinheiro (2006) identificaram
que atividades de descarga de efluentes domésticos, deposicdo de residuos solidos e
escoamento superficial de areas agricolas estdo contaminando o ecossistema.

O presente trabalho se justifica pela caréncia de estudos sobre contaminacao organica
na regido e pelo fato dos tratamentos de esgotos implantados no Ceara serem ineficientes. 1sso
reforca a necessidade de estudos sobre a ocorréncia e distribuicdo de esterois e Horménios
estrdgenos associados a contaminagdo por lancamento de esgoto no ambiente. Sendo
importante identificar as possiveis fontes de contaminagdo organica no rio Jaguaribe para que
seja possivel fornecer dados e subsidios para o monitoramento, politicas publicas e

preservacdo deste importante ecossistema.
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1.1 Hipotese Cientifica

e O aumento da ocupacao e do uso do solo, por moradia e/ou atividades econdmicas, em
conjunto com o sistema de esgotamento ineficiente ameaca a qualidade ambiental
bacia do rio Jaguaribe.

e No Rio Jaguaribe h& abundante presenca de compostos, esterdis e hormonios
estrogenos, que caracterizam contaminacdo oriunda de atividade humana ou de
manejo animal.

e Os hormonios estrogenos sintéticos apresentam toxicidade para a biota.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho é avaliar a qualidade ambiental do sedimento do Rio
Jaguaribe, por meio de abordagens ecotoxicoldgica e quimica, envolvendo a distribuicdo

espaco/temporal de marcadores moleculares antropogénicos.

2.2. Objetivos especificos

e Validar o método analitico de extracdo dos compostos de interesse do sedimento;

e Determinar os niveis de esterdis e Hormoénios estrogenos em sedimentos superficiais e
testemunho do rio Jaguaribe;

e Analisar a distribuicdo espaco/temporal dos esterdis e Horménios estr6genos no
sedimento fluvio-estuarino;

e Realizar a geocronologia das fragdes do testemunho sedimentar

e Avaliar a toxicidade do sedimento superficial do Rio Jaguaribe e confrontar esses
dados com a concentracdo de esterois e estrogenos;

e Mensurar o potencial toxicos dos horménios estrégenos sintéticos.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Esterois

Os esterdis sdo biomarcadores usados para identificar a entrada de matéria
organica antropogénica no meio ambiente, bem como para diferencia-la das fontes de material
fecal (BUJAGIC et al., 2016). Eles apresentam boa especificidade com a fonte de origem, s&o
resistentes a acdo de microorganismos e podem ser quantificados mesmo que em baixas
concentragfes (CANUEL, 2001; SALIOT et al., 1991). Por possuirem a caracteristica de
serem hidrofdbicos, os esterois tendem a se associarem ao material particulado, e acabam por
decantar junto aos sedimentos, e somado a isso ha a capacidade de resisténcia a degradacao
por microorganismos (TAKADA; EGANHOUSE; 1998). Sendo assim, constituem uma
classe de contaminantes importante para se entender 0S mecanismos atuantes em
determinadas areas. A hidrofobicidade dos esterdis € confirmada quando os valores do
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) sdo levados em consideragdo, uma vez que estes
compostos possuem log Kow >4. Para Froehner et al. (2012) compostos com alto potencial de
sorcdo possuem log Kow>4, enquanto possuem baixo potencial de sor¢do aqueles compostos
com log Kow < 2,5. As caracteristicas quimicas e as formulas moleculares dessas substancias

estdo descritos na Tabela 1

Tabela 1 — Caracteristicas dos esteréis estudados.

Composto Estrutura* Nome oficial Fc;rmtljla* Loi*

(IUPAC) molecular*  Kow

Coprostanol N 5b-colestan-3b-ol Co7H4s0 9,4

(COP) = .‘ £ s

Colestanol JO7 5a-colestan-3b-ol  C_H, O 9,4

(COLN) un’. :1 V

Colesterol i | colest-5-em-3b-ol C,H 46O 8,7

(COoL) o D¢

Estigmaterol 24-etilcolest- 029H480 8,6

(ESTIG) O 5,22(E)-dien-3b-ol

Ergosterol Ergosta-5,7,22- ngH44O 7,4

T
(ERG) f\h/w trien-3p-ol
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[ — sitosterol )y 24 B -etil-colestan- CH.,0 9,3
(B -SITO) 5@ 5-en-3p-ol
*NIST

** THE PUBCHEM PROJECT

Os esterdis estudados neste trabalho sdo divididos por suas fontes de origem,
resultando em esterdis fecais, naturais e mistos. O esterol fecal € o coprostanol, pois é
formado no intestino humano e de animais superiores por meio da conversdo das moléculas
de colesterol por reducdo bacteriana (CARREIRA; WAGENER; READMAN, 2004,
LEEMING; NICHOLS, 1996; ROSENFELD; GALLAGHER, 1964). Dentre os marcadores
fecais reportados na literatura, o coprostanol € o0 mais representativo em fezes humanas,
constituindo cerca de 40-60% dos esterois totais excretados (GRILO et al., 2013). Os esterdis
naturais sdo: ergosterol, p-sitosterol, estigmasterol, e os de origem mista sdo o colesterol e
colestanol. Na Tabela 2 esta explicada detalhadamente a fonte de cada esterol.

Tabela 2 - Descrigéo das possiveis fontes de esterdis.

Nome usual Descricéo da fonte

Coprostanol Biomarcador fecal; quantidade relativa indica contaminagcéo fecal ®
Colesterol  Esterol mais onipresente °; Ndo tem origem especifica °; E associado ao
fito e no zooplancton ®; Associado a esgoto ©

Colestanol Reducéo quimica do colesterol °
Estigmasterol Usualmente usado como esterol terrestre; plantas superiores ©
Ergosterol Decomposicao realizada por fungos '
B - sitosterol Usualmente usado como esterol terrestre; plantas superiores

a) TAKADA; EGANHOUSE, 1998; b) VOLKMAN et al., 1998; c) MATIC et al, 2014; RADA et al., 2016;
d) BULL et al., 2002, 2003; ) VOLKMAN, 1986; f) GONG; GUAN; WITTER, 2001; g) PRATT et al., 2005;
2008.

Os esterois sdo comumente aplicados como indicadores de contaminacdo em areas
onde h& muitas possiveis fontes de contaminagdo, como é o caso de varios sistemas estuarinos
ao redor do mundo. Esses compostos foram aplicados como tragadores para atividades

humanas ao longo de areas costeiras, de centros industriais e urbanos em varias regides do
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mundo (BICEGO et al., 2006; MUNIZ et al., 2006; MARTINS et al, 2012). Contudo, apenas
medidas dos niveis de coprostanol ndo sdo suficientes para determinar o nivel de
contaminacdo no ambiente. Assim, empregam-se razdes de diagndstico entre o coprostanol e
outros esterdis para tornar a avaliacdo mais confiavel (Tabela 3). Os valores resultantes destas
razGes tendem a auxiliar na distincdo das fontes dos esterdis e estimar a ocorréncia de
contaminacdo (ISOBE et al., 2004; CORDEIRO, 2006).

Tabela 3 — Razdes diagnostico dos esterdis

Area Area nio

indices Indicativo : : Referéncia
contaminada  contaminada
TAKADA et al.
Contribuicdo de (1994); MUDGE;
COP/COL esgoto >1,0 <1,0 BEBIANNO
(1997)
Contaminacao SHAH et
COP/COLN fecal humana > 05 <03 al.(2007)
COP/(COP + Contaminacao 507 <03 GRIMALT et
COLN) fecal humana ’ ’ al.(1990)
TAKADA;
COP/&COLN Contribuicédo de >0.2 <015 EGANHOUSE
coL) esgoto ’ ' (1998); CHAN et

al., (1998)

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

3.2. Hormonios estrégenos

Os hormonios estrogenos sao compostos que causam alteragdes no sistema endocrino
de animais e seres humanos, podendo ser divididos em naturais ou sintéticos. De acordo com
Ghiselli e Jardim (2007) os horm6nios naturais sdo 0s presentes no organismo de animais e
humanos, podendo ser incluidos nesse grupo os fitoestrogenios, que estdo presentes nas
plantas. As substancias sintéticas desenvolvidas pelo homem s&o idénticas as naturais e
imitam suas fungdes, sendo usadas em contraceptivos orais, na reposi¢cdo hormonal e como
aditivo na alimentacdo animal.

Para entender a sua distribuicdo nos compartimentos ambientais como agua e
sedimento, & preciso conhecer suas propriedades quimicas (ADEEL et al., 2017). Os

horménios estrégenos sao caracterizados como compostos hidrofébicos, de baixa volatilidade,
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persistentes e bioacumulativos (YING; KOOKANA,; RU, 2002) Na presente pesquisa foram
estudados os compostos naturais: Estrona(El), 17p-estradiol (BE2), 17a-estradiol (aE2) e
estriol (E3) e os sintéticos: 17a-etinilestradiol (EE2), Dietilestilbestrol (DES) e Mestranol
(MES) e Dienestrol (DIE). Tais compostos possuem coeficiente variaveis de particao
octanol-4gua (Kow - que indica sua hidrofobicidade): os que tém valor de log Kow>4 sdo
potencialmente adsorvidos pelas particulas sélidas (FROEHNER et al., 2012) e os compostos
com log Kow entre 2,4 e 4 sdo moderadamente hidrofobicos (ADEEL et al., 2017). Na Tabela
4 estdo especificadas as caracteristicas individuais de cada hormonio estrogeno avaliado.

Por serem compostos hidrofébicos, o destino final dessas substancias sdo,
predominantemente, o sedimento, atuando como fonte de hormdnio e expondo a biota & esses
compostos (SANGSTER et al., 2014). Mesmo em baixas concentracdes no ambiente, esses
compostos colocam em risco a vida dos peixes e de outros organismos aquaticos, ja que
podem causar a diminuicdo da fertilidade, a feminizacdo e o hermafroditismo nesses animais
(TETREAULT et al., 2011).

As fontes mais comuns de hormdnios estrégenos sao os efluentes urbanos, os residuos
hospitalares e industriais (YING; KOOKANA; RU, 2002). Porém ndo se pode desconsiderar
que as atividades de criacdo animal como fontes desses compostos. Atividades rurais, como
criagdo de gado confinado, criacdo de aves (granjas), agricultura intensiva, com uso de esterco
animal e/ou lodo das estacGes de tratamento de esgoto como fertilizante do solo (ADEEL et
al., 2017; KUMAR et al., 2012; XUAN et al., 2008). Essa classe de contaminante é usada em
praticas veterindrias como suplementos na pecuaria e aquicultura (ORLANDO et al., 2004).
Andaluri et al., (2012) relata que o estrume oriundo das criacdes de aves (granja) e vacas
podem conter as maiores quantidades de estrogénios. Os estrégenos tanto naturais quanto
sintéticos sdo excretados diariamente através da urina e fezes de humanos e animais
(ANDALURI et al., 2012; BILA E DEZOTTI, 2003 LAURENSO et al., 2014).

Esses hormdnios chegam aos corpos hidricos, por exemplo, quando infiltram nas
aguas subterréneas, ou sdo despejados de maneira errbnea, ou quando escoam das plantagdes,
no caso em que os estrumes sdo usados na adubagéo. (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA,
2014). Os estrogenos tanto naturais quanto sintéticos sdo excretados diariamente atraves da
urina e fezes de humanos e animais (ANDALURI et al., 2012; LAURENSO et al., 2014). Na
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Figura 1 estd apresentada as possiveis fontes e rotas dos hormonios estrégenos em
matrizes ambientais.

Vale ressaltar que o 17-BEstradiol é o estrogénio feminino natural mais importante,
sendo usado para a fabricacdo do principal composto encontrado nos contraceptivos: o 17a-
etinilestradiol (FROEHNER et al., 2012). O mestranol também ¢é utilizado na composicéo de

pilulas anticoncepcionais (TERNES et al., 1999).

Tabela 4 — Caracteristicas dos hormdnios estrogenos estudados.

Formula
Composto Estrutura* Log Kow**
molecular*
L
Estrona (E1) PPN
1O \j C18H2202 3,43
17a estradiol (170E2)
C18H2402 -
17p estradiol (17BE2)
C18H2402 3,94
Estriol (E3) C18H2403 2,81
 f
170 Etilnilestradiol Ly o C20H2402 4,15
(EE2)
o C18H2002 5,07
Dietilestilbestrol (DES)
Mestranol (MES) _ C21H2602 4,67
Dienestrol (DIE) C18H1802 5,43

*NIST
** THE PUBCHEM PROJECT
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Figura 1 - Possiveis rotas de inimeros farmacos, incluso os horménios estrdgenos, em matrizes ambientais.
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Fonte: BILA E DEZOTTI, 2003.
3.3. Ecotoxicologia

O descarte de rejeitos antropicos (industriais ou domésticos) em corpos hidricos é uma
acao antiga do homem, porém com o estilo de vida moderno esses rejeitos estdo cada vez
mais enriquecidos com substancias sintéticas, ou seja, substancias que o ambiente ndo
consegue degradar, principalmente pela quantidade e frequéncia lancadas.

A maior parte dos contaminantes langados em corpos hidricos acaba sendo adsorvida
aos sedimentos, resultando em efeitos toxicos sobre a fauna e afetando o equilibrio ecoldgico
(ABESSA, 2006). Assim, e necessario o uso de variadas formas da avaliacdo da qualidade
dos sedimentos. Em abordagem eficiente ha os testes de toxicidade, que consistem na
exposicdo de organismos e determinacéo de efeitos letais e subletais.

A Ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos dos contaminantes em matrizes

ambientais. De acordo com Abessa (2002) a ecotoxicologia fornece significado bioldgico para
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os dados de contaminagdo, possibilitando o desenvolvimento de métodos eficazes para a
conservacao e gestdo ambiental. Essa ciéncia foi baseada na toxicologia tradicional, porém
tenta revelar os efeitos deletérios dos poluentes sobre organismos e sua possivel consequéncia
para 0 ecossistema ao qual o organismo estava inserido (AZEVEDO; CHASIN, 2004). Os
ensaios de toxicidade podem indicar efeitos (ou toxicidades) agudos e crénicos, sendo que 0s
testes de toxicidade aguda_sdo mais empregados para avaliar os efeitos de agentes toxicos
sobre organismos em um curto periodo de tempo (em média de 24h-96h). Ja os testes de
toxicidade cronica tém uma exposi¢do mais longa (em geral, superior a 72h), e visam medir o
efeito, geralmente subletal, de determinada substancia quimica sobre organismos testes
(ARAGAO; ARAUJO, 2006; COSTA et al., 2008).

Para execucdo dos bioensaios pode-se usar diversos tipos de organismos, por exemplo,
microalgas ou peixes, porém a sua escolha deve ser baseada na relevancia ecoldgica e
sensibilidade (SILVA, 2015). O teste de toxicidade aguda com o microcrustaceo Mysidopsis
juniae € devidamente padronizado (BRASIL, 2011). Mysidopsis juniae é usado para teste de
interface sedimento- dgua (ISA) devido a sua caracteristica necténica de repousar em curtos
periodos de tempo sobre a camada de sedimento, ficando exposto a troca de sorcao entre o
sedimento e a coluna de &gua acima. O ensaio cronico com Nitocra sp. para amostras de agua
intersticial e sedimento de regides estuarinas é padronizado por Lotufo e Abessa, (2002).
Esses organismos tem interacdo direta com o sedimento, pois possuem habito bentdnico e se

alimentam do biofilme, de matéria organica e de particulas de argila.

4. AREA DE ESTUDO - RIO JAGUARIBE

4.1. Bacia hidrografica do rio Jaguaribe

O rio Jaguaribe possui a maior bacia hidrografica do estado do Ceara, ocupando 50%
do estado, e é dividida em 5 sub-bacias que sdo: Alto Jaguaribe, Médio Jaguaribe, Baixo
Jaguaribe, Banabuiu e Salgado. Esse rio se situa na zona leste do estado do Ceara e percorre
aproximadamente 610 km desde suas nascentes na Serra da Joaninha (Taua - Ceara) até a sua
foz litoranea (Fortim — Ceara), abrange uma &rea de drenagem de 80.000 km?. Sua bacia total
possui variabilidade de forma, onde no alto e médio curso tem largura média de 220Km, e no
baixo curso tem largura de 80Km com decaimento gradativo até 40km de largura na regido do
encontro com o mar. A zona estuarina do Rio Jaguaribe € limitada pela barragem de Itaicaba
e tem extensdo de 36Km com éarea de aproximadamente 641.216 km2. O recorte espacial da

area do presente estudo contempla o medio e baixo Jaguaribe acerca dos municipios de
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Jaguaribara, S&o Jodo do Jaguaribe, Tabuleiro do Norte, Limoeiro do Norte, Quixeré, Russas,
Jaguaruana, ltaicaba, Aracati e Fortim. As principais vias de acesso a area sdo a rodovias
estadual CE-040 e federal BR-116.

A regido onde essa bacia esta situada possui clima tropical semiarido, o qual se
caracteriza por pequenas variagdes nas temperaturas médias anuais (>18°C), com periodos
secos de junho a dezembro e possiveis periodos de chuva concentrados entre 0s meses de
janeiro a maio com precipitacdo média anual de 704,5 e 742,2 (mm) no baixo e médio
Jaguaribe, respectivamente (FUNCEME, 2016). A bacia hidrografica do rio Jaguaribe possui
um relevante numero de afluentes e sendo a maioria desses intermitentes, se adequando aos
aspectos climaticos da regido (DIAS, 2007).

Sobre a vegetacdo da area ha a divisdo em litordnea, ao norte, caatinga densa, a oeste,
e mata ciliar em toda margem do rio (INESP, 2009), além da zona de mangue no estuario.

Para a descricdo geoldgica a regido dessa bacia é formada por rochas do embasamento
Pré-Cambriano e Sedimentos Cretaceos e morfologicamente constituida por Relevo
Litoraneo, Tabuleiros Pré-Litoraneos, Borda Norte Ocidental da Chapada do Apodi e Rochas
cristalinas (PANTALENA, MAIA, 2014).

4.2. Uso e ocupacao da Bacia Hidrogréafica do Rio Jaguaribe

A bacia do Rio Jaguaribe € a maior bacia do estado do Ceara e por isso comp8e uma
grande diversidade de ocupacdes e uso do solo, possuindo areas agricolas, areas de pasto,
areas urbanas, areas de criacdo de camardo e também regibes de vegetacdo natural. Das
atividades antrdpicas existentes na regido, a carcinicultura provavelmente é que oferece mais
danos ao ecossistema. Segundo Paula, Morais e Pinheiro (2006) nessa regido existem
aproximadamente 174 tanques de carcinicultura instalados, entre licenciados e né&o
licenciados, sendo 122 na zona estuarina, nas proximidades dos municipios de Fortim, Aracati
e Itaicaba.

No aspecto da urbanizagdo, de acordo com o Instituto de Estudo e Pesquisas para
Desenvolvimento do Estado do Ceara (INESP, 2009ab) alguns municipios do Médio e Baixo
Jaguaribe apresentaram reducdo da populacdo urbana de 2000 a 2007. Para o tdpico de
saneamento béasico os dados indicam que 64.1% tem abastecimento de agua no Baixo
Jaguaribe e 73.5% no Médio Jaguaribe. Para esgotamento sanitario a maioria dos municipios
néo dispde de instalacdes para conexdo a rede de coleta de esgoto, no Médio Jaguaribe apenas
Jaguaribara (79.2%), S&o Jodo do Jaguaribe (64.1%) e Tabuleiro do Norte (16.6%) e no Baixo
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Jaguaribe apenas Aracati, Limoeiro do Norte, Russas e Quixeré tem esse beneficio (com 4%,
20.2%, 47.5%, 13.2%, respectivamente). Segundo Maia et al (2006), no estudo de
zoneamento ecoldgico-econémico do estado do Ceara, é retratado que 0s municipios que
abrangem a regido estuarina do rio Jaguaribe possuem sérios problemas ambientais, tais
como: deposicao final do lixo urbano em &reas inadequadas, auséncia de rede de esgoto em
algumas localidades, ocupacdo de areas de protegdo para desenvolver atividades econdmicas,

entre outros.

5. METODOLOGIA

5.1. Controle analitico do método de experimental

A presente pesquisa foi desenvolvida em 3 etapas. Primeiramente, o procedimento
analitico empregando cromatografia gasosa foi determinado com base na verificacdo das
figuras analiticas de mérito. Esta etapa foi executada com o intuito de se ter um método
analitico eficiente para o reconhecimento dos esterdis e horménios estrogenos. No segundo
momento, foi aprimorado o protocolo de extracdo e clean up (limpeza e fracionamento) ja
estabelecido nas praticas laboratoriais, para que fosse possivel extrair mais de uma classe de
contaminantes em um unico procedimento. No terceiro momento, foi realizada a coleta de
amostras do rio Jaguaribe para ser efetuado o diagnéstico ambiental, usando os métodos pré-

estabelecidos e validados.
5.2. Limpeza de materiais e vidrarias

A limpeza do material utilizado nas andlises laboratoriais, principalmente aquelas
que trabalham com concentra¢des na ordem de tracos (ug/g e/ou ng/g), € uma etapa de total
relevancia, pois através dela é possivel garantir a auséncia de interferentes que possam alterar
o0s resultados encontrados. Por isso, todas as vidrarias utilizadas nesse estudo passaram por
um rigoroso procedimento de limpeza, onde foram lavadas com detergente aniénico (Extran -
3% v/v) (Merck), submergidos em banhos de solu¢cdo do mesmo detergente (20% v/v) de
detergente aniénico por 12horas e enxaguados em agua corrente. Depois disso, foram imersos
em solugdo de acido cloridrico (5% v/v), por 12 horas, lavados em &gua corrente, secos a
60°C e deixados em estufa a 250°C por 6-8 horas.
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5.3. Padroes e solucdes

Durante a extracdo, clean up e preparo das solucbes padrdes foram utilizados os
solventes: hexano, acetona, acetato de etila, diclorometano e metanol. Todos estes
pertencentes a marca TEDIA grau HPLC. No clean up foram utilizados cobre em po e
alumina da Merck, enquanto o sulfato de sodio anidro e a silica gel (70 a 230 mesh) da Vetec.
Para se determinar o método cromatografico mais adequado e eficiente para o estudo de
qualquer analito € necessario se fazer curvas de calibracGes, e para este estudo foram usados
padrdes analiticos de esterdis e hormonios estrdgenos descritos na Tabela 5. Além dos padrbes
de cada analito também foi utilizado um reagente derivatizante N, O-bis (trimetil-silil-
trifldor-acetamida)/trimetil-cloro-silano  com 1%  TMCS  (trimethylchlorosilane)
(BSTFA/TMCS — 99:1). Esse reagente tem pureza de >99%, grau cromatografico, marca
Sigma-Aldrich.

Tabela 5 — Padrdes usados para o preparo de solugdes analiticas

Esterdis
Compostos Pureza CAS
Coprostanol (COP) >08 360-68-9
Colesterol (COL) 97.7 57-88-5
Colestanol (COLN) 99.6 80-97-7 Sigma-aldrich
Ergosterol (ERG) 97 57-87-4
Stigmasterol (ESTIG) 95.5 83-48-7
B-Sitosterol (B-SITO) 99.9 83-46-5
Horménios estrogenos
Estrona (E1) 99 53-16-7
170 - Estradiol (a - E2) 99 57-91-0 Absolute Standard,
17B - Estradiol (B - E2) 97 00050-28-2 Inc
Estriol (E3) 97 00050-27-1
170, -Etinilestradiol (EE2) 99.4 57-63-6
Dietilstilbestrol (DES) 99.9 56-53-1 Sigma-Aldrich
Dienestrol (DIE) 98.1 84-17-3
Mestranol (MES) 99.5 72-33-3
5a - Colestano (Padrdo Interno) 99.9 481-21-0 Sigma - Aldrich
Estrona- 2,4d2 (Padrdo Surrogate) >99 350820-16-5 CDN Isotopes
Androstanol (Padrdo Surrogate) >97.5 1224-92-6 Sigma - Aldrich

Fonte: Autora



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=360-68-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1224-92-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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5.4. Controle de qualidade do método cromatogréafico

O controle de qualidade foi realizado a partir do uso de padrbes surrogates (PS),
padrdo interno (PI), brancos da coluna no CG-EM e branco de solvente. Além disso, 0 método
cromatografico estabelecido na presente pesquisa passou por um controle de qualidade
analitico, conhecido como validacdo de método. Essa validacdo objetiva apresentar dados que
comprovem a viabilidade, eficiéncia e confiabilidade do método usado para se identificar os
analitos de interesse (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2040). Para isso, algumas figuras
analiticas de mérito foram definidas tais como: linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdo (repetibilidade) e exatiddo (% recuperacdo do PS). A escolha
destas foi realizada por meio do atendimento aos critérios descrito pela ANVISA (2003) e
INMETRO (2011). Estas andlises cromatograficas foram executadas no Laboratério de
Anélise Traco (LAT/UFC).

5.4.1. CondicGes Cromatogréaficas — Cromatografia Gasosa

Os extratos das amostras foram injetadas no cromatdgrafo gasoso (CG-EM), modelo
QP2010-Shimadzu, interfaciado com detector de massa acoplado a uma coluna DB-5 (5%
Difenil — 95% Dimetil Polisiloxano) (30 m x 0,25 mmd.i x 0,25 pm de filme). As condi¢cOes de
operacdo do equipamento para analise de Esterois e Hormonios estrégenos:

v’ Gas de arraste (fase movel) — Hélio
Modo de injecdo: Splitless
Modo de detecgéo: SIM
Presséo na coluna — 145,2 kPa
Temperatura do injetor - 260 °C
Temperatura do detector - 260 °C
Temperatura final — 300°C
Temperatura inicial — 100°C
Vaz#o total — 25 mL min™

Vazdo na coluna — 2 mL/min

NN N N N N N RN

Volume de injecdo: 2 uL
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As condicdes cromatograficas guanto a programacao de temperatura foram:

Temperatura inicial a 100°C esta foi mantida por um periodo de 10min até que se
elevou para 300°C a uma taxa de variacdo de 20°C/min onde se estabilizou por 7min

(Figura 2), concluindo o tempo de corrida total de 27min.

Figura 2 - Rampa de temperatura para separagio dos analitos de interesse.

7 min
300° min

10 min
100°C

Tempo (min)
Fonte: Autora.

Os analitos de interesse de estudo, assim como o padrdo interno (5a- Colestano) e
padrdo surrogate (Androstanol e E1 2,4-d2) foram identificados nos cromatogramas atraves
dos seus respectivos tempos de retencdo e fragmentos massa/carga (m/z), estes foram obtidos
através de consulta da biblioteca NISTO5, informaces estdo descritas na Tabela 6.

Para se determinar os tempos de retencédo de cada composto, inicialmente foi realizada
uma varredura de uma solugdo mix (um ponto da curva) no modo SCAN utilizando as
condigBes cromatograficas previamente estabelecidas, descritas acima. Sendo conhecidos 0s
tempos de retencdo individuais foi realizada uma nova corrida cromatografica, dessa vez no

modo SIM (monitoramento de ion selecionado), a fim de obter uma maior sensibilidade
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analitica e uma melhor resolucéo na separacdo dos compostos monitorados na anélise. Todas

as amostras e curva de calibracdo foram executadas pelo método SIM.

Tabela 6 - Tempos de retencéo e razdes (m/z) de cada composto.

Compostos Tempo de ﬁ‘iartfngao (TR) Relaco (m/z)
Androstanol - PS 19,031 95/81/93

DES 19,191 1457107 / 268

DIE 19,269 731266/ 121

17a - E2 20,421 73/159/146
17 - E2 20,430 73/129/160

El 20,471 73 /2571342

E12,4-d2-PS 20,492 147 /159 /160

MES 20,612 22711471174

E3 20,738 73/285/129

EE2 20,914 213 /731285
5a-colestano — (PI) 21,543 81/95/149
COP 22,731 75/95/107
COL 23,336 73/95/81
COLN 23,466 75/95/81
ERG 24,631 81/55/69
ESTIG 24,997 83/55/81
B-SITO 25,118 73/95/57

Fonte: Autora

5.4.2. Linearidade e Curva de Calibracdo

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico de demonstrar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na matriz amostral, e é calculada a partir
da equacdo da regressao linear (Equacdo 1) (INMETRO, 2011) em conjunto com uma curva
de calibracdo, que deve ter no minimo 5 niveis de concentracdo diferentes (ANVISA, 2003).

Pela equacdo tambem é possivel calcular o coeficiente de correlacdo linear (R), que permite
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estimar a qualidade da curva, onde quanto mais proximo de 1,0 for o valor de R menor é a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de

regressao estimados.

y=ax+b Equacao 1
Onde:
y = sinal analitico (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
x = concentracdo do analito;
a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear;

5.4.3. Limite de Detec¢do (LD) e Quantificacdo (LQ)

O LD representa a menor deteccdo do analito de interesse que pode ser encontrado em
uma amostra, porém ndo necessariamente quantificado (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).
O LD pode ser calculado por trés formas, pelo método visual, método relacdo sinal-ruido e o
método baseado em pardmetros da curva analitica (RIBANI et al., 2004). Nesse trabalho o LD
foi determinado pelo método baseado em parametros da curva analitica, utilizando a equacao
2, seguindo a ANVISA (2003).

LD=3xDP/S Equacdo 2

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

S = coeficiente angular da equacdo da reta.

O LQ é a menor quantidade de um analito em uma amostra que pode ser quantificada
com precisdo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2003). O LQ nesse trabalho foi calculado com

na equacao 3:

LQ=10xDP/S Equacdo 3
Onde:

DP = estimativa do desvio padrédo da resposta dos brancos.
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S = coeficiente angular da equacdo da reta.

5.4.4. Precisdo

A precisdo de um método analitico representa o grau de concordancia entre resultados
de testes individuais de analises repetidas de uma amostra (ANVISA, 2003). As duas
principais maneiras de se determind-la sdo por meio da repetibilidade e precisao
intermediaria, que sdo expressas pelo desvio-padrdo(s) e desvio-padrdo relativo (DPR)
(INMETRO, 2011). Nesse trabalho a preciséo foi calculada pela repetibilidade.

Por se tratar de uma andalise cromatografica é importante conhecer a repetibilidade de
pelo menos dois parametros: 0 TR (usada para confirmar a identidade do composto — analise
qualitativa) e a area do pico (parametro utilizado na quantificacdo dos compostos de interesse

—analise quantitativa) (LANCAS, 2004). A precisao foi estimada por meio do DPR.

5.4.5. Exatiddo — Recuperacao PS (%)

Nesse trabalho a avaliacdo da exatiddo do método analitico foi realizada por meio do
teste de recuperacdo, onde esta pode ser entendida como a correcdo de erros sistematicos
oriundos de perdas procedentes do processo analitico, ao qual a amostra foi submetida, assim
interferindo na quantificacdo dos analitos de interesse (RIBANI et al., 2004). A recuperacao
foi realizada atraves da fortificacdo da amostra por Padrdo Surrogate (PS), onde esse é um
composto que possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos analitos de interesse
(CAVALCANTE, 2008), contudo é necessario a ndo existéncia desse composto nas amostras.
A recuperacdo do PS é um controle para a eficiéncia das metodologias envolvidas, pois
relaciona a quantidade de padrdo adicionada no comeco e a obtida no final dos processos
(LANCAS, 2004).

Para avaliar a recuperacdo dos esterois e hormonios estrégenos foi usado como PS o
Androstanol e E1 2,4-d2, respectivamente, adicionando 50ul de uma solugdo com
concentracdo de 10 ppm nas amostras antes de se iniciar todo processo analitico, ou seja,

antes do processo de extracéo e o calculo foi realizado de acordo com a equagao 4:
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Area do PS na amostra 100
_ *
Area do PS5 no viall00% Equacio 4

R(%) = (

5.4.6. Padrdo interno

O método de padronizagdo interna visa garantir a precisdo da andlise quantitativa,
minimizando os erros associados a injecdo, principalmente de injeces manuais. Idealmente,
para que uma substancia seja usada como padrdo interno € necessario que tenha caracteristica
quimica similar ao dos analitos de interesse e ndo reaja com nenhum constituinte da amostra
(MCNAIR e MILLER, 1998; COLLINS, BRAGA, BONATO, 1997). Para que o padrdo
interno seja eficiente deve-se avaliar a boa resolucdo do seu pico referente aos demais picos
gerados pelos componentes da amostra (LIGIERO et al , 2009) e € essencial que produza um
espectro caracteristico para sua identificacao.

O padréo interno escolhido nesse estudo foi 0 5a colestano, que foi adicionado nas
amostras e nas solucBes padrbes. O calculo das concentragcdes dos analitos nas amostras foi
realizado através das raz0es entre as areas dos cromatogramas de cada composto pela area do

Pl (area do composto/area do PI).

5.5. Método de extracdo e clean up

O sedimento € caracterizado por ser uma matriz ambiental complexa, por isso 0s
solventes usados na técnica de extracdo e clean-up foram selecionados baseados nas
propriedades fisico-quimicas dos compostos, principalmente o Kow, pois indica a
hidrofobicididade dos analitos (Tabela 1 e Tabela 4). Esta etapa foi executada no Laboratorio

de Avaliacdo de Contaminantes Organicos (LACOr/Labomar-UFC).
5.5.1. Otimizacdo do método de extracao e clean up

O método de extragdo foi pensado com intuito de tornar possivel a separacdo de
algumas classes de contaminantes organicos (Alifaticos, Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos (HPAs), Pesticidas, Esterdis e Hormonios estrdgenos) em uma unica extracéo e,
assim, diminuir tempo de trabalho laboratorial, quantidade de amostra necessaria, consumo de

material de laboratério e descartes gerados. Para isso, 0 método de extragcdo proposto seguiu
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as seguintes etapas: primeiramente, foi selecionado o sedimento experimental, em seguida,
foram pesados 15g desse sedimento liofilizado (em triplicata), realizou-se a contaminacgéo
com 0s compostos (dopagem) e seguiu-se para extracdo e fracionamento do extrato (clean
up). Também foi preparado réplica desse mesmo sedimento para realizacdo do branco de
matriz, ou seja, que ndo foi adicionado de contaminantes. Além disso, foi realizado branco de
solvente, onde o solvente sem adi¢cdo de contaminantes foi submetido as mesmas condicdes
das amostras.

A contaminacdo das réplicas de sedimento foi realizada pela dopagem de 50uL da uma
solucdo mix (10ppm), essa solucdo é composta com padrdes analiticos de todas as classes que
se pretendia extrair (Apéndice A). Além disso, foi adicionada 50ul de uma solu¢do mix
(10ppm) dos padrdes surrogates (PS) de cada classe de compostos analisada (Apéndice A).
Apds as dopagens, as réplicas foram homogeneizadas manualmente por 5 min.

Foi realizada uma extracdo sélido-liquida por agitacdo em ultrassom (sonicacgdo), onde
as amostras foram expostas a mistura de solventes (Tabela 7), selecionado pelos seus indices
de polaridades. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 5000 rpm por 15 min e o
sobrenadante foi recolhido em baldo de fundo redondo de 250 mL e pré-concentrado para
1mL por rotaevaporacdo. Esse procedimento foi realizado no sedimento dopado (triplicata),
no branco da matriz e no branco de solvente. Na Figura 3 estdo apresentados 0s equipamentos

usados nessa etapa de extracdo.

Tabela 7 - Misturas de solventes usados na etapa de extragdo

Mistura de solvente Tempo no
ultrassom
25 mL de acetona 20 min
25 mL de acetato de etila 20 min
25 mL de diclorometano 20 min
25 mL de hexano 20 min
25 mL da mistura de acetona, acetato de etila, diclorometano )
e hexano (1:1:1:1) 20 min

Fonte: Autora
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Figura 3 — Equipamentos usados no procedimento de extracao

Fonte: Autora
Legenda: Liofilizador (a), Ultrassom (b), Centrifuga (c), Rotaevaporador (d).

O clean up foi executado com intuito de remover interferentes indesejados e fracionar
0s extratos de amostras provenientes da etapa anterior em 3 fases, usando o0s principios que
regem uma andlise de cromatografia de coluna aberta. Esta coluna foi construida
manualmente para cada réplica com 8g de silica gel, seguida de 4 g de alumina, ambas em
hexano e previamente ativadas. Em seguida, foi colocado +0,5 cm de cobre em pd, seguido de
3 cm de sulfato de sédio anidro, também previamente ativados. Apds o preparo da coluna
(Figura 4), a mesma foi lavada com 10 mL de hexano, tornando-a pronta para a adicdo do

extrato das amostras. Ao final dessa etapa, obteve-se o extrato por classe de compostos
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organicos, separados com base na faixa crescente do indice de polaridade dos solventes
usados para cada fracéo (

Tabela 8). Cada fracéo foi pré-concentrada a 1mL antes de ser injetada no CG/EM.

Cada fracdo foi injetada em triplicata nos métodos cromatograficos previamente
desenvolvidos para cada classe de compostos. Nesta pesquisa, apenas a fracdo F3 foi
analisada. Vale salientar que antes da analise no CG/EM, este extrato (F3) foi derivatizado,
para tornar os compostos volateis e possiveis para deteccao.

A eficiéncia dessa técnica analitica de extracdo e clean up foi medida com base no

estudo de recuperacao realizado a partir da equacao 5:

%R area do sedimento dopado — area do branco de matriz 100
= x
area dos analitos adicionados Equacéo 5

Figura 4 — Coluna de Clean up

C—>> 3 cm de Sulfato de sédio anidro
> 0,5 cm de Cobre em pé

> 4g de Alumina

—> 8g de Silica gel

Fonte: Autora

Tabela 8- FragGes retiradas do extrato de amostras, solventes usados e classes obtidas
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Fracdo Solventes po* Classes
F1 40ml Hexano 0 Alifaticos e LABs
F2 60ml Hexano:DCM:Acet.etila (3:3:1) (V/v) 1,96 HPAs e Pesticidas
F3 50 ml DCM:MeOH (9:1) (v/v) 33 Esterdis e Hormdnios

Fonte: Autora
*Indice de polaridade

5.5.2. Derivatizacdo

Antes da anélise cromatogréfica, tanto a curva de calibracdo como os extratos de
amostras passaram pelo processo de derivatizacdo. Este passo é inevitavel devido as
caracteristicas de baixa volatilidade dos compostos em estudo, entdo esse procedimento tem o
intuito de tornar a analise cromatografica mais eficiente na deteccdo dos esterdis e hormonios
estrogenos. Neste procedimento os compostos sdo convertidos em éteres trimetil-silicios
através da adicdo de do reagente N, O-bis (trimetil-silil-triflGor-acetamida)/trimetil-cloro-
silano com 1% TMCS (trimethylchlorosilane) (BSTFA/TMCS-99:1) (Figura 5).

Figura 5 — Exemplo da reagéo de derivatizagéo.

BSTFA/TMCS
X Si (CH3)+ (CH3)3

—Sl

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

Fonte: MARTINS et al.(2008)

Para se realizar a derivatizacdo o vial com extrato da fracdo F3 foi secura por gas Ny,
depois foi adicionando 50uL da substancia derivatizante (BSTFA/TMCS — 99:1) e 200uL do
solvente acetonitrila, como catalisador da reagédo, posteriormente foi aquecido em banho
maria de areia a 65-70°C por 90min. Ao término do aquecimento, a solugdo foi novamente
seca em N, e os compostos foram ressuspendidos com 500uL de solugdo de
acetonitrila/metanol (1:1 v/v). Antes da injecdo no cromatografo para a identificacdo e

quantificacdo dos compostos, foi adicionados 50uL da solugdo de 10 ppm do padrio interno (50-


http://www.dicionarioinformal.com.br/ressuspendidos%20/
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Colestano). Na Figura 6 estd resumido o tutorial de como as amostras foram processadas e

fracionadas em classes de compostos.

Figura 6- Fluxograma do procedimento de analise realizado com o sedimento.

[ Sedimento liofilizado(15g) ]

Extragdo por sonicacdo usando solventes

Centrifuaacao

Evaporacdo do extrato até 1ml

Clean up por coluna construida com silica. alumina. cobre e sulfato de sodio

[ Fracdo 1 (Agrotoxico): ] Fragdo 2 (HPAe [ Fracdo 3 (esterdis e hormonios ]

Anml de havann Agrotdxico): 60 mL de Hex-
DCM- Aceto de etila (3:3:1)

actrAnannc): BN ml da NN

Evaporacdo até secura

Evaporacdo até 1ml

Derivatizagcdo com BSTFA

+ TNCKQ (00-1)
Adicdo de Padrdes internos |

Adicéo do Padrdo interno e ]

aiticta dn vnliima nara 1ml

{ Anélise no CG/EM ]

Fonte: Autora
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5.6. Coletas de amostras — Rio Jaguaribe

A campanha de coleta dessa pesquisa foi realizada nos dias 1 e 2 de abril de 2016, ao
longo do Médio e Baixo Jaguaribe. Foram selecionados 15 pontos de coleta desde a jusante
do barramento do acude Castanhdo (PJ01, em Jaguaribara) até a foz do rio nas proximidades
de Fortim (PJ15). A selecdo dos pontos foi elaborada com base em imagens de satélite. Foram
coletadas 15 amostras de sedimento superficial e 3 testemunhos, estes foram coletados no
mesmo local que os pontos superficiais PJ05, PJ09 e PJ13. Na Figura 7 esta apresentada a
distribuicdo espacial dos pontos amostrais e na Tabela 9 estdo descritas as coordenada
geogréficas de cada ponto de coleta, juntamente com caracteristicas fisicas observadas em

campo.

O material utilizado na coleta das amostras superficiais foi de aluminio, para garantir
que ndo haveria influéncia sobre as concentracdes dos compostos de interesse nas amostras. O
sedimento foi conservado sob baixas temperaturas até a chegada ao laboratorio, onde foram
congeladas, até a etapa de extracdo. Para a coleta dos testemunhos, foram utilizados dois tipos
de materiais, de acordo com a finalidade de analise do sedimento. Para as anélises fisicas do
sedimento foi utilizado cano de PVC de 3 polegadas e para as demais andlises foi utilizado

cano de aluminio de 2 polegadas.



Figura 7 — Mapa de localizacéo e pontos de amostragem no rio Jaguaribe
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Tabela 9 - Coordenadas de localizagdo dos pontos de coleta.
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COORDENADAS DOS PONTOS DE

CARACTERISTICAS OBSERVADAS

COLETA (UTM) EM CAMPO
PONTOS | LONGITUDE LATITUDE

PJO1 562812 9394969 Rastros de animais (Pegadas e fezes)

PJ02 568211 9400042 Animais (boi/vaca); Agua em volume
baixo; Lodo (biofilme) bem espesso.

PJ03 577689 9410740 Plantac&o de subsisténcia

PJ04 586965 9422546 Ponto do rio que ndo secou*. Animais
presentes (cabras/ bodes).

PJO5 602342 9426626 Esse ponto secou completamente e voltou a
encher duas semanas antes do dia da
coleta*.

PJO6 611016 9440709 Nenhum aspecto chamativo

PJO7 622640 9451223 Muitas algas; Peixes mortos pelo solo;
Filete de &gua (rio seco) e &gua parada;
Mau cheiro de matéria em decomposicao.

PJO8 636969 9463690 Registro de queimadas nas margens do rio;
Rio muito seco, dgua parada; Presenca de
boi e vaca.

PJ09/TJ1 632431 9482777 Rio bem mais cheio; Presencga de pescador
com barco a remo, pescando com rede.

PJ10 630067 9483979 Presenca macica de viveiros nas margens
do rio. Animais presentes (vacas e cavalos)

PJ11 633963 9492529 Localizado antes da ponte do Aracati;
Indicios de atividades pesqueiras; Varios
barcos a remo e a motor na encosta.

PJ12 634534 9498018 Depois da ponte de Aracati; Presenca de
pescadores, barcos a remo e a motor;
Muitas casas (comunidade bem formada na
margem); Barcos recém pintados; Muitos
residuos de plasticos (garrafas pet, sacos,
COopos), latas de aluminios
(cervejas/refrigerante, de tinta) e isopor.

PJ13/TJ2 634729 9503309 Presenca de balsas para passeio; Pescadores
em atividade com barcos e redes de pesca;
Restaurantes na margem; Barcos a remo e a
motor na margem.

PJ14 635246 9501823 Mangue morrendo, bem seco
(esbranquicado).

PJ15 635101 9509508 Foz em Aracati; Area com odor muito
forte; Mangue todo esbranquicado.

Fonte: Autora

*Informacdo dos moradores das redondezas.

5.6.1. Pré-tratamento das amostras
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As amostras de sedimento foram homogeneizadas e subdivididas para diferentes
tratamentos. Uma parte das amostras foi seca em estufa (Medicate MD 12) a 65 °C e usadas
para a caracterizacao fisica (granulometria e carbonato de calcio (CaCO3)). A outra parte foi
usada para analises de matéria organica (MO), acidos hamicos (AH), acidos fulvicos (AF),
carbono negro (CN) e extracdo dos analitos de interesse, para isso as amostras foram
liofilizadas, o que consiste na secagem por sublimacdo, garantindo as condi¢des quimicas do
sedimento. Para a liofilizacdo, as amostras foram congeladas em frascos de vidro e depois
colocadas no liofilizador, por aproximadamente 48h. Apds esse processo o sedimento foi
passado na peneira de 2mm para retirada de materiais maiores (folhagem, animais benténicos,

entre outros).

Os testemunhos coletados em material de aluminio, foram seccionados em fragGes de
5em 5 cm, sendo usado para analises de caracterizacdo quimica e extracdo dos analitos de
interesse. Ja os testemunhos coletados em material de PVC foi seccionado em fracdes de 1 em
1cm e foram usados nas analises fisicas. Durante o processamento inicial das amostras, foi
descartado o testemunho 1 em raz&o da sua caracteristica fisica ser totalmente de pedregulho.

Assim, apenas dois testemunhos foram estudados.

Alem da caracterizagdo fisico-quimica da matriz ambiental, também foi executado
técnicas de extracdo, clean-up, derivatizacdo e analise por cromatografia gasosa, a fim de

determinar e quantificar esterois e hormonios estrogenos nos sedimentos.

5.7. Caracterizacao sedimentar das amostras

O estudo concomitante de determinacdo de compostos organicos e parametros de
caracterizacdo dos sedimentos fornece um diagnostico confiavel, seguro e preciso das
condi¢Bes ambientais da area de estudo. Por isso, foi realizado a caracterizacdo fisica do
sedimento (Granulometria e CaCOj3), no Laboratorio de Oceanografia Geoldgica (LOG) e as
andlises de caracterizacdo quimica (CO, AH, e AF) foram realizadas no Laboratorio de
Avaliacdo de Contaminantes Organicos (LACOr), ambos fazem parte do Instituto de Ciéncia
do Mar (LABOMAR). A analise de CN foi realizada no laboratorio de Produtos e Tecnologia
em Processos (LPT) do Departamento de Quimica Organica e Inorganica. Todos estes setores

sdo integrantes da Universidade Federal do Ceard (UFC). A Datacdo dos sedimentos dos
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testemunhos foi executado no Laboratério de Pocos de Caldas (LAPOC)/Comissdo Nacional

de Energia Nuclear(CNEN), em Minas Gerais.
5.7.1. Analise granulométrica

Para a caracterizagdo granulométrica foi seguido o protocolo sugerido por Suguio
(1973). Inicialmente as amostras foram secas em estufa a 60 °C, seguido do processo de
destorroamento e pesado 100g de cada. A partir, disso foi realizado o peneiramento imido e o
seco para separacdao das fracGes granulométricas. O peneiramento Umido tem a funcdo de
separar a fracdo arenosa da fracdo fina (silte + argila) e é feito através da lavagem do
sedimento em peneira 0,062 mm sob um filete de agua corrente. O material retido na peneira,
foi levado a estufa. Os grdos inferiores a 0,062 mm de didmetro foram recolhidos em baldes e
reservados para decantacao.

Apds a secagem dos grdos em estufa, esse material foi submetido a agitacdo mecanica
no agitador eletromagnético (Rotup) por 10 min (Figura 8a), em um conjunto de peneiras de
diferentes aberturas. Em seguida, a fracdo contida em cada peneira, foi retirada, pesada e os

valores foram anotados.

O material fino, que estava decantado nos baldes, foi transferido para provetas de
1000mL (Figura 8b), dispensado o excesso da dgua sem sedimento. Na proveta é adicionado
0,679 de oxalato de sodio para evitar a floculacado, foi aferido o volume com agua destilada e
por fim foram feitos movimentos circulares com bastdo de vidro, para dissolver o reagente e
se iniciar a pipetagem. Esta foi realizada nos tempos 0:00°58”, 0:03°52”, 0:07°44”, 0:31°00” ¢
2:03°00”, sendo os dois primeiros coletados a 20 cm abaixo da cota de 1000 mL da proveta e
o0s outros trés a 10 cm. O material pipetado foi colocado na estufa e apds seco foi pesado. O
peso do sedimento foi calculado pela diferenca entre o peso do béquer com sedimento e o

peso do bequer vazio.

Ao final, os dados obtidos foram tratados no programa ANASED 5.0i, que é
licenciado para o Laboratério de Geologia Marinha e Aplicada da UFC, no qual foram

determinados os teores de fracdo arenosa e fina.

Figura 8- Etapas da caracterizacéo granulométrica
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Fonte: Lima, 2016
Legenda: a) Conjunto de peneiras no Rotup; b) Provetas com material decantando.

5.7.2. Carbonato de célcio (CaCO3)

A andlise para determinar o teor de CaCO; nos sedimentos amostrados seguiu o
método classico do calcimetro de Bernard adaptado (LAMAS et al., 2005). Esse processo
consiste em medir indiretamente a concentracdo de carbonato, através do volume de uma
solucdo salina deslocada pelo gas carbonico gerado em reacdo com acido cloridrico (HCI) e 0
carbonato contido na amostra, isso em um sistema de vasos comunicantes. A analise é feita
em um sistema fechado formado pelo instrumento Calcimetro de Bernard e um kitassato

(Erlenmeyer adaptado) (Figura 9).

Para realizar o procedimento 0,5g de carbonato de calcio em p6 € adicionado no
interior do kitassato, depois sdo adicionados 2mL de HCI (10%) no tubo de ensaio do
Kitassato e o sistema é fechado com uma rolha. Assim, o carbonato de calcio foi entdo
misturado com o HCL, liberando gés carbénico, que desloca a coluna d'agua no interior do
sistema, representando 0 maximo que a coluna d'agua pode chegar. Este procedimento foi
feito com cada amostra individualmente. Para a determinacdo da porcentagem do carbonato
de calcio na amostra, multiplicou-se o valor encontrado em cada amostra, por 99 e entdo se
dividiu pelo valor encontrado no procedimento onde se utilizou o carbonato de calcio em pé

(Branco), tendo como resultado o teor de CaCOj3 de cada amostra.

Figura 9 — Sistema de vasos comunicantes (Calcimetro de Bernard)
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Fonte: Lima, 2016

5.7.3. Matéria organica (MO)

O teor de MO foi realizado seguindo a metodologia descrita por Camargo et al (2009),
gue se baseia na oxidacdo da matéria organica do sedimento pela solucdo de dicromato de
potassio (K,Cr,0O7) e acido sulfurico (H,SO,), com titulacdo do excesso de dicromato com
sulfato ferroso amoniacal (SFA).

Foi pesado 1 grama do sedimento liofilizado em erlenmeyer de 500 mL, e adicionados
10 mL da solugéo de K;Cr,0; 1N, seguido de 20 mL de H,SO,4 concentrado . Essa mistura foi
agitada por 1 min com leve rotacdo manual do frasco e depois foi aquecida a 50 °C por 5

minutos com o auxilio de uma chapa aquecedora (
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Figura 10a), em seguida as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos. Apds esse
periodo de descanso foram adicionados 200 mL de &gua destilada, 10 mL de &cido
ortofosforico (H3PO,) concentrado e 1 mL de difenilamina 1%. E por ultimo foi titulado com

solucdo de SFA 0,25 M (

Figura 10b), até a viragem para cor verde (
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Figura 10c). Todo esse procedimento foi feito em triplicata para cada amostra e para um

branco. O teor de CO foi calculado pela equacéo (6) abaixo:

Vs X 10
10—
[10-(F5=

p

)1%X0,4

%C =

Onde:

V1. volume de SFA gasto na titulagdo do branco (mL);
V2. volume de SFA gasto na titulacdo da amostra (mL);
p: peso da amostra (g).

Equacao 6

Ja o teor de MO, que é a analise usada na caracteriza¢do do sedimento no presente estudo

foi calculado pela equacéo 7:
%MO = %C x 1,725

Onde:

Equacdo 7

%C: é a porcentagem de carbono organico determinado em uma 1 g de sedimento
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Figura 10- llustracdo da andlise de determinacdo do teor de MO.

Fonte: Lima (2016).
Legenda: a) Chapa aquecedora; b) Titulagéo;

c) Diferenca na cor da solucdo antes e depois da titulacdo.

5.7.4. Acidos htimicos (AH) e Acidos fulvicos (AF)

A extragdo e o fracionamento destas substancias foram determinados pelo
procedimento descrito por Benites, Madari e Machado (2003), protocolo utilizado pela

Embrapa. Para executar esse procedimento foi pesado sedimento que continha
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aproximadamente 30 mg de carbono orgénico e colocado em tubo de centrifuga com tampa,
no tubo adicionou-se 20 mL de hidréxido de sddio (NaOH) 0,1 M; agitou-se manualmente e
deixou em repouso por 24 h. Apds o repouso, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g por
30 min e recolheu-se o sobrenadante em copo de plastico descartavel de 50 mL e reservou-se.
Em seguida adicionou-se 20 mL de NaOH 0,1 M a cada amostra e agitou-se manualmente até
0 desprendimento e ressuspensdo do precipitado, deixando em repouso por 1 h e centrifugou-
se novamente, sob as mesmas condi¢bes anteriores, sendo sobrenadante recolhido junto ao
anterior. O pH do extrato alcalino foi ajustado para pH 1,0 pela adi¢do de gotas de solucao de
H,SO4 20% e foi deixando decantar por 18 h. Apés esse periodo o extrato foi filtrado em
filtro de membrana de 0,45 um sob vacuo, recolhe-se o filtrado aferindo em um baldo de 50
mL com agua destilada (fracdo AF). Para a coleta da fracdo AH, adiciona-se NaOH 0,1 M
sobre o precipitado até a lavagem total do filtro aferindo com agua destilada em um baldo de
50 mL. Uma aliquota de 5 mL da solucdo de AF de cada amostra foi transferida para tubos de
digestdo, adicionou-se 1mL de K,Cr,O7 0,042 M e 5 mL de H,SO,4. O mesmo procedimento
foi realizado para AH e também em quatro tubos contendo 5 mL de &gua destilada (brancos).
Os tubos com aliquotas de cada amostra (tanto para AF quanto AH) e dois dos quatros
brancos foram levados para bloco digestor pré-aquecido a 150 °C e por 30 min, dentro de
capela. Transferiu-se quantitativamente o conteGdo dos tubos de digestdo para frascos
erlenmeyer de 125 mL (amostras + dois brancos aquecidos + dois brancos sem aquecimento)
e adicionou-se 3 gotas de indicador ferroina e procedeu-se a titulagdo com SFA 0,0125 M sob

agitacdo. Na Figura 11 estdo ilustradas as diferentes fases da analise.

Figura 11 — llustracdo da analise executada para determinagdo de AH e AF
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Fonte: Autora.
Legenda: a) Ajuste do pH; b) Separacgdo por filtragdo; d) Tubos no bloco digestor.

A anélise das substancias fulvicas e himicas foi realizada em triplicata. Os calculos
para determinacdo de AH e AF foram feitos a partir das equacdes (8 e 9) descritas abaixo.

— (Vbﬂq B VE?‘J‘I]NSFAED?"?" X 12X 50
C4x peso da amostra X aliquota(ml)

Equacao 8

Em que:

X - mg CO na forma de &cido humico ou fulvico por grama de solo
Vg - Volume (mL) de SFA consumido na titulagdo do branco aquecido
Vam - Volume (mL) de SFA consumido na titulagdo da amostra

Nsracorr - Normalidade do SFA corrigida pela equacao:

. Volume de dicromato X Normalidade do dicromato
SFdcorr Volume de SFA consumide na titulaCdo do
branceo sem agquecimento

Equacdo 9

5.7.5. Carbono negro (CN)

A determinacdo de CN em sedimento foi realizada pelo método da oxidacdo térmica
adaptado de Luz et al (2007). O CN é definido como o teor percentual de carbono que sofreu
reducdo térmica, apos a retirada de carbonatos e de componentes que ndo sd&o CN pelo
tratamento térmico. Para isso, uma fracdo de 10 mg de sedimento liofilizado e passado na
peneira (<63 pum) foram pesados em uma balanga analitica (precisdo 0,01 mg). Em seguida,
foram tratadas com HCI (puro) para remocdo dos carbonatos e levados a secura em uma
estufa (100°C). Foi aguardado as amostras chegarem a temperatura ambiente, e
posteriormente foram levadas a mufla (QUIMIS, Modelo Q318M24) para serem calcinadas.



56

A temperatura utilizada para calcinagéo foi de 375 °C (£ 5°C) sob fluxo de ar permanente por
24 h. Onde a temperatura subia 10°C/min até 300 °C e depois 1 °C/min até 375 °C e a descida
da temperatura foi de 10°C/min até 27 °C. Ap0s a oxidacdo térmica das amostras, o material
restante foi quantificado e os teores de CN foram determinados em um analisador elementar
da marca Perkin Elmer modelo 2400 Series Il CHNS/O, operando em modo CHN. As
andlises foram realizadas em duplicata, utilizando-se amostras de 2,000 + 0,100 mg, pesadas
em micro-balanca acoplada ao equipamento. O padrdo de referéncia utilizado foi acetanilida
(C=71,09%, H=6,71%, N=10,36%). Na Figura 12 estdo apresentados os materiais usados

nesta analise.

Figura 12 — Materiais usados no preparo das amostras para a analise de CN

Fonte: Autora.

Legenda: a) Amostra analisada,
peneira, cubeta de porcelana usada
para o0 processo térmico; b) Material
restante do tratamento térmico e usado
para determinar o CN.
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5.7.6. Datacéo

A geocronologia foi realizada apenas para 0s sedimentos coletados em
testemunhos. O método realizado foi 0 de espectrometria gama de alta resolugdo usando o
parametro de “°Pb e #*®Ra. Esta analise foi objetiva estabelecer uma escala temporal
(datacéo) para cada fragdo sedimentar. Os testemunhos coletados no material de PVC foram
seccionados de 1 em 1 cm (Figura 13), cada parte foi armazenada em recipientes de
aluminio, foram congeladas e posteriormente liofilizadas. Ap0ds este processo de secura, as
amostras foram passadas na peneira de 2mm, separado 20g de cada fracdo e enviados para
analise.

Figura 13 — Foto dos testemunhos coletados no rio Jaguaribe.
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Fonte: Autora
Legenda: A — Testemunho 1 (TJ1); B — Testemunho 2 (TJ2)

5.8. Propriedades hidroquimicas

As propriedades hidroquimicas foram medidas in situ no momento da coleta por meio
do refratbmetro (salinidade) e por fita papel indicador de pH da MERCK, ambos
representados na Figura 14.

Figura 14 — llustracdo de refratdmetro e fita indicadora de pH
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5.9. Ecotoxicologia

Para o estudo de toxicidade dos sedimentos foram realizadas duas abordagens: Teste
de toxicidade aguda de interface sedimento/agua (ISA) utilizando microcrustaceo sensivel
Mysidopsis juniae, com o propdésito de avaliar a sobrevivéncia dos organismos em contato
com as amostras. Teste de toxicidade cronica de sedimentos integral com o copépodo Nitocra
sp, com intuito de avaliar os efeitos sub-letais, em relacdo a taxa de reproducédo, causados aos
organismos pelo contato direto com as amostras de sedimento. Também foi realizado o teste
com sedimento fortificado (do inglés “spiked sediment”), também por meio do ensaio de
toxicidade crénica com Nitocra sp, com objetivo de avaliar concentracdes de efeito dos

Hormdnios estrogenos sintéticos.

O teste ISA foi realizado no Laboratorio de Bioprospecgdo e Biotecnologia Marinha
(LaBBMar/UFC). J& os testes cronicos foram realizados no Laborat6rio do Nucleo de Estudos
em Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica, da Universidade Estadual Paulista (NEPEA/UNESP)

5.9.1. Teste de toxicidade de efeito agudo de interface sedimento/agua (ISA)

Este bioensaio consiste em expor 0s organismos por 96h as amostras, seguindo a
norma técnica NBR 15308:2011 (BRASIL, 2011). Os misidaceos (Mysidopsis juniae) (Figura
15) expostos as amostras de sedimento foram os da fase juvenil, entre 6-8 dias de idade, por
serem 0S mais sensiveis a estressores. Esses individuos tem caracteristica de repousar em
curtos espacos de tempo sobre a camada de sedimento, recebendo assim influéncia da troca de

sorcdo entre o sedimento e a coluna de agua, por isso é aplicado como teste de interface
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sedimento/agua. O efeito resultante é baseado na sobrevivéncia dos organismos ao final do
ciclo experimental (96h), sendo feita uma comparacdo com os controles, representados por
amostras sem a presenca de contaminantes (ASTM, 1992, USEPA, 2002). As amostras
sedimentares usadas como area controle (area de referéncia) foram coletadas no arquipélago
de S&o Pedro e S&o Paulo, localizado em Pernambuco, essa escolha foi feita considerando que
essa area sofre minima intervencdo humana e pertence a um mosaico de unidades de

conservacao.

Para a execuc¢do do teste foram usados béqueres de 400mL como cdmaras teste, sendo
preparadas trés réplicas para cada amostra. Em cada cdmara teste foram adicionadas uma
camada de 2cm (+200g) de sedimento, 200mL de agua do mar filtrada e com salinidade
proxima a 35%o, e em seguida foram acopladas bombas de aeracdo, para garantir oxigenacdo
constante durante todo processo. Apés 24h do sistema montado, foram adicionados 10
organismos. Os individuos de Mysidopsis juniae utilizados sdo originarios do cultivo de
misidaceos do Laboratério de Bioprospec¢do e Biotecnologia Marinha (LaBBMar). A
porcentagem de sobrevivéncia foi verificada todos os dias, por meio de contagem dos
individuos vivos, até completar as 96h exigidas no protocolo. Diariamente 0s organismos
eram alimentados com nauplios do microcrustaceo Artemia sp. com idade de 48h e
enriquecida com o6leo de peixe. Além disso, foram diariamente verificados a salinidade, o pH
e o funcionamento das bombas de aeracéo. O teste foi mantido em sala climatizada a 25+2°C
e com regulacdo de fotoperiodo (12h/12h - claro/escuro). Na Figura 16 pode se observar o
esquema de como era executado o teste.

Para averiguar a sensibilidade dos organismos do cultivo foram realizados testes de
referéncia com o Zinco como substancia de referéncia e 0os organismos se mostraram dentro

da faixa de sensibilidade aceita pela literatura.

Figura 15- llustracdo do Mysidopsis juniae
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Fonte: Badar6-Pedroso (1993)

Figura 16 — Teste de interface sedimento/agua

Fonte: Autora.

5.9.2. Teste de toxicidade de efeito crénico em sedimento integral com Nitocra sp
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O experimento de efeito cronico realizado com Nitocra sp., foi realizado seguindo o
protocolo de Lotufo e Abessa, (2002). Os animais expostos nos ensaios foram selecionados

dos cultivos mantidos sob condicdes controladas no laboratorio do NEPEA/UNESP.

Para esse teste de toxicidade de sedimento integral foram usados aproximadamente 2g
de amostra de cada ponto e do sedimento de referéncia (este ultimo proveniente de Ilhabela,
litoral norte de SP), considerado isento de contaminantes. O experimento foi montado em
recipientes de polipropileno de 15 ml, em quatro réplicas. Em cada frasco foram adicionadas
as amostras, e em seguida cada um foi preenchido com 10 ml de agua do mar autoclavada,
aerada e ajustada para salinidade 17%., mesmas condigdes dos cultivos. ApGs montar o
sistema, os frascos ficaram em repouso na incubadora com temperatura controlada (25+ 2°C),
por 24 h. Posteriormente, cada sistema recebeu 5 fémeas ovadas (Figura 17), previamente
selecionadas do cultivo, em seguida foi fornecido alimento e o ensaio foi mantido durante 7
dias dentro de uma cadmara de incubacdo com fotoperiodo de 16:8 de luz:escuro e temperatura
de 25 £ 2°C. Os parametros fisico-quimicos: salinidade, oxigénio dissolvido e pH foram
medidos no inicio e no final do ensaio. Para encerrar o ensaio foram adicionados 1 mL de
formaldeido (10%) e 2 ml de Rosa de Bengala (1%) a cada réplica, e os frascos mantidos em
repouso por no minimo 2 dias a fim de se obter melhor coloracdo. Esse procedimento é
realizado para fixar e corar os animais presentes no final do ensaio. Os organismos foram
isolados do sedimento por meio de lavagem das amostras usando peneira de malha de 45um e
agua. O material retido na peneira foi levado ao estereomicroscépio onde foram identificados
e classificados como fémeas, nauplios e copepoditos (Figura 18), para obtencdo do nimero de
individuos da prole (nauplios + copepoditos) por fémea. Os valores médios obtidos em cada
amostra de sedimento integral foram comparados estatisticamente com os obtidos para o

sedimento controle.

Para legitimar os ensaios e assegurar que a sensibilidade dos organismos do cultivo
encontrava-se dentro da faixa aceitavel, realizou-se um teste usando uma substancia de
referéncia, dicromato de potassio (K,Cr,07), com alguns individuos do cultivo. O efeito
avaliado foi a mortalidade e o resultado obtido estavam dentro do padrdo estabelecido em

literatura.

Figura 17- Esquema sobre o ensaio com Nitrocra sp.
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Fonte: Autora

Figura 18- llustracdo das fases de vida do copepodo Nitocra sp

e

Fonte: Arquivos do NEPEA (UNESP)
Legenda: a) Fémea ovada; b) Copepodito; ¢) Nauplio

F

5.5.3 Contaminacdo de sedimentos (Spiked) e ensaio com Nitocra sp.

O método de spiked consiste em isolar um sedimento de referéncia e adicionar
substancias de interesse em concentra¢do conhecida. Com esse método é possivel avaliar o
poder toxico, atraves das relacbes de causa e efeito entre os produtos quimicos e as
respostas bioldgicas (ASTM, 2008). Para isso, ndo ha um unico protocolo a ser seguido,

porém héa algumas consideracGes e recomendacdes que devem ser seguidas (ASTM, 2008).

Os compostos usados na contaminagdo do sedimento foram 4 hormonios estrogenos
sintéticos (Mestranol, Dienestrol, Dietilestilbestrol e o 17a-Etinilestradiol). A escolha
pelos estrogenos sintéticos se deu considerando a relativa baixa solubilidade dos mesmos.
Neste estudo o sedimento contaminado foi utilizado no ensaio de toxicidade de efeito
crénico com Nitocra sp, descrito detalhadamente no subitem 5.5.2.
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Para executar a dopagem (contaminagdo) do sedimento foi preparada uma solucéo
estoque individual, em MEOH, para cada hormdnio com concentra¢do de 10.000 ppb e a
partir dela foram retirados volumes para dopar o sedimento, de modo a atingir
concentracgdes finais de 100 ng/g, 10 ng/g e 1ng/g para o0 MES, DIE e DES, em triplicata.
Ja para 0 EE2 o sedimento foi contaminado com as seguintes concentraces: 10ng/g,
5ng/g, 2,5ng/g e 1ng/g, em triplicata (Figura 19). Essa diferenciacdo para o EE2 ocorreu
pelo fato de haver na literatura estudos especificando que a menor concentracdo que causa
efeito é 2,4ng/g. Assim foi escolhida uma concentracdo abaixo da concentracédo de efeito,
conhecida como concentracdo na qual ndo se observa efeito (CENO), outra concentracéo
proxima a de efeito e duas acima. Todas as concentracBes usadas nessa pesquisa foram
escolhidas com o intuito de abranger a faixa de concentracGes ambientais encontradas em

pesquisas.

Figura 19 — Esquema do ensaio Spiked com Nitocra sp
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O sedimento usado para ser dopado foi coletado em Cananéia (SP), que é uma area de
baixa influéncia antrépica e inserida na APA de Cananéia-lguape-Peruibe, area de protecdo
federal. Antes de iniciar o ensaio o sedimento foi seco em estufa durante 2 dias a 60°C,
para minimizar qualquer interferente que pudesse existir no mesmo. Ao sair da estufa foi
devolvida a umidade natural do sedimento com agua do mar autoclavada e filtrada. Ap6s
esse preparo as compostos quimicos foram adicionados ao sedimento Umido e
vigorosamente agitados manualmente durante 30 minutos. Em seguida, o sedimento foi
deixado em repouso, protegido da luz e armazenado a temperatura de +4°C por 7 dias, para
garantir a estabilidade do contaminante no sistema montado. Apds o repouso foram
separados 2g desse sedimento dopado para cada réplica em frascos de vidro com tampa
(Figura 19), em seguida foram adicionados 10 ml de &gua autoclavada, aerada e de
salinidade 17%o, e entdo adicionou-se 0s organismos teste, sendo aguardado o periodo de 7
dias. Ap6s o fim do experimento, a prole foi contada e foram entdo realizados os testes

estatisticos. Durante esse ensaio, além do sedimento dopado também foi realizado um
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controle de sedimentos, onde a mesma matriz usada no experimento é usada como controle
e passa por todos 0s processos, porém essa réplica ndo € dopada com os Hormonios
estrogenos. E também é feito o controle de solvente, para atestar que o sedimento e/ou

solvente ndo exerceram funcéo sobre o copépode Nitocra sp.

6. TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os resultados obtidos nas analises de caracterizacdo do sedimento passaram
pelo teste estatistico de rejeicdo - teste Q (também conhecido como teste de Cochran),
considerando que se o valor de Qcalculado > valor de Qtabelado (nivel de confianca de 95%),
o dado foi rejeitado, ou seja, a andlise foi realizada novamente. Para calcular o teste Q foi

usada a equacéo (10) descrita abaixo.

{valor suspeito — valor mais préximo)

maior valor — menos valor .
Equacéo 10

Para analisar os dados de distribuicdo espago-temporal dos Esterdis e Hormdnios
estrogenos foi realizado correlacdo de spearman (p<0,10) com os dados abioticos do
sedimento, tais como: granulometria, MO, AH, AF, CN, utilizando o software Statistica 7.
Também foi realizado a integracdo dos resultados através do método de analise multivariada,
submetendo os dados a analise fatorial (FA) com extracdo das componentes principais (PCA)
usando o software Statistica 7. Para se determinar a adequabilidade da extracdo de fatores
foram estabelecidos dois critérios: Kaiser (eingevalue >1), esse foi confirmado pelo scree test,
e variancia acumulada (acima de 60%) (Figueiredo e Silva, 2010). Para estabelecer as
associacOes das varidveis que tiveram contribuicdo de maior significancia nas componentes,
foi considerado um fator de corte (Factor loading) igual a 0,70, respeitando o percentual de
variancias estabelecido por Comrey e Lee (1992).

Os resultados dos ensaios ecotoxicolégico foram submetidos a teste de normalidade
(Shapiro-Wilks) e homocedasticidade (Barlett’s). Apds estes testes os resultados dos ensaios
agudos (Misidaceos) e cronicos (Copépodos) passaram pelo teste t’student e a partir disso
comparados com 0s respectivos controles. Para os ensaios de contaminacdo (Spiked) foi
realizado o teste ANOVA de uma via e o teste post hoc de Bonferroni, comparando as

concentragfes dos compostos com 0s controles de sedimento e controle de solvente. Para
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todos os teste foi previamente estabelecido um nivel de significancia de p < 0,05, quando se
determinava diferenca significativa os sedimentos e as concentra¢fes foram considerados

toxicos. Para estes dados foi usado o software Prism.
7. INTEGRACAO DOS DADOS

Para integrar os dados de sedimentos superficiais foi utilizada a ferramenta de tabelas
de decisdo (CHAPMAN et al., 1996; CARR et al., 1996; ABESSA, 2002; ABESSA et al.,
2008). Nessas tabelas, é definido os componentes que foram analisados individualmente, no
presente estudo foram as razdes diagndsticos dos esterois, as concentragdes do Y hormonios
estrdgenos sintéticos e os testes ecotoxicoldgicos. A tabela foi organizada da seguinte forma:
nas linhas foram dispostos os pontos amostrados e nas colunas cada componente analisado
isoladamente. Os resultados para cada componente é dado na forma de efeito/ndo efeito. Em
cada coluna € assinalado um sinal de (+) quando houver degradacédo ou efeito negativo, ou um
sinal de (-) no caso de néo efeito. Desse modo, é possivel evidenciar e comparar os resultados

entre cada andlise realizada.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1. Controle de qualidade do método cromatografico

8.1.1. Linearidade e Curva de Calibragéo

A linearidade foi realizada pelo estudo da curva de calibracdo, onde foi determinado 5
concentracdes diferentes dentro da faixa de 50-1000 pg.L™* com valores do coeficiente de
correlacdo (R) acima de 0,99 (Tabela 10), comprovando que os dados estdo ajustados e estdo
em conformidade com ANVISA (2003) e INMETRO (2003) que recomendam um R =0,99 e
0,90, respectivamente.

8.1.2. Limite de Deteccédo (LD) e Quantificacdo (LQ)

Os valores de LD e LQ dos compostos analisados podem ser visualizados na Tabela
10 e variaram de 6,20 a 68,94 ng.g”* e de 9,12 a 38,26 ng.g" para LD dos horménios
estrégenos e esterdis, respectivamente. Para LQ variaram de 20,66 a 229,80 ng.g*, para
horménios estrégenos e 33,98 a 127,55 ng.g™* esteréis.
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Tabela 10- Parametros de avaliados no método cromatografico.

Linearidade
Compostos LD LQ
Equacdo de regressdo  Coeficiente de Correlacdo (R)

HORMONIOS ESTROGENOS

DES y = 0.0001x + 0.0081 0.9910 36,64 122,12
DIE y = 0.0015x + 0.0226 0.9940 6,20 20,66
a-E2 y = 0.0004x + 0.0088 0.9989 10,01 33,36
b-E2 y = 0.0009x + 0.0075 0.9993 15,58 51,93
El y = 0.0006x + 0.0131 0.9933 41,66 138,87
MES y = 0.0003x + 0.0035 0.9980 21,93 73,09
E3 y = 0.001x + 0.0285 0.9998 68,94 229,80
EE2 y = 0.0005x + 0.0034 0.9993 24,47 8155
ESTEROIS

COP y = 0.0016x + 0.0629 0.9992 9,12 30,40
coL y = 0.0013x + 0.0458 0.9972 16,57 55,24
COLN y = 0.0014x + 0.0552 0.9982 38,26 127,55
ERG y = 0.0008x + 0.0094 0.9921 12,65 42,16
ESTG y = 0.0001x + 0.0219 0.9993 10,19 33,98
B-SITO y = 0.0008x + 0.0094 0.9996 2345 78,17

Fonte: Autora.

8.1.3. Precisdo

A precisdo foi medida com base na repetibilidade, onde o ponto de 500 ppb da curva
foi injetado 7vezes, sob as mesmas condi¢es operacionais durante um curto intervalo de
tempo e expresso como um desvio padrdo relativo (DPR). Cavalcante et al (2012) salienta que
¢ importante avaliar a repetibilidade de pelo menos dois parametros do método analitico,
entdo nesse estudo usou-se o tempo de retencdo (confirmando a do analito de interesse) e a
area do pico (referente a quantificacdo do analito de interesse). A repetibilidade do método,
em termos de DPR, variou de 6,76 a 19,87% da area do pico (analise quantitativa) e de 0,00 a
0,30% do tempo de retencdo (analise qualitativa) (Tabela 11). Para os orgdo reguladores
como INMETRO(2003) e ANVISA (2003) é aceito valores de DPR(%) de ate 20% para
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determinacdo de contaminantes por métodos cromatograficos, com isso prova-se que 0

método proposto tem preciséo.

Tabela 11- Repetibilidade da area do pico e do tempo de retengdo dos analitos

Compostos Area do pico TR
Média DPR Média DPR
DES 203016,33+13724,55 6,76 19217,33+£57,74 0,30
DIE 136997,33+£9092,37 6,64 19230,00+58,03 0,30
a-E2 626395,00+£79002,65 12,61 20389,33+£57,45 0,28
b-E2 23710,33+£4710,12 19,87 20445,67+5,77 0,03
El 201732,00+£34112,34 16,91 20476,67+58,60 0,29
MES 150473,00£25285,87 16,80 20627,00£1,00 0,00
E3-1 524938,00+38407,02 7,32 20695,00+£57,17 0,28
EE2 169018,67+£27924,56 16,52 20888,33+1,15 0,01
COP 756637,67+72750,58 9,61 22755,00£58,03 0,26
COoL 535312,67+60613,00 11,32 | 23511,00£58,03 0,25
COLN 605473,33+68708,26 11,35 23648,00+2,65 0,01
ERG 44767,00£5831,33 13,03 24103,00£1,00 0,00
ESTG 491441,33+47840,34 9,73 24839,67+56,01 0,23
B-SITO 233661,33+25078,32 10,73 25531,33+3,21 0,01

Fonte: Autora

8.1.4. Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada por testes de recuperacdo do PS, que nesse
estudo foram usados dois compostos, o E1-2,4d2 e o Androstanol. Uma solucdo mix com
esses dois padrdes de 10ppm foi usada para dopar as amostras (50 pL dessa solugdo em cada
amostra. A fortificacdo da matriz com essa solucéo era feita antes de se iniciar o processo de
extracdo e medido apos a analise cromatografica. De modo geral, foi observado que a média
do percentual encontrado foi de 104,25% para E1-2,4d2 e 41,72 para o androstanol, sendo
considerado satisfatorio para estudos em matrizes complexas, como sedimento
(CAVALCANTE et al., 2012). Na literatura, a porcentagem de recuperacao aceita € de 70 a
120% (ANVISA, 2003; RIBANI et al, 2004). A USEPA (1990) relata que valores entre 30 a

115% sdo aceitos como boa recuperacao.

8.2. Método de extracéo e clean up
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Em virtude da escassez de procedimentos que possibilitem a extracdo e anélise
multicontaminantes, esforcos significativos tém sido aplicados para o desenvolvimento de
métodos eficientes dos mesmos. Diante disso, € possivel afirmar que a possibilidade de um
método analitico para a determinacdo de multicontaminantes em uma unica extracdo seria de
grande valia, de modo que iria diminuir tempo de trabalho laboratorial, massa necessaria de
amostras, consumo de material de laboratorio e descartes gerados. Até o momento, a extragdo
de contaminantes organicos do sedimento por ultrassom seguidos de clean up é utilizada
(OLIVEIRA et al., 2016, DUAVI et al., 2015), e esses métodos sdo baseados na forca
eludtropica dos solventes. Com isso, mostra-se que a selecdo dos solventes usados na extracao
é um dos pontos essenciais em um método de extragdo multicontaminantes. Para a escolha
dos solventes foram considerados alguns aspectos, tais como: habilidade de extracdo de um
amplo espectro de contaminantes com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante
a extracdo, compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo e segurancga
(MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004; PRESTES et al., 2009).

Para assegurar que a técnica de extracdo por sonicacdo em ultrassom, seguida pelo
processo de clean up (por cromatografia de coluna aberta) resultou na separacédo de diferentes
classes de contaminantes, tais como: HPAs, Alifaticos, Agrotoxicos, Esterdis e Horménios
estrdgenos, gerando trés fracdes (F1, F2 e F3) distintas, e cada fracdo foi injetada em métodos
cromatograficos previamente estabelecidos para identificacdo especifica de cada classe de

contaminantes.

Como na presente pesquisa se objetiva avaliar contaminacdo antrdpica, advinda de
esgoto doméstico ou de atividades de manejo animal. Esclarecido isso, no presente trabalho
foram utilizados somente a fracdo que continha esterdis e hormonios estrégenos, no entanto

0s extratos dos demais contaminantes foram guardados para realizacdo de outros trabalhos.

Entdo, para verificar e confirmar em qual a fracdo que sairam os ester6is e hormonios
estrogenos, cada fracdo foi injetada, em triplicata, no método cromatografico desenvolvido
para esses contaminantes. Ou seja, F1, F2 e F3 foram injetados no método pré-estabelecido
para identificar e quantificar esterdis e hormonios estrégenos. Com isso, pode-se admitir que
as classes de esterdis e Hormonios estrogenos foram isoladas apenas na F3. ApoOs essa
confirmacéo, foi realizado um estudo para averiguar se 0 método de extracdo foi eficiente

para 0s compostos de interesse. Essa verificacdo se deu pela recuperacdo dos analitos
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utilizados para fortificar o sedimento. Também foi analisado o branco da matriz (matriz sem
dopagem com os padrdes dos contaminantes, mas dopado com PS) e branco do solvente. A
quantificacédo foi realizada utilizando o método do vial 100% (solucdo que contém os padrdes
analiticos de todos os esterdis e hormdnios estrogenos analisados diluidos em solvente para
que figuem na mesma concentragdo que foi dopada as amostras). Na Figura 20 esta
apresentado os resultados da recuperacéo desses analitos.

Figura 20 - Recuperacéo dos esterdis e hormonios estrogenos no teste do método de extragéo
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Fonte: Autora

Os valores de recuperacdo para os compostos estudados variaram de 55,51 a 120,05%.
Essa recuperagdo € aceitvel para a determinacdo do analito de interesse, uma vez que 0S
intervalos definidos pela ANVISA (2003) e pela USEPA (1990) que admitem valores nos
intervalos de 70 a 120 %, de 40 a 120 % e de 30 a 115 %, respectivamente.

Para avaliar a precisdo dos dados de recuperacdo foi realizado a analise do desvio
padrdo relativo (RSD), que indicou alguns valores acima de 25 %, porém o método ainda
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pode ser considerado preciso para essa classe, pois a maioria dos compostos analisados

obtiveram RSD< 25%, como esta mostrado na Figura 21. De acordo com Denoux et al.

(1998) o método € considerado confidvel quando no minimo 75% dos compostos tem RSD

inferior a 25%.
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Figura 21- Taxas de desvio padrdo relativo para cada classe de contaminante.
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Fonte: Autora

8.3. Caracterizacao sedimentar das amostras

8.3.1. Granulometria e CaCO3

O importante de se conhecer o perfil granulométrico de uma area de estudo € devido ao

potencial de acimulo da matéria organica nas fracbes finas (silte e argila), sendo assim

propicio a reter compostos organicos e inorganicos (CHEN et al., 2011; MATER et al, 2004).

Enquanto que as fragdes grossas tem redugéo nessa interacdo, o que pode sugerir dificuldade

no acumulo de compostos.
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Os sedimentos superficiais apresentaram predominéncia de fragOes arenosas em
termos gerais. Na zona fluvial (pontos PJ1 a PJ9) houve predominéncia de fracGes arenosas
com aproximadamente 59,67 % a 96,14 % nos pontos PJ1 a PJ7. Para os pontos localizados
na porcdo estuarina (PJ10 a PJ15) fracdo arenosa ainda foi dominante, com valores de 94,16%
no PJ10 e 98,29% no PJ15. Os pontos PJ9 e PJ14 apresentaram maior porcentagem de finos
(91,86 e 93,40%, respectivamente). Essa caracteristica do PJ9 é justificada por esta localizado
préximo a barragem de Itaicaba, mais precisamente a montante, além disso, essa area é zona
de planicie de inundacdo e por isso tem baixo fluxo de energia que conduz a deposicdo
sedimentar. O ponto PJ14 pode ser explicado pela proximidade com &rea de mangue. Em
relagdo a outros estudos, o rio Jaguaribe foi caracterizado por ter predominancia de sedimento
arenoso Godoy (2011), Andrade (2012) e Oliveira et al (2016). A caracterizacdo
granulométrica foi realizada nos 15 pontos de coleta de sedimento superficial e os resultados
obtidos estéo apresentados na Figura 22.

Com relagéo ao teor de CaCO3 os valores alcancados nos sedimentos superficiais
foram de 0,43 a 7,32 (%), nos pontos PJ11 e PJ9 respectivamente. Essas porcentagens estdo
abaixo do que é relatado em outros estudos de rios do estado do Ceara, por exemplo, Aguiar,
Gomes e Freire (2008) encontraram uma variacdo de 4,4 a 38,5% em Icapui. Como 0s
maiores valores encontrados (7,32 - PJ9 e 6,88%- PJ14) correspondem aos pontos
classificados como lamosos (com maior porcentual de silte e argila) pode-se afirmar que sdo
carbonatos de lama. Aguiar (2014) afirma que esse carbonato de lama sdo depositos comuns
em ambientes de baixa energia. Além disso, nesses dois pontos foram identificados, em
campo, a presenca muitas conchas e Morse (2003) explica que as carapagas de organismos

podem se acumular e se tornar fontes de CaCO3.

Figura 22- Porcentagem granulométrica dos sedimentos superficiais
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Na caracterizagdo granulométrica dos testemunhos foi visto que o testemunho 1 (TJ1)
tem predominancia da fragdo fina, onde apenas na por¢do mais superior se obteve uma maior
quantidade de areia (35,54%) (Figura 23). Ja o testemunho 2 (TJ2) a fracdo arenosa foi
dominante, variando de 58,77 a 97,28(%). A fragéo fina teve representatividade em apenas
trés porcdes da coluna de sedimento, 25cm com 38,32(%), 30cm com 39,74(%) e 35cm com
41,23(%) ( Figura 23). Essa conjuntura pode ser explicada pela dinamica sedimentar na area
de estudo, onde o TJ1 é localizado a montante da barragem de Itaicaba (no mesmo local do
ponto superficial PJ9), Bezerra (2010) esclarece que construcdes de barramento ocasionam a
diminuicdo da velocidade do fluxo dos sedimentos, favorecendo a decantacdo do material
fino. J& o TJ2 esta mais proximo da foz do rio (no mesmo local do ponto superficial PJ13) e
possui uma dindmica de fluxo energético maior. Além disso, no baixo Jaguaribe ha evidéncias
de construcédo de sucessivas passagens molhadas, seja para propiciar a travessia de veiculos e
pedestres ou para utilizacdo na irrigacdo em pequenas propriedades (BEZERRA, 2010),
ocasionando a diminuicdo do material fino ao logo do percurso final do rio. Na classificacdo
de Shepard o TJ1 é predominantemente lama e TJ2 é areia lamosa (Tabela 12).

Figura 23- Porcentagem granulométrica dos testemunhos
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Tabela 12 - Classificagdo granulométrica dos testemunhos

Fracgdes dos

Testemunhos Shepard
TJ1 05¢cm Lama arenosa
TJ1 10cm Lama
TJ1 15cm Lama
TJ1 20cm Lama
TJ1 25¢cm Lama
TJ1 30cm Lama
TJ1 35cm Lama
TJ1 40cm Lama
TJ1 45cm Lama

_____ TI150cm  Lama
TJ2 10cm Areia Lamosa
TJ2 15cm Areia Lamosa
TJ2 20cm Areia Lamosa
TJ2 25cm Areia Lamosa
TJ2 30cm Areia Lamosa
TJ2 35cm Areia Lamosa
TJ2 40cm Areia Lamosa
TJ2 45¢cm Areia
TJ2 50cm Areia
TJ2 55cm Areia

Fonte: Autora
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Em relacdo ao teor CaCO3 nas fragdes dos testemunhos foi observado que no TJ1 os
maiores valores encontrados estdo nas camadas mais profundas do mesmo (45 e 50cm) com
aproximadamente 3,04% para ambas (Figura 24). Enquanto que no TJ2 apresentou os valores
maiores na zona mais proxima da superficie, nos 20cm de profundidade (Figura 24). A
variacdo geral obtida foi de 0 a 3,04(%) no TJ1 e 0 a 4,19(%) no TJ2 (Figura 24). Miola
(2013) reportou porcentagens de 7,2 a 27,1(%) em amostras de testemunho do rio Coread.
Lima (2016) estudou o rio Acarau e encontrou porcentagens de 0 a 6,20(%) em amostras de
testemunhos. Os carbonatos podem ter origem pela erosdo de rochas continentais e serem
carreados pelos rios (MIOLA, 2013) ou podem ser provenientes de substratos de organismos
(MORSE, 2003).

Figura 24 - Porcentagem de CaCO3 nos testemunhos
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Fonte: Autora

8.3.2.  Teor de matéria orgénica e suas fracdes (CO, AH, AF e CN)

Conhecer a composicdo da matéria organica do sedimento é extremamente importante,

uma vez que seus constituintes podem regular a sorcdo dos contaminantes existentes no
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ambiente. Varios estudos demonstram que hd uma relacdo direta entre o acUmulo de
compostos quimicos organicos e a sor¢do pela matéria organica e suas fracbes como: carbono
negro, acidos humicos e falvicos (CAVALCANTE et al, 2012; HUNG et al., 2007; OLIVEIRA et
al, 2016; SUN et al 2007). O CN, por exemplo, tem uma alta capacidade de sorcdo para
contaminantes organicos (CORNELISSEN et al., 2005; GUO et al., 2016; LUO et al.,2011),
devido sua caracteristica de alta hidrofobicidade muitas vezes o CN apresenta um forte poder
de adsor¢do para os contaminantes organicos hidrofobicos (GUO et al., 2016; LUZ et al.,
2010). Existem estudos que afirmam que o AH é o principal fator de controle sorcdo de
compostos organicos, por ser resultado de misturas heterogéneas de uma variedade de
compostos organicos (HUR e SCHLAUTMAN, 2004; SUN et al 2007).

A maioria das amostras de sedimentos superficiais analisada apresentou baixo teor de
MO, com excecdo das amostras dos pontos PJ9, PJ12 e P14 que apresentaram teores de 4,54;
7,29 e 6,71, respectivamente (Figura 25). Esses valores corroboram com o teor de MO

encontrado por Godoy (2011) e Oliveira (2012) na mesma &rea de estudo.

As porcentagens das fragdes organicas nos termos das razdes entre CN/CO (variou de
0,04 - 1,98%), AH/CO (variou de 0,27 — 0,92%), AF/CO (variou de 0,60-1,24%) (Figura 25),
mostram que o padrao esta abaixo do é encontrado em estudos de regides semelhantes. Mauad
et al. (2013) obteve uma variacdo de 6,3-18,5% nos sedimentos da Baia de Guanabara. Ja
Oliveira et al (2016) que avaliou o rio Jaguaribe, em 2011, encontrou valores médios de
11,4% para CN/CO, 9,85% para AH/CO e 8,75% para AF/CO, reafirmando uma taxa menor
dos valores encontrado no presente estudo. Mauad et al (2013) afirma que em sedimentos
recém depositados ha uma diminuicdo na contribuicdo de CN para a razdo CN/CO, sugerindo
que CO proveniente da decomposi¢do de esgotos € mais evidente do que carbono associado a
combustdo de substratos fosseis e de biomassa. Sugerindo assim, um forte indicio de que o
aumento no teor de carbono ocorreu devido a condicdo de crescente aporte de nutrientes no

ambiente.

Os niveis de CN, individuais, reportados no presente estudo variaram de 0,07 —
0,60(%) (Figura 25), e possuem similaridade com os valores apresentados em outras
pesquisas, tais como: Gustafsson et al. (1997) obteve uma faixa de 0,2-0,7(%) em sedimento
estuarino na Inglaterra. De la Rosa et al. (2011) apresentou 0,02 — 0,15(%) no norte do Golfo

de Céadiz, entre Portugal e Espanha. Lohmann et al. (2009) encontrou valores de 0,50; 0,80,
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1,01(%) em trés pontos no sudoeste da costa brasileira e 0,11 e 1,17(%) em dois pontos do

nordestes da costa brasileira.

Figura 25 - Caracterizacdo dos sedimentos superficiais do rio Jaguaribe
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Fonte: Autora
Legenda: MO= matéria organica; CO= carbono organico; CN= carbono negro; AH = 4cido himico; AF =

acido fulvico.

Os niveis de MO e CO(%) para as fracGes de sedimento oriundas dos testemunhos
estdo apresentadas nas Figura 26 para valores do TJ1, e Figura 27 com valores de TJ2. O TJ1
apresentou variacdo de 0,65 a 5,48(%) nas fracOes de 40cm e 45cm, respectivamente. Nesse
mesmo testemunho foi quantificado alta MO na fracdo de 15cm (4,91%), 20cm (5,11%) e
25cm (5,38%). Os valores reportados no TJ2 tiveram os maiores valores nas fragcdes de
profundidade de 15cm a 35cm , onde 15cm teve teor de 2,08%, 20cm de 1,90%, 25cm de
1,46%, 30cm de 1,48% e 35cm de 1,76(%) O niveis de CO apresentaram a mesma
distribuicdo que a MO, uma vez que o valor CO é usado para se determinar o valor da MO.
No TJ1 foi encontrado maiores valores de MO e suas fragbes (CO, AH, AF) quando

comparado com TJ2, coincidindo com a granulometria predominante de material fino no TJ1,
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enquanto que a granulometria do TJ2 é mais arenosa. Em outros estudos no estado do Ceara
foram encontrados valores similares ao da presente pesquisa, por exemplo Miola (2013) relata
variacdo de 1,05 a 5,3(%) entre dois testemunhos do rios Coreal. Ja Fernandes (2016)
encontrou valores de 0,17 a 2,18(%) no rio Acarad. Soares (2016) que estudou a Lagoa da

Parangaba encontrou niveis de 0,04 a 1,5(%).

Em relacdo aos niveis de AH e AF nos testemunhos, o TJ1 teve uma variacao de 0,03
a 2,34(%) para AH e 0,12 a 1,83(%) para AF. No TJ2 a variacdo foi de 0,07 a 0,83(%) para
AH e 0,20 a 1,45(%) para AF (Figura 26 e Figura 27). Essas fracdes da MO s&o governantes
para adsorcdo de contaminantes, Baldotto e Baldotto (2014) explica que diversos compostos
organicos de baixa massa molecular, contendo dominios predominantemente hidrofilicos irdo
se associar aos AF, e os hidrofilico-hidrofobicos se relacionardo com AH. Os AF séo
hidrofilicos e séluvel em qualquer pH enquanto que AH em meio &cido se precipita
(BALDOTTO etal. , 2011).

Figura 26- Caracterizagdo quimica do testemunho 1 (TJ1)
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Fonte: Autora
Legenda: MO= matéria organica; CO= carbono orgénico; CN= carbono negro; AH = &cido himico; AF =

acido fulvico.
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Figura 27- Caracterizagdo quimica do testemunho 2 (TJ2)
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Fonte: Autora
Legenda: MO= matéria organica; CO= carbono organico; CN= carbono negro; AH = 4cido

hamico; AF = &cido fulvico.
8.3.3. Salinidade e pH

A caracterizacdo hidroquimica é de e fundamental importancia para o entendimento do
processo de particdo e sor¢do da maioria dos contaminantes organicos. Pan e You (2010)
explicam que a interacdo entre os compostos organicos hidrofobicos e os solidos em
suspensdo e/ou sedimento de fundo varia de acordo com as condi¢fes ambientais locais,
sendo governada por fatores como: composicdo da matéria organica, salinidade, pH,
temperatura. A influéncia da salinidade sob a adsor¢do dos contaminantes organicos pode
ser regida pelos efeitos de salting out ou salting in. O salting out ocasiona uma reducéo dos
contaminantes a medida que a salinidade sobe (XIE; SHIU; MACKAY, 1997), ja o salting in
aumenta a solubilidade dos compostos de acordo com que diminui a forca ibnica
(TREMBLAY et al., 2005). Em relagdo a atuagdo do pH, You, Jia e Pan (2010) descrevem
que o aumento do pH propicia condi¢des para que a superficie do sedimento desenvolva mais

sitios de natureza basica e isso facilita a sor¢do de contaminantes organicos por efeito
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eletrostatico. Os resultados dos pardmetros hidroquimicos medidos nesse estudo estdo

mostrados na Figura 28.

Figura 28 — Caracterizacdo hidroquimica dos pontos amostrais
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8.3.4. Datacdo dos testemunhos

A datacdo (geocronologia) das camadas dos testemunhos é uma ferramenta importante

para se estabelecer dados cerca do avanco dos impactos antropicos sob o ambiente. Através

dessa ferramenta é possivel adquirir perfis de concentracdes da distribui¢do de contaminantes

e atrelar a eventos histéricos, climéticos e de usos e ocupacdo da area estudada (GALE et al.
1995; GATTI et al., 1999; CAZOTTI, 2006). Assim, o estudo se torna mais completos,

ultrapassando as lacunas deixadas pela auséncia de dados de longa série temporal e

viabilizando o gerenciamento na integra da bacia hidrografica do médio e baixo Jaguaribe. As

informacdes das concentragdes dos radionuclideos e as idades em anos calculadas para cada

testemunho estdo descrita na Tabela 13.



Tabela 13 - Parametros para o calculo das datas de sedimentagdo e datas de sedimentacgdo dos testemunhos.

Prof. g Dens. Massa Massa Prof. pp  ®Ra Idade
Testemunhos  Real U(%). Ds B Solidos acumul_azlda Corrigida (Bq.Kg' (Bql.Kg‘ (anos) Ano
(cm) (gem™)  (9) (g.cm™) (cm) ) )
TJ1 5 31,88 1,30 91,49 2,19 2,47 52 36 14 2002
TJ1 10 35,29 1,30 89,75 2,14 3,94 71 50 24 1992
TJ1 15 28,97 1,30 98,25 2,35 6,52 55 45 39 1977
TJ1 20 28,55 1,30 111,59 2,67 8,38 43 41 48 1968
TJ1 25 34,02 1,30 94,34 2,25 10,78 44 50 58 1958
TJ1 30 29,69 1,30 102,76 2,46 12,60 35 52 63 1953
TJ1 35 31,11 1,30 93,56 2,24 15,24 56 52 70 1946
TJ1 40 30,41 1,30 106,03 2,53 17,08 70 61 75 1941
TJ1 45 30,77 1,30 101,83 2,43 17,99 63 69 77 1939
TJ1 50 30,88 1,30 112,23 2,68 18,99 105 103 79 1937
TJ2 10 26,47 1,50 98,51 2,35 3,40 43 32 13 2003
TJ2 15 27,15 1,50 105,36 2,52 5,67 37 35 21 1995
TJ2 20 29,01 1,50 92,64 2,21 7,11 66 27 26 1990
TJ2 25 31,86 1,50 95,07 2,27 9,37 40 42 33 1983
TJ2 30 30,76 1,50 95,52 2,28 10,81 47 30 39 1977
TJ2 35 23,75 1,50 105,36 2,52 13,15 35 34 46 1970
TJ2 40 22,82 1,50 107,86 2,58 14,80 15 31 51 1965
TJ2 45 20,93 1,50 105,93 2,53 17,26 27 17 59 1957
TJ2 50 20,78 1,50 112,36 2,68 19,01 34 26 64 1952
TJ2 55 21,08 1,50 123,64 2,95 20,80 20 10 69 1947

Fonte: Autora
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8.4. Distribuicdo de Esterois no Rio Jaguaribe

8.4.1. Sedimento superficial

Os esterdis avaliados COP, COL, COLN, ESTIG, ERG e B-SITO resultaram em
esterdis totais (somatorio total de esterdis) com alcance entre 7,29 ng/g (PJ6) a 5031,40 ng/g
(PJ14). As maiores concentragcdes para 0s esterois totais foram registradas nos pontos PJ8
(3525,15 ng/g), PJ12 (3689,70 ng/g) e PJ14 (4798,77 ng/g), onde os esses dois Ultimos pontos
fazem parte do contexto estuarino do rio Jaguaribe, apontando que o mangue e sua dinamica
exercem forte influéncia na matéria organica e esterois totais encontrados em regido de
estuario (GHOSH et al., 1985; Martins et al. , 2010). Ja o ponto PJ8 fica localizado em zona
proxima a cidade de Jaguaruana podendo gerar acumulo de outras fontes de MO além das
naturais. Vale resaltar que esses trés pontos (PJ8, PJ12, PJ14) também apresentaram niveis
significativos de MO, semelhante caso foi encontrado por Martins et al. (2008). Na Figura 29
estdo apresentadas todas as concentracdes de esterois totais.

Dentre 0s compostos da classe de esterdis, o COP é o mais representativo em fezes
humanas, por esse motivo, vem sendo amplamente utilizado como um marcador geoquimico
confiavel da contaminagcdo ambiental por esgotos (FRENA et al., 2016; KALAS et al., 2009;
MARTINS et al., 2012). Ao avaliar a distribuicao espacial do COP ao longo do médio e baixo
Jaguaribe, se obteve valores que variaram entre 15,04 ng/g (PJ1) a 303,34 ng/g (PJ14) (Figura
29). As maiores concentracdes de COP foram detectados no PJ9 e PJ14 (Figura 29), que sdo
0s pontos de maior teor de sedimento finos e MO. O COP ndo foi o esterol mais abundante na
area analisada, representou 4,8% do total de esterdis. Como ndo ha documentos legais que
estabelecam niveis de concentracBes permitidas ou ndo do COP no ambiente, se faz pertinente
recorrer a literatura e comparar valores relatados.Assim, é possivel encontrar estudos que
definem valores que indicam contaminacao por esse composto, como por exemplo, Gonzalez-
Oreja e Saiz-Salinas (1998) que afirma que em ambientes com concentracdes de COP acima
de 500 (ng/g) indica contaminacdo por esgotos. Ja na pesquisa de Writer et al. (1995), afirma-
se que valores maiores que 100 (ng/g) pressupfe aporte de esgoto. Entdo, ao considerar 0s
valores de COP determinados nesses estudos, pode-se elucidar que o rio Jaguaribe tem
contaminagdo por esgoto no ponto PJ14, que fica proximo a foz, para valores maiores que 100
(ng/g). Quando comparado com o valor de 500 (ng/g) o rio foi considerado sem polui¢do

quanto ao COP.,
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Os niveis encontrados para COP nesse estudo estdo abaixo quando
comparados com pesquisas de outros paises ou estados brasileiros, como pode ser
obsevado nas concentracfes apresentadas na Tabela 14. Esse cenario é pode ser
justificavel com devido as distintas caracteristicas sedimentoldgicas, hidrodindmicas e
até climatica de cada local. Contudo, ha registro de concentracBes similares as
estabelecidas no rio Jaguaribe, como a méaxima de 184,1 (ng/g) no Rio Sergipe
(Carreira et al., 2015), 270 (ng/g) na Baia de Ubatuba (Muniz et al., 2006) e 420(ng/q)

na Baia de Sepetiba (Carreira et al., 2009).

Figura 29 — Concentracdes de COP e Esterois totais no sedimento superficial do rio Jaguaribe
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Tabela 14 — Faixas de concentracdo do esterol fecal COP em sedimentos em diferentes estudos.

Faixa de Concentracao

85

Local COP (ng/g) Referéncia
Rio Jaguaribe - Ceara 15,04 - 303,34 Presente estudo
BRASIL
Complexo estuarino-
. ARAUJO; COSTA;
lagunar de Mundau- 150-5650 CARREIRA (2011)
Manguaba - Alagoas
Estuario de Santos - Sao 5 - 482 BATAGLION et al.
Paulo ’ (2015)
Estuéario Cotinga - ) ABREU-MOTA et al.
Parana <10 - 1690 (2014)
Estuario ltajal-Acu - <4 - 8930 FRENA et al. (2016)
Santa Catarina
Sistema estuarino do <LD - 2220 MARTINS et al. (2010)
Paranagua - Parana
Rio Sao Francisco - <LD - 24,1 CARREIRA et al (2015)
Alagoas
Rio Sergipe - Sergipe <LD-184,1 CARREIRA et al (2015)
Baia de ggﬁgba —Sdo <LD - 270 MUNIZ et al (2006)
Baia de Sepetiba — Rio de
aneiro 10 - 420 CARREIRA et al (2009)

OUTROS PAISES

Ria de Aveiro e Rio

Mondego-Portugal 49 - 16600 RADA et al. (2016)

io Si Agj LIEBEZEIT;
Rio Siak - Indonésia 50 - 10530 WOSTMAN (2010)
Zona costeira da cidade 874 _ 41230 SAEED et al, (2012)

Kuwait - Kuwait
Fonte: Autora. Legenda: COP- coprostanol e LD — limite de detecgdo.

Em paralelo com as concentracdes de COP ha também a analise dos valores expressos
pelo COL e COLN na area estudada. O COL é um esterol comunmente quantificado em
estudos relacionados com contaminacéo por esgoto (MATIC et al, 2014; RADA et al., 2016),
alem de ser abundante em sedimentos marinhos por ser associado ao fitoplancton e
zooplancton (VOLKMAN et al., 1998; TAKADA; EGANHOUSE, 1998). O COLN é gerado
pela redugdo microbiana do COL, isso ocorre tanto em organismo (humano/animal)
(GRIMALT et al., 1990) quanto no ambiente (ARAUJO; COSTA; CARREIRA, 2011). As
concentragdes determinadas no rio Jaguaribe foram na faixa de 2,19(ng/g) (PJ3) a
1323,35(ng/g) (PJ8) para COL e 1,37 (PJ1) a 746,79(ng/g) (PJ12) para COLN (Figura 30).
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Como o COL, com 21,1%, foi mais abundante que o COLN, com 8,8%, pode-se supor que ha
baixa atividade microbiana na regido. Os valores determinados sdo esperados, uma vez que
estdo em acordo com o que é reportado em outros estudos de areas densamente ocupadas.
Mati¢ et al. (2014) encontrou concentracdes de 386 — 1507 (ng/g) no rio Danubio. Martins et
al. (2007) relatou valores de <LD — 998,3(ng/g) na Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul.

Figura 30 — Concentracdes de COL e COLN no sedimento superficial do rio Jaguaribe
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Para aumentar a confiabilidade da avaliacdo de contaminagdo por esgoto usando
esterois, razbes diagndsticos entre esterdis tém sido amplamente empregadas (GRIMALT et
al., 1990; TAKADA; EGANHOUSE, 1998). Neste estudo foram usadas 4 razBes diagnosticos que
relacionam COP, COL e COLN e indicam qualidade ambiental (Razdo 1 - COP/COL;
Razdo 2 - COP/COLN; Razdo 3 - COP/(COP +COLN); Razédo 4 - COP/(COL + COLN)).
Essas razdes foram calculadas com as concentragfes encontradas nas amostras superficiais
do rio Jaguaribe, que estd apresentada na Figura 31, onde a linha vermelha representa o
valor de contaminacéo e o verde o de ndo contaminado.

Na a Razdo 1 valores <1 sdo reportados para indicar a origem biogénica, enquanto
valores >1 indicam fonte de esgoto (MUDGE; BEBIANNO, 1997). Como pode ser
visualizado na Figura3la os pontos PJ1, PJ3, PJ6 e PJ9 tiveram uma reposta >1 indicando



87

que a MO tem origem fecal, ou seja, hd contaminacgdo por esgoto domestico. Contudo, ha
pesquisas afirmando que valores <1 sugerem fonte de material fecal animal e apenas valores
<0,2 indicam fontes biogénicas de colesterol (PATTON; REEVES, 1999; VECCHIATO et
al., 2014). Com isso, apenas os pontos PJ2, PJ8, PJ10, tem fontes naturais, pois tiveram
resultados de 0,1; 0,2; 0,2 na Razéo 1. Enquanto que os PJ4, PJ5, PJ7, PJ11, PJ12, PJ13,
PJ14, PJ15 indicam presenca de material fecal animal. Na Razdo 2 é considerado néo
contaminado por contribuicdo fecal humana valores <0,3 (SHAH et al., 2007) e apenas a
amostra PJ2 e PJ10 ficou abaixo desse marco. Valores >0,5 indica contaminacgdo fecal
(SHAH et al., 2007) e foi a situacdo da maioria dos pontos (Figura3lb). Os pontos PJ8 e
PJ13 ndo apresentaram comportamento decisivo a cerca dessa razdo. A Razdo 3 apresentou
que os pontos PJ1, PJ3, PJ7, PJ9, PJ12 estdo contaminados por esgoto, pois tiveram valores
>0,7, estando de acordo com Grimalt et al., (1990). PJ2, PJ8 e PJ10 ndo estdo contaminados,
por apresentarem ter valores <0,3 (Figura 31c). Para Razéo 4 (CHAN et al., 1998) estipula
como limite >0,2 para considerar contaminacgéo, e PJ1, PJ3, PJ6, PJ7, PJ9, PJ14 assumiram

valores acima desse valor (Figura 31d).

Na Tabela 15 foi resumido o diagndstico final encontrado com a analise das razdes,
onde se permite verificar que apenas as amostras de sedimento superficial que ndo
apresentaram contaminagdo foram PJ2, PJ8, PJ10. Relacionando esses pontos com as
caracteristicas sedimentares, pode-se afirmar que ndo mostraram altos teores de MO, em
relacdo a todos o0s pontos amostrados, e possuem classificacdo granulométrica

predominantemente de areia, tais fatores podem ser a justificativa para tal diagnéstico.
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Figura 31 - Razdes de diagndstico para amostras superficiais do rio Jaguaribe.
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Tabela 15- Diagnéstico final com base nas razfes para as amostras superficiais do rio Jaguaribe.

Amostra | Razdo 1 Razéo 2 Razéo 3 Razéo 4 Diagnostico
PJ1 C C C C Contaminado
PJ2 MFA* NC NC NC Nao Contaminado
PJ3 C C C C Contaminado
PJ4 MFA* C *x C Contaminado
PJ5 MFA* C *x NC Contaminado
PJ6 C C *x C Contaminado
PJ7 MFA* C C C Contaminado
PJ8 NC *x NC NC Nao Contaminado
PJ9 C C C C Contaminado
PJ10 NC *x NC NC Nao Contaminado
PJ11 MFA* C *x *x Contaminado
PJ12 NC C C NC Contaminado
PJ13 MFA* C *x NC Contaminado
PJ14 MFA* C *x C Contaminado
PJ15 MFA* C *x NC Contaminado

Fonte: Autora.
*Presenca de material fecal animal de acordo com PATTON; REEVES (1999); VECCHIATO et al. (2014).

** Nao foi decisivo. (Ficou acima do valor para ndo contaminado e abaixo do valor para contaminado)
C — Contaminado
NC — Néo Contaminado

Em complemento ha os esterdis naturais (ESTIG, ERG e B-SITO) que podem ser
usados para determinar a contribuicdo por organismos marinhos, plantas superiores e fungos
(ARAUJO, COSTA, CARREIRA, 2011; GONG, GUAN, WITTER, 2001; PRATT et al.,
2008; VOLKMAN, 1986). Nos sedimentos superficiais o0 ESTIG foi o esterol mais abundante
dentre todos determinados, apresentou a maior porcentagem (£43%), com variacdo da
concentracdo de 1,44 - 1502,28(ng/g). A presenca marcante desse composto indica que ha um
relevante aporte natural na area de estudo, especificamente de plantas superiores
(VOLKMAN, 1986; ARAUJO, COSTA, CARREIRA, 2011). O ERG teve representatividade
de +14% com variacdo de concentracdo de 0,21 - 754,44(ng/g). B-SITO expbs a menor
porcentagem (9%) e faixa de 5,50 - 856,12(ng/g). A presenca expressiva desses compostos,
principalmente o ESTIG, nos PJ2, PJ8, PJ10 (as amostras diagnosticadas ndo contaminadas)
reflete a entrada biogénica de MO. Carreira et al. (2004) explica que esses compostos tem

concentragdes relevantes em areas que nao sao contaminadas por esgoto domeéstico.
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Com a finalidade de identificar a associagdo das varidveis quantificadas eem-nessa
pesquisa foi realizado uma analise fatorial com extracdo de componentes principais. Os
resultados obtidos nesse tratamento para os dados de esterois e caracteristicas sedimentares
estdo sumarizados na Tabela 16 e os valores podem ser melhor visualizados na Figura 32. A
AF/PCA reorganizou os dados originais e determinou que o minimo de 3 fatores principais,
que de forma acumulada explicam 81,73% das variancias totais dos dados originais.

Tabela 16 - Valores obtidos por FA/PCA usando dados esterdis e caracteristicas dos sedimentos superficiais do
rio Jaguaribe (fator de corte > 0,70).

Variavel analisada F1 F2 F3
Cascalho 0,33 0,21 -0,70
Areia 0,58 -0,79 0,07
Finos -0,68 0,70 0,17
CaCo3 -057 0,74 0,22
MO -0,93 0,03 -0,23
AH -0,87 -0,19 -0,29
AF -0,82 -0,37 -0,32
CN -0,61 -0,46 0,70
COP -0,80 0,28 0,24
COL -0,81 -0,33 0,16
COLN -0,92 -0,25 -0,13
ERG -0,73 -0,18 -0,14
ESTIG -0,14 -0,35 0,77
B-SITO -0,90 -0,13 0,05
Variancia Total (%) 52,87 17,95 10,91

Variancia acumulada (%) 52,87 70,82 81,73
*QOs valores destacados indicam as correlacdes mais fortes.




91

Figura 32 - Plot tridimensional da AF/PCA usando dados esterois e caracteristicas dos sedimentos

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2 vs. Factor 3
Rotation: Unrotated
Extraction: Principal components
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Para compreender a distribuicdo nos fatores na Figura 32 é necessario interpretar a
Tabela 16, onde se verifica que o primeiro fator (F1) explicou os dados com 52,87% da
variancia total, foi carregado negativamente no COP, COL, COLN (compostos traco de
esgoto), mostrando assim que os valores negativos para o F1 podem ser associados a
contaminagdo por insumos de esgoto. Ainda analisando o Fator 1 afirma-se forte associagdo
do COP, COL, COLN com matéria organica e suas fracbes (MO, AH, AF). O segundo fator
(F2) foi carregado positivamente para o material fino e CaCO3 e negativamente com areia,
indicando baixa influencia dessas caracteristicas com o0s compostos analisados. O terceiro

fator (F3) teve 0 ESTIG e CN carregado positivamente, indicando que valores carregados
positivamente no F3 tem relacdo com o aporte natural.

Os pontos amostrais PJ8, PJ9, PJ12 e PJ14 apresentaram valores negativos no F1
(Figura 33 ab), sendo assim associados a contaminagdo de esgoto. Para o F3 os pontos PJ3,
PJ4, PJ5, PJ8, PJ10, PJ11, PJ13, PJ14, PJ15 foram carregados positivamente (Figura 33b)
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sugerindo aporte biogénico. Por fim, pode-se supor que os pontos PJ8 e PJ14 tém fontes
mistas de MO. Os PJ1, PJ2, PJ6 e PJ7 ndo possuem fontes expressivas e 0S outros pontos sao

associados ao ESTIG, que foi um esterol bastante relevante no rio Jaguaribe.

Figura 33 - Score das componentes principais (Fator 1 x Fator 2; Fator 1 x Fator 3) usando dados esterdis e
caracteristicas dos sedimentos
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8.4.2. Testemunhos

Os sedimentos oriundos dos furos de testemunhos foram submetidos a analise por
fragdes, totalizando 10 fragdes para cada furo, em cada fracdo foi detectado e quantificado
todos esterdis propostos. Pode-se observar a predominancia de ESTIG nos dois testemunhos,
com 31% no testemunho 1 e 36 % no testemunho 2, esse fato confirma que o aporte de MO
nesse ambiente € caracteristico de aporte biogénico. A porcentagem dos esterdis em cada

testemunho esta detalhada na
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Figura 34.

Figura 34 - Porcentagem individual dos esteréis nos testemunhos 1 e 2
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Os esterois totais (somatorio total de ester6is) no perfil do TJ1 variou de 115,40(ng/g)
(na fracdo dos 40cm de profundidade) — 1293,18 ng.g™* (na fracdo dos 10cm de profundidade)
(Figura 35A) e no TJ2 variou de 188,61(ng/g) (50cm) — 2214,58(ng/g) (10cm) (Figura 36A).
As maiores concentracdes foram obtidas na fracdo dos 10cm com uma pequena diminuicdo
para as concentracdes encontradas na fracdo de 5¢cm, esse comportamento foi comum aos dois
testemunhos. Montone et al. (2010) encontrou 0s maiores niveis de esterdis nas primeiras
camadas do furo analisado coincidindo com o inicio do aporte de esgoto na regido. Tse et al.,
(2014) relacionou o aumento das concentracdes de ester0is ao crescimento industrial e

urbanizagdo da area estudada.

Ao analisar o grafico que apresenta a distribuicdo do COP ao longo do TJ1, pode-se

declarar que ha uma crescente concentracdo de COP a medida que se aproxima da superficie,
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dos 20cm (85,45 ng/g) até os 5cm (129,89 ng/g) (Figura 35B), evidenciando o aumento de
lancamento de esgoto, 0 que sugere um crescimento do uso e ocupacdo local. Baseado nos
dados de datagdo a porcdo dos 20cm de profundidade é referente ao periodo de 1968 e os
10cm é datado de 1992. Relacionando a datacdo do sedimento e os acontecimentos na regiao,
pode-se concluir que o padrdo de mudanca visto, coincide com o planejamento politico de
construcdo de acudes, que segundo Pereira e Cuellar (2015) teve inicio em 1960 e foi
implantado em 1990, ou seja, com a promessa de agua a populacdo cresce nas localidades
préxima ao rio Jaguaribe. Para o TJ2 as concentragdes de COP teve um comportamento
irregular, gerando um perfil em zig-zag, isso possivelmente estd associado as caracteristicas
locais, pois esse testemunho foi coletado na regido de estuéario proximo a regido de mangue e
foz. A caracteristica de area préxima a foz € que ha uma deposicéo dos so6lidos de forma mais
lenta devido ao alto fluxo energético e constante revolvimento do sedimento de superficie. A
maior concentragédo obtida no TJ2 foi na fragcdo dos 15cm com 115,35 (ng/g) que corresponde
ao ano de 2003 (Figura 36B). Para os compostos COL e COLN no TJ1 houve variagdo de
7,84(ng/g) (40cm) - 148,66(ng/g) (10cm) e <LD (40cm) — 123,70(ng/g) (5cm), para 0s
respectivos compostos (Figura 35C). No TJ2 COL apresentou concentracfes (ng/g) de 2,04
(50 cm) — 580,19 (10cm) e COLN com <LD (50cm) — 195,21(10cm) (Figura 36C). Nos dois
testemunhos 0s maiores niveis desses compostos que podem ser relacionados ao esgoto (COP,
COL, COLN), tiveram evidente presenca nas fracoes referentes ao periodo de 1992 no TJ1 e
2003 no TJ2. Esses periodos apresentaram uma quadra chuvosa bem marcada de acordo com
0s postos pluviométricos da FUNCEME, no posto de Itaicaba, o mais préximo ao ponto de
coleta do TJ1, foi registrado chuvas de 733mm em 1992 e no posto de Fortim, préximo ao
ponto de coleta do TJ2, foi marcado 955mm em 2003. Os eventos de chuva ocasionam a

lavagem do solo e a consequéncia disso é o carreamento de residuos para o rio.

No TJ1 e TJ2 os compostos B-SITO, ERG, ESTIG apresentaram 0 mesmo
comportamento descrito acima, onde na fracdo dos 10cm, no TJ1, se teve as maiores
concentracdes, essa porcdo foi datada em 1992 (Figura 35D), e na por¢do dos 15cm foi
quantificado os maiores niveis no TJ2, datado de 1995 (Figura 36D). No TJ1, ESTIG teve
quantificacdo marcantes de niveis nas fragbes 50cm (1937) e 25cm (1958), esse esterol é
indicador de fontes terrestres por plantas superiores e como para 1958 ha registro de intensa
seca na regido (Pereira; Cuellar, 2015), acredita-se que haja interacdo entre esses eventos.
Para 1937 ndo ha registro histdrico ou climatico que esclareca tal pico de concentragéo.
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Figura 35 - Graficos mostrando a distribuicéo dos esterdis no testemunhol (TJ1).
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Figura 36- Graficos mostrando a distribuicdo dos esterdis no testemunho?2 (TJ2).
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Como dito anteriormente, ndo existe um consenso do nivel de COP que seja indicativo
de contaminacdo fecal, entdo € comumente usado razdes diagndstico que relacionam o COP
com COL e COLN, que sdo esterois também possiveis indicadores de aporte de esgoto. Na
Tabela 17 - Diagnéstico geral dos testemunhos 1 e 2Tabela 17 estd sumarizado o diagndstico

geral constado para cada testemunho.

A razdo COP/COL no TJ1 classificou que apenas a camada de 10cm ndo estd
contaminada com residuos humanos, isso ocorreu devido aos valor de COL nessa fracao ser
maior que o valor de COP. O COL ¢ um esterol de fonte ubiqua, ou seja, esta relacionado a
contaminacdo resultante de atividades antropicas ou de fonte natural. A mesma razéo para TJ2
foi visto que apenas as camadas 35cm, 40cm, 45cm estdo contaminadas, justamente por
apresentarem predominancia do COP. A razdo COP/COLN diagnosticou o TJ1 como
contaminado e no TJ2 as fracBes de 10cm, 40cm néo tiveram resposta conclusiva, pois nao
atingiram valores <0,3 para serem classificadas como ndo contaminada. Na razédo
COP/(COP+COLN) nenhuma camada do TJ1 foi diagnosticada como ndo contaminada, porém as
fragdes de 5cm, 10cm, 25cm, 50cm ndo receberam respostas conclusivas, por ndo terem
valores <0,3 ou >0,7. TJ2 para essa mesma razdo mostrou que as camadas 35cm, 45cm e
50cm estdo contaminadas com residuos humanos. A razdo COP/(COL+COLN) classificou o
TJ1 como contaminado por inteiro e no TJ2 nas camadas 10cm, 20cm e 25cm foram

classificadas como ndo contaminadas devido aos altos valores de COL.



Tabela 17 - Diagndstico geral dos testemunhos 1 e 2 no rio Jaguaribe

TESTEMUNHO 1 (TJ1)

Fracéo COP/COL COP/COLN COP/(COP+COLN) COP/(COL+COLN)
5cm 1,44 1,05 0,51 0,61
10cm 0,75 1,01 0,50 0,43
15cm 7,29 3,73 0,79 2,47
20cm 5,91 8,92 0,90 3,55
25cm 6,52 1,95 0,66 1,50
30cm 7,46 7,18 0,88 3,66
35cm 3,81 3,65 0,78 1,86
40cm 4,52 2,41 1,00 4,52
45cm 2,41 9,89 0,91 1,94
50cm 2,56 1,57 0,61 0,97

Diagndstico ~ Contaminado Contaminado Contaminado Contaminado
TESTEMUNHO 2 (TJ2)

Fracéo COP/COL COP/COLN COP/(COP+COLN) COP/(COL+COLN)
10cm 0,16 0,47 0,32 0,12
15cm 0,40 2,54 0,72 0,34
20cm 0,04 0,21 0,17 0,03
25cm 0,11 1,33 0,57 0,11
30cm 0,21 0,79 0,44 0,17
35cm 3,02 16,07 0,94 2,54
40cm 3,49 0,41 0,29 0,37
45cm 4,08 12,53 0,93 3,08
50cm - - 1,00 -
55cm 0,57 2,09 0,68 0,45

Diagnostico N&o Contaminado ~ Contaminado N&o Contaminado Contaminado

Fonte: Autora

Valores de referéncia: COP/COL >1 contaminado (MUDGE E BEBIANNO, 1997); COP/COLN <0,3
ndo contaminado e >0,5 contaminado (SHAH et al., 2007); COP/(COP+COLN) <0,3 ndo contaminado
e >0,7 contaminado (GRIMALT et al., 1990); COP/(COL+COLN) <0,15 ndo contaminado e >0,2

contaminado.

8.5. Distribuicdo de Hormdonios estrégenos no Rio Jaguaribe

8.5.1.  Sedimento superficial
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Nas amostras do rio Jaguaribe foram identificados e quantificados os 8 hormonios
estrégenos proposto no estudo, alcangando valores para > total de 368,38 (ng/g) (PJ8) -
3906,59(ng/g) (PJ9) (Figura 37). Os hormdnios sintéticos foram predominantes para a
constituicdo do Y'total, onde o > Sintéticos mediram entre 270,10(ng/g) (PJ8) - 2981,15(ng/qg)
(PJ5) (Figura 37)) e as maiores representacfes seguiram a ordem de MES>DES>EE2>DIE
com 48,5(%), 17,2(%), 9,9(%) e 1,0(%), respectivamente. Os > Naturais teve variacdo de
98,28(ng/g) (PJ8) - 1173,95(ng/g) (PJ9) (Figura 37), onde a ordem de prevaléncia foi de
E3>17aE2>E1>17BE2 com 15,1(%), 5,9(%), 1,76(%), 0,7(%) respectivamente.

Figura 37 — Concentragdes dos ) total, Y Sintéticos e ) Naturais no rio Jaguaribe
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Amostra

Considerando os hormonios naturais foi observado que o intervalo de concentracfes
(ng/g) individuais oscilou de 91,47 (PJ7) — 1011,88 (PJ1) para E3; 1,28 (PJ8) — 226,77 (PJ13)
para 17aE2; <LD (PJ7) - 89,92 (PJ5) para E1; 1,28 (PJ8) — 29,03 (PJ10) para 17BE2. J& para
os horménios sintéticos foi apresentado taxas de 16,72 (PJ8) — 593,79(PJ9) para DES; 4,39
(PJ13) — 121,41 (PJ12) para DIE; 53,65 (PJ8) — 1960,98 (PJ9) para MES; 69,70 (PJ6) —
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524,21 (PJ13) para EE2. Na Figura 38 estd apresentada a distribuicdo individual dos

horménios estrégenos pelo rio Jaguaribe.

Os horménios naturais tiveram representacdo de +23,46%, foram 0s menos
expressivos na area de estudo, mesmo com a producdo e excrecdo em larga escala por
humanos e animais. Contudo, esse acontecimento pode ser compreendido devido a
biodegradabilidade que esses compostos estdo suscetiveis. H& estudos que comprovam a
degradacdo dos estrogenos naturais por microorganismos aerobicos (ANDERSEN et al.,
2003; TERNES et al., 1999). A presenca marcante de E3, por exemplo, pode ser explicada
pelo fato que em ambiente aquatico o 17BE2 é facilmente degradado para E1, que por sua vez
é oxidado para E3 (JUERGENS et al., 1999; SODRE et al., 2007). O 17BE2 é retratado como
0 mais ativo e abundante estrégeno natural, porém no rio Jaguaribe foi encontrado menores

niveis quando comparado com o 17aE2 (

Figura 38). Kinani et. al, (2008) relata que a presenga de 17aE2 em matriz ambiental é
forte indicativo de aporte de areas rurais destinadas a agropecuéria. Segundo HOFFMANN;
PINHO; SCHULER, (1997) 17aE2 € o estrogeno predominante nas fezes e urina de bovinos.

Os horménios sintéticos apresentaram comportamento mais significativo nas amostras
analisadas, representando £76% do total de estrogenos analisados. Em comparagdo com 0s
horménios naturais esse resultado pode ser justificado pela caracteristica de hidrofobicidade, e
consequente alta afinidade de sor¢do, uma vez que a maioria hormonios sintéticos possuem
Kow>4. Vérios estudos relatam que os estrégenos sao adsorvidos a particulas soélidas devido
aos seus significativos valores de Kow (ADEEL et.al., 2017; MATIC et.al, 2014; PAL et.al.,
2010). Outro fator relevante na discussdo da solubilidade dos hormonios estrogenos é o pH.
Shareef et.al. (2006) afirma que a solubilidade desses compostos é dependente pH, onde em
pH 10 a solubilidade é relativamente maior, porém em condi¢des de pH 4 e 7 permanece a
mesma. As condi¢des ambientais da area de estudo apresentaram pH de 6 e 7 (Figura 28),
assim confirma-se que esse fator ndo € interferente para a adsorcdo dos estrégenos nesse

estudo.

O MES foi 0 composto sintético que teve a maior abundancia no rio Jaguaribe, com
expressiva concentracdo na maioria dos pontos amostrados (Figura 38). Em conjunto com o
DES e EEZ2, esses foram 0s compostos mais representativos nessa pesquisa. O MES e EE2 séo

0s estrogenos sintéticos mais utilizados em tratamentos hormonais, principalmente em
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anticoncepcionais (ARIS et.al., 2014; GHISELLI e JARDIM, 2007; ZHANG et.al., 2009).
Além disso, sdo mais resistentes a degradacdo e assim tem maior probabilidade de serem
determinados em amostras ambientais (FROEHNER et al., 2012). O DES que era comumente
usado para prevenir aborto espontaneo em 1948 a 1971 (GHISELLI e JARDIM, 2007),
atualmente tem seu uso restrito em muitos paises, devido a efeitos prejudiciais a saude
humana (BLATT et al., 2003). J& o DIE que foi o estrogeno sintético com menor abundéncia
¢ geralmente usado como creme em tratamentos dos sintomas da menopausa e pos-
menopausa (HEALTH SCIENCES DESCRIPTORS, 2017).

Figura 38 — Concentragdes individuais dos hormonios estrogenos sintéticos e naturais.
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Fonte: Autora

A presenca de horménios estrogenos no ambiente denuncia a presen¢a de algumas

fontes de contribuicdo passiveis de causar contaminagcdo ambiental, tais como: o aporte de
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esgoto doméstico, lancamento de residuos provenientes de atividades como criagdo e manejo

animal (pecuaria/aquicultura/carcinicultura) e agricultura.

Os estrogenos naturais sdo produzidos no organismo humano e excretados nas fezes
e/ou urina diariamente, sendo assim langados constantemente ao ambiente. Lintelmann et al.,
(2003) relata que uma mulher gravida excreta cerca de 2 a 20 pg/dia E1, 3 a 65 pg/dia E3, e
0,3 a 5 pg/dia 17BE2. Em outros estudos se declara que homens excretam, em pg/dia,
aproximadamente 3,9 de El, 1,5 de E3, 1,6 de 17BE2, enquanto mulheres em menstruagao
excretam 8,0 de E1, 4,8 de E3, 3,5 de 17BE2 e mulheres em gestagdo 600 de E1, 6000 de E3,
259 de 17BE2 (JOHNSON, BELFROID E DI CORCIA, 2000; YING, KOOKANA E RU,
2002; JOHNSON E WILLIAMS, 2004). Os estrogenos sintéticos sdo apenas expelidos por
organismos submetidos a préaticas de tratamentos hormonais. Adeel et.al. (2017) explica que a
populacdo humana do mundo, que tem cerca de 7 bilhdes de pessoas adiciona

aproximadamente 700 kg/ano de EE2 em matrizes ambientais.

Outra importante fonte de hormonios estrogenos é atividade de criacdo animal (aves,
gados, porcos). Essa contribuicdo é considerada de alta relevancia uma vez que a criacdo e
manejo animal estdo intrinsecamente ligados a producdo de alimentos, por exemplo, a
indUstria pecudria leiteira ja teve como pratica 0 uso de uma variedade de hormdnios
reguladores para aumentar as taxas de crescimento do gado (ADEEL et al., 2017). Com isso,
pode se mencionar que além da producdo natural do organismo de animais vivos, ha ainda a
eliminacdo de compostos estrégenos advinda da utilizacdo de farmacos aplicados em préticas
veterinarias (COLUCCI, BORK E TOPP, 2001; ZHENG, 2008). Gadd et al (2010) explica
que EE2 é usado para melhorar a produtividade da atividade de criacdo de animais (por
exemplo, aves) e Hanselman et al. (2003) afirma que na urina de porco e galinha ha excrecédo
de aE2 e E1. A excrecdo de estrogénios por animais ocorre pela urina e fezes, sendo que
apenas pelas fezes os compostos sdo expelidos na forma ativa biologicamente (LARSSON et
al., 1999). Bovinos excretam o0s estrogénios principalmente pelas fezes, enquanto suinos, pela
urina (KHANAL et al., 2006). A excrecdo fecal e urinéria de bovinos e suinos varia de 0,1 a
160 mg/dia (RAMAN et al., 2004).

Ainda ha como fonte, o uso do esterco animal ou lodo da estacdo de tratamento como
adubo e fertilizante de solo em areas de cultivo agricola (ORLANDO et al., 2004). De acordo

com Raman et al. (2004), a contaminagdo ambiental por hormonios, oriundo de estacdes de
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tratamento e armazenamento de esterco animal, é negligenciado em razdo das transformacdes
fisicas, quimicas e bioldgicas que ocorrem, tais como: diluicdo pela chuva e degradacgédo

aerobica, que podem alterar as concentracdes disponibilizada.

Explorando a area de estudo em campo, foi possivel perceber ao longo das margens do
rio Jaguaribe a presenca de pequenos currais, criacdo de vacas leiteiras (com pequeno nimero
de animais). Foi identificado muito rastros de fezes animais, pegadas e também presenca
isoladas de animais (bodes e bovinos). Também foi visto pequenas planta¢cdes de milho e
arroz em alguns pontos distintos. De acordo com Pereira e Cuellar (2015) o baixo Jaguaribe é
marcado pela existéncia da agricultura familiar baseada em lavouras temporarias como o
milho, o feijdo e a mandioca. Além desses usos, foi visualizado em todo curso do rio (médio
e baixo Jaguaribe) presenca macica de fazendas de camarao, tanto em plena atividade quanto
desativadas. Segundo Soares et al. (2007) houve um densa ocupacdo no rio Jaguaribe pela
atividade de carcinicultura, de 1999 a 2002 o crescimento foi de 22% e de 2002 a 2005 foi de
54%, havendo assim um ganho de 767,46ha de novos empreendimentos nesse periodo total.
Diante do exposto, afirma-se que ha presenca de muitas fontes de contribuicdo dos hormdnios

estrdgenos na area de estudo.

Apesar de ndo haver na literatura ou na legislacao limites estabelecidos para classificar
se ha ou ndo contaminacdo quanto os horménios estrogenos, naturais e sintéticos, em matrizes
ambientais, pode-se comparar com as concentracdes estabelecidas em outros estudos (Tabela
18). Com isso, observou-se que os sedimentos superficiais do rio Jaguaribe apresentam fortes
indicativos de contaminacdo, pelo motivo de ter niveis mais altos do que os encontrados em
outros lugares. O resultado encontrado esta compativel com a situacdo precaria de saneamento

ambiental do Nordeste brasileiro.

Tabela 18 - Concentra¢des dos hormonios estrdgenos no presente trabalho, em outros locais (Brasil e mundo).

Local _ ) Eai « Referénci
oca Hormbnios estrégenas aixa de concentracédo (ng/g) eferéncia
El <LD - 89,90
a-E2 1,28 — 226,77
. . ) , , p
Rio Jaguaribe - Ceara resente estudo
B-E2 1,28 — 29,03

E3 91,47 - 1011,88
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DES 16,72 — 593,76
DIE 4,39 -121,41
MES 53,65 — 1960,98
EE2 69,70 — 609,71
El 187.39
a-E2 1.36
B-E2 52.82 :
Rio Pacoti/ Ceara leg]f Gntel etal.
EE2 70.28 (2016)
DES 453.69
E3 34.68
El <2,5-42,18
Rio Iguagu / Parana
B-E2 <2,5-1379 Machado (2010)
EE2 <3,0 - 36,60
El nd - 0.96
Estudrio ltacorubi /g ¢ nd - 39.77 Froehner et al., 2012
Santa Catarina
EE2 nd - 129.75
El 02-1,2
Sydney /Australia B-E2 0,2-25 Braga et al 2005
EE2 <0,05-0,5
El nd-74
B-E2 nd - 2,4
Baia Xiamen / China Zhang et al., 2009
EE2 nd-2,2
DES nd- 8,8

Fonte: Autora

Assim como para a classe de Esterois, nessa se¢do da pesquisa também foi realizada

uma analise multivariada (AF/PCA) a fim de conhecer a associagdo das variaveis

quantificadas. Entdo, na analise os dados primarios foram reordenados apresentando a

necessidade de 3 fatores com rotagdo varimax para justificar adequadamente o uso desse
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tratamento, que explicou 71,64% da variancia total. Na Tabela 19 e Figura 39 estdo

apresentados os valores adquiridos para cada variavel e fator.

Tabela 19 - Valores obtidos por FA/PCA usando dados de horménios e caracteristicas dos sedimentos

superficiais do rio Jaguaribe (fator de corte > 0,70).

Variavel analisada F1 F2 F3
Cascalho -0,31 0,11 -0,70
Areia -0,14 -0,95 0,01
Finos 0,24 0,88 0,23
CaCo3 0,15 0,87 0,12
MO 0,88 0,46 0,03
AH 0,95 0,25 -0,04
AF 0,98 0,06 -0,02
CN 0,71 -0,15 0,22
DES 0,44 0,39 0,71
DIE 0,89 -0,13 0,03
MES 0,16 0,30 0,72
EE2 0,07 0,38 0,74
17aB2 -0,04 0,17 0,81
17bB2 -0,32  -0,09 0,81
El -0,27 0,79 0,39
E3 -0,15 0,70 -0,17
Variancia Total (%) 34,38 21,34 15,92
Variancia acumulada (%) 34,38 55,72 71,64

*Qs valores destacados indicam as correlagdes mais fortes.

Figura 39 - Plot tridimensional da AF/PCA usando dados esterdis e caracteristicas dos sedimentos
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Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2 vs. Factor 3
Rotation: Varimax raw
Extraction: Principal components
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O primeiro fator (F1) explicou 34,38% da variancia total (Tabela 19) e foi carregado
positivamente com DIE, com a matéria orgéanica e suas fragdes (AF, AH, CN) (Figura 39).
Com isso, os valores positivos para F1 pode ser associado com contaminacdo pelo aporte de
horménios sintéticos. O segundo fator (F2) explicou 21,34% da variancia total (Tabela 19) e
foi carregado positivamente com Finos, CaCO3, E1 e E3 (Figura 39), resultando que valores
positivos para esse fator tem associagcdo com aporte de hormdnios naturais. O terceiro fator
(F3) explicou 15,92% (Tabela 19) e carregou positivamente os estrogénios sintéticos, DES,
MES, EE2 ¢ os naturais 17aE2 ¢ 17BE2 (Figura 39) apresentando assim que valores positivos

para o F3 tem contaminacgdo mista (naturais e sintéticos) de contaminac&o.

Os pontos PJ9, PJ12 e PJ14 foram carregados positivamente para F1 (Figura 40ab)
sendo assim associado com contaminagcdo mais expressiva por estrogenos sintéticos. Para F2
0s pontos amostrais PJ1, PJ2, PJ5, PJ9, PJ14 tem predominéncia de aporte de horménios
naturais (Figura 40a). Enquanto PJ3, PJ4, PJ5, PJ7, PJ9, PJ10, PJ11, PJ13, PJ14 apresentaram
associagcdo com contaminagdo mista (Figura 40b). Como resultado desse tratamento é a
possivel afirmar que os pontos PJ9 e PJ14 sdo expressivamente influenciados por todos os
horménios estrogenos quantificados. No caso do PJ9 isso pode ser integrado a condicdo de

estar localizado préoximo a um canal de lancamento de uma fazenda de carcinicultura e
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proximo h& uma pequena comunidade de casas. O PJ14 fica bem proximo a uma cidade

pequena (distrito de Aracati) e também tem fazendas de carcinicultura nas proximidades

Figura 40 - Score das componentes principais (Fator 1 x Fator 2; Fator 1 x Fator 3) usando dados hormdnios
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8.5.2. Testemunhos

A porcentagem individual dos Horménios estrogenos no TJ1 indica que o EE2 é o
composto mais abundante no mesmo, com 37,65% do total de estrogénios analisados,
seguido do DES com 24,61% e E3 com 27,30 % (Figura 41).

O EE2 e DES sdo Hormdnios estrogenos sintéticos comumente usados em pilulas
anticoncepcionais e em tratamentos hormonais, entdo o cenario encontrado pode sugerir
aporte de esgoto doméstico no rio Jaguaribe. J& 0 E3 é um hormonio natural com menor poder
estrogénico e € amplamente produzido por mulheres gravidas, além disso, é resultado da
oxidacdo de E1. Para o TJ2 (Figura 41) o EE2 também apresentou abundancia dentre os
outros Horménios estrégenos estudados com 29,23%, e foi seguido do E3 (23,38%) e MES
(23,28%).

Figura 41 - Porcentagem individual dos Horménios estrogenos no testemunhol e 2
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O perfil de distribuicdo de horménios estrégenos nos TJ1 e TJ2 estd apresentado nas
Figura 42 e Figura 43. Os estrogénios naturais, 17aE2 e E3, no TJ1 apresentaram maiores
concentracdes nas camadas superiores, de 15cm, 10cm e 5¢cm, datadas em 1977, 1992 e 2002,
respectivamente (Figura 42A). O 17aE2 é um hormoénio presente em fezes e urina de bovinos,
assim é usado como indicativo de contaminacdo oriunda de &reas usadas para criagdo de
animais (KINANI et al., 2008; NOPPE, 2006). Em 1992 e 2002 0 posto pluviométrico da
FUNCEME alocado em Itai¢aba registrou chuvas de 733mm e 1072mm, para 0s respectivos
anos. Diante disso, se confirma a presenca de atividades agropecuarias e prever que 0
escoamento pluvial que percola por essas areas esteja contribuindo para o aporte de 170E2 na
area estudada. No TJ2 a fracdo referente aos 20cm de profundidade foi a que apresentou 0s
maiores niveis para o 17aE2 e essa camada foi datada para 1990 (Figura 43A). O topo desse
testemunho, a camada de 10cm, teve predominancia do E1 e E3 (Figura 43A), e esses séo
excretados pelo corpo humano (Adeel et al.,2017). Isso comprova que a regido onde foi

coletado o TJ2 sofre influéncia da ocupacao urbana, sendo destino final de esgotos.

Na avaliacdo do comportamento do 17BE2, foram constatadas as menores
concentracdes em ambos os testemunhos. A alternancia entre as concentragdes do 17pE2 e E1
no TJ1, corrobora com a caracteristica de que 17BE2 ¢ facilmente oxidado a E1 (JOSS et al.,
2004; LOPES et al., 2010). O valor mais alto para 17BE2 foi na porc¢do de 15cm e para E1 foi
na camada de 5cm (Figura 42A). JA no TJ2 o E1 apresentou as maiores concentracdes em
relacdo ao 17PE2. Analisando todo o perfil do testemunho, apenas na camada de 40cm o
17BE2 ultrapassou o E1, 17BE2 com 65,70 (ng/g) e E1 com 12,15 (ng/g) (Figura 43A).
Lintelmann et al., (2003) relata que a degradacdo dos hormonios naturais ocorre nas seguintes
condigdes: elevada carga de nutrientes e oxigénio dissolvido. A camada de 40 cm representa
aproximadamente o ano de 1957, nesse periodo, de acordo com Pereira e Cuellar (2015), foi
registrada uma intensa seca na regido nordeste. Esse fato afetou a dinamica do rio Jaguaribe,

justificando a baixa capacidade de oxidagdo de um composto para o outro.

Os hormonios sintéticos mostraram um comportamento mais desordenado ao longo
dos testemunhos, variando entre <LD — 308,37 (ng/g) no TJ1 e 5,76 — 376,58 no TJ2. Esses
compostos sdo mais resistentes a degradacdo microbioldgica (FROEHNER et al., 2012; ZUO
et al., 2013), e assim permanecem mais tempo no ambiente. Nos dois testemunhos o DIE teve
com as menores concentracdes e foi o Unico que apresentou a classica distribuicdo de na

camada mais proxima a superficie ter os maiores niveis, no TJ1 na fracdo de 5cm (datado para
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2002) teve valor de 25,24 (ng/g) e TJ2 na fracdo dos 10cm (datado para 2003) teve
72,18(ng/g). O DIE vem sendo mais comumente usado em cremes para tratamentos em
mulheres na menopausa (HEALTH SCIENCES DESCRIPTORS, 2017), por isso esse
composto mostrou presenca para os periodos de 2002-2003. Em ambos 0s testemunhos o
MES, DES, EE2, foram bem representativos, assim como no sedimento superficial. Esse fato
é justificavel ao considerar que o0s estrogenos sintéticos sdo comumente usados em
tratamentos hormonais para humanos e animais (ARIS et.al., 2014; ZHANG et.al., 2009). No
TJ1 o EE2 foi 0 mais abundante, com concentracdes maximas de 308,37(ng/g) na fracédo de
10cm, essa camada foi datada para o periodo de 1992 (Figura 42B). Esse periodo corrobora
com o fato da carcinicultura no rio Jaguaribe ter comecgado no fim da década de 80 (GODOY,
2011). Além disso, o ponto de coleta desse testemunho é proximo a uma fazenda de criacao
de camardo. Diante dessas informacdes, pode-se inferir que ha influéncia dessa atividade na
regido. Na camada mais superficial (10cm) do TJ2 também foi constatado a maior
concentracdo desse furo, que é referente ao EE2 com valor de 376,58 (ng/g) (Figura 43B).
Nas camadas de 20cm (datada em 1990) houve dominancia do DES (141,01 ng/g) e MES
(257,06 ng/g) (Figura 43B). A camada de 30cm (datada em 1977) foi marcado pela presenca
de EE2 e MES. O TJ2 esta localizado proximo ao municipio de Fortim e tem pontos ocupados

pela carcinicultura, provavelmente esses usos estdo lancando rejeitos no rio Jaguaribe.

Figura 42- Gréaficos mostrando a distribui¢do dos horménios estrégenos no testemunhol.
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Figura 43- Gréficos mostrando a distribui¢do dos horménios estrégenos no testemunho 2.
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8.6. Fatores dependentes para a distribuicdo de Esterdis e Hormonios estrogenos

Para um diagnostico efetivo da qualidade ambiental de um ecossistema, é necessario

guantificar contaminantes e relaciona-los com as condi¢des fisico-quimicas da matriz

avaliada, a fim de conhecer a dependéncia entre os mesmos. A mobilidade de contaminantes

organicos nos ecossistemas aquaticos ocorre pela associacdo aos so6lidos suspenso ou pela

dissolucdo em agua (PAN; YOU, 2010). Essa associacdo também é resultante da frequéncia e

quantidade despejada no ambiente e condi¢des climaticas.

Com o intuito de verificar a contribuicdo das fracGes organica e inorganica dos

sedimentos para a distribuicdo dos compostos no rio Jaguaribe foi realizado a correlagéo

estatistica de spearman, listada na Tabela 20.

Tabela 20 - Correlacdo ndo linear de Spearman (p<0,10) para dependéncia dos compostos no rio Jaguaribe
(Sedimento superficial e testemunhos).
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Parametros inorganicos

Parametros organicos

Compostos Cascalho  Areia Finos CaCoO3 MO AH AF CN
SUPERFICIAL
CoP -0,64 - 0,47 - 0,46 - 0,53 0,52
COL -0,48 - - - 0,48 - 0,52 0,58
COLN - - - - 0,61 0,53 0,71 -
ERG - - - - - - - -
ESTIG - - - - - - - -
B-SITO -0,46 - 0,54 - 0,54 0,53 0,51 -
DES - - - - 0,49 - - -
DIE - - - - - - - -
MES -0,51 - - - - - - -
EE2 - - 0,57 - 0,70 0,68 0,67 -
17aE2 -0,47 - - - - - - 0,61
17bE2 - - - - - - - -
El - - - - - - - -
E3 - - - - - - - -
TESTEMUNHO 1
CoP - 0,95 0,95 - - - 0,57
COoL - 0,53 0,53 0,68 0,52 - -
COLN - 0,68 0,68 0,54 - - 0,55
ERG - 0,77 0,77 0,65 0,55 - 0,64
ESTIG - 0,57 0,57 - 0,58 - -
B-SITO - 0,76 0,76 0,67 0,63 - 0,59
DES - - - - 0,56 - 0,68
DIE - - - - - - -
MES - - - - - - 0,58
EE2 - - - 0,60 0,53 - 0,52
17aE2 - - - - - - -
17bE2 0,56 - - - - - -
El - - - - - 0,60 -
E3 - 0,57 0,57 - - - -
TESTEMUNHO 2
CoP - - - - - - -
COoL - 0,85 - 0,79 0,66 0,65 0,79
COLN - 0,84 - 0,75 0,57 0,66 -
ERG - 0,65 - 0,62 0,77 0,76 0,69
ESTIG - 0,82 - 0,69 0,68 0,65 0,89
B-SITO - 0,87 - 0,68 0,69 0,62 0,77
DES - - - - - - -
DIE - 0,66 - - - - -
MES - - - - - - -
EE2 - - - - - - -
17aE2 - - - - - - -

17bE2
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E1 - - - - - - 0,60
E3 - - - - - 0,56 -

Na Tabela 20 foi observado que no sedimento superficial os esterdis apresentaram
correlacdo significativa com MO, AF e CN. Ja para os hormonios estrégenos, apenas o EE2
teve correlacdo com MO, AH e AF. Em ambas as classes ndo houve relacdo de dependéncia
com o0s parametros inorganicos. No Testemunho 1 e 2 0s esterOis tiveram correlacdo
significativa para a areia, CaCO3, MO, AH e AF. Enquanto que os hormdnios néo
apresentaram dependéncia com tais parametros. Consequentemente, constata-se que ndo ha
uma relacéo de dependéncia bem estabelecida entre as fragdes constituintes do sedimento com
as classes de compostos analisados. Assim, a distribuicdo espaco-temporal encontrada para 0s
esterdis e hormonios estrégenos no rio Jaguaribe pode ter maior relagdo com a proximidade
da fonte de langcamento do que propriamente com os parametros fisico-quimicos do

sedimento.

8.7. Ecotoxicologia
8.7.1. Teste de toxicidade de efeito agudo - ISA

Os valores de pH e salinidade para inicio e fim do experimento realizado com as
amostras do rio Jaguaribe, variaram de 6 a 7 para pH e 30 a 35 para salinidade (Apéndice H),
e assim ndo demonstraram diferenca significativa no periodo de execucdo do ensaio,
garantindo que esses parametros ndo foram determinantes para taxa de mortalidade dos

organismos.

O teste de ISA, propriamente dito, mostrou que nos pontos PJ1, PJ2, PJ4, PJ7, PJ9,
PJ12, PJ14 a sobrevivéncia dos misidaceos foi reduzida significativamente em relacdo ao
sedimento controle, variando de 0 a 26% (Figura 44). As amostras do PJ1 e PJ2 finalizaram o
ensaio sem organismos vivos. Esses pontos estavam com volume de dgua bastante reduzido
durante a coleta isso pode ter ocasionado o acimulo de poluentes que provavelmente afetaram
0S organismos expostos. Além disso, em campo ao rio Jaguaribe foi notado uma grande

quantidade de biofilme (lodo espesso) na superficie de fundo e nas margens do rio, esse
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material pode gerar condi¢cOes adversas aos Mysidopsis juniae. A situagdo de toxicidade
encontrada para as amostras do PJ9, PJ12 e PJ14 nesse ensaio, com sobrevivéncia de + 26%,
13% e 26%, respectivamente (Figura 44), corresponde com o resultado obtido na avaliacédo de
contaminantes, onde tais pontos foram considerados contaminados com presenca de
hormdnios estrogenos sintéticos. Outro fator preponderante que rege tais pontos classificados
como toxicos nesse ensaio, € 0 Uso e ocupacdo da &rea proxima. Em visita de campo e pela
analise por imagem de satélite foi verificado presenca de fazendas de carcinicultura nas
proximidades dos mesmos. De acordo com Carballeira et al. (2012) os descartes do processo
de cultivo de organismos aquéticos sdo abundantes em compostos de diversas classes. Dentre
essa gama de compostos é comum encontrar produtos farmacéuticos (Henry et al., 2004), e

nessa classe se encaixam os horménios estrégenos.

Figura 44 — Porcentagem de sobrevivéncia (média + desvio padrao) dos organismos (M. juniae) expostos a
amostras de sedimento superficial do rio Jaguaribe
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8.7.2.  Teste de toxicidade de efeito cronico em sedimento integral com Nitocra sp.
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Durante o teste com Nitocra sp. 0s parametros fisico-quimicos, OD, salinidade e pH,
tiveram niveis considerados aceitaveis de acordo com o Lotufo e Abessa (2002), ou seja, pH
< 7,0; salinidade entre 5 e 30; OD < 3 mg/L; temperatura de 25 °C (+ 2). Os valores para tais
parametros do ensaio executado estdo sumarizado no apéndice I. A salinidade inicial variou
de 15 a 17 e a final de 15 a 18. Os niveis de OD no inicio do experimento variou de 2,1 a
4,1(mg/L) e o final entre 3,0 e 6,5(mg/L). O pH inicial ficou de 7,2 a 7,6 e o final entre 6,3 a
7,18. A temperatura manteve-se constante a 24+2°C.

O lote de Nitocra sp. usados no teste de sedimento integral tinham sensibilidade de
acordo com os limites aceitaveis, seguindo a carta-controle da sensibilidade dos copépodos
cultivados no NEPEA/UNESP.

Para legitimar o ensaio seguiram-se as orientacGes de Lotufo e Abessa (2002) que
relatam ndo haver nuimero limite de jovens (fecundidade) que valide o teste, porém é
necessario que haja reproducdo nas amostras controles. Os autores afirmam que uma fémea
ovada exposta ao sedimento controle, por 10 dias, pode chegar a produzir 39,6+10,8
copepoditos e nauplios. Como o sedimento controle do ensaio executado nesta pesquisa teve
média de reproducéo de 33,3 jovens por fémea em 7 dias, considera-se esse valor dentro da
faixa adequada de reproducéo.

O numero médio de individuos da prole variou entre 2,90+1,16 (PJ12) a 32,4+0,78
(PJ7) de jovens (copepodito + nauplio) por fémeas, sendo a maior parte dos pontos amostrais
classificados como toxicos pertencentes a zona estuarina, que € a regido de maior uso e
ocupacdo da area estudada. Na Figura 45 esta mostrado que os pontos amostrais PJ1, PJ3,
PJ9, PJ10, PJ12, PJ13, PJ14 foram considerados tdxicos para os organismos testados quando
comparados ao sedimento controle. Tal conjuntura corrobora com a situacdo diagnosticada
tanto na fase de quantificacdo dos esterdis e hormdnios estrogenos quanto no ensaio de ISA
com misidaceo. Em ambas as analises os pontos PJ9, PJ12 e PJ14 também foram classificados
como contaminados por estrogenos sintéticos e toxicos. O PJ1 e PJ3 ndo foram classificados
como contaminado pelos compostos analisados neste trabalho. Com isso, se destaca a
dificuldade de garantir que algum contaminante especifico seja o causador absoluto dos
efeitos encontrados em um ambiente com indmeros fatores de influencias antropicas. Essa
realidade foi constatada por Thompson et al. (1999), os quais verificaram que inimeras causas
podem explicar a situacdo de toxicidade de um ambiente, como por exemplo: apenas um
contaminante em alta concentracdo pode causar efeito, ou diferentes contaminantes interagindo

entre si (mesmo que em baixas concentracdes), ou até misturas de compostos com os fatores
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naturais. Sendo assim, todas essas possibilidades podem ocorrer no rio Jaguaribe e ser as causas

do efeito toxico obtido.

Figura 45 - Prole de copépodos Nitocra sp. (média + desvio padrdo) expostos a amostras de sedimento
superficial do rio Jaguaribe
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* Amostras que tiveram diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

Para haver uma melhor compreensdo da influéncia dos contaminantes analisados nos
testes ecotoxicoldgico, foi realizada uma analise de correlacdo linear (correlacdo de Pearson;
p<0,05) a fim de averiguar a dependéncia entre esterdis, hormdnios estrégenos sintéticos e
naturais e os testes toxicoldgicos (agudo e crénico). O resultado mostrou que os hormonios
estrogenos sintéticos apresentam correlacdo para ambos os testes, r = 0,30 para correlacéo
entre Y hormonios sintéticos e teste agudo (misidaceos) e 0,60 hormonios sintéticos e teste
crénico (copepodo). O Yesterois teve correlagao de 0,08 com o teste agudo. Com esses
resultados observa-se uma forte influéncia da presenca dos hormdnios estrdégenos sintéticos

com a qualidade ambiental do ecossistema avaliado.

8.7.3. Contaminacéo de sedimentos (Spiked) e ensaio com Nitocra sp.
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Durante o ensaio de exposi¢cdo do Nitocra sp. ao sedimento contaminados com 0S
horménios sintéticos os parametros fisico-quimicos tiveram uma variacao aceitavel de acordo
com o que é descrito por Lotufo e Abessa (2002). O pH variou entre 7,0 a 7,9, a salinidade de
15a17e 0D de 4,8a 7,6, entre inicio e fim do experimento (Apéndice J).

Para haver a garantia de que os efeitos obtidos fossem realmente dos compostos
analisados foi realizado o controle do solvente MeOH. Ao submeter os resultados aos
tratamentos estatisticos no teste post hoc de Bonferroni, foi conferido que a fecundidade dos
organismos expostos ao controle de MeOH néo teve diferenca significativa com a observada
nos organismos do controle de sedimento.

O ensaio realizado mostrou que as concentracdes dos horménios sintéticos analisadas
foram capazes de diminuir significativamente o nimero de prole, ou seja, sdo concentragdes
que causam efeito aos organismos testados (Figura 46). Apenas 0 EE2 que apresentou duas
concentragOes (1 ng/g e 2,5 ng/g) que nédo tiveram diferenga significativa. Dos compostos
avaliados o EE2 é Unico que tem alguns estudos que explicam seu comportamento téxico.
Como por exemplo, no estudo de Maranho et al. (2015a) foi observado inibicdo do
crescimento de um tipo de alga em concentragdes de 5,0 e 1,0(ng/g) de EE2. Scholz & Gutzeit
(2000), por sua vez, detectou consequéncias de inibicdo da produgdo de ovos de peixes apos
exposicdo ao EE2 a 10(ng/L). Maranho et al. (2015b) constatou que concentracdes de 10 a
100 (ng/g) de EE2 pode inferir efeito agudo em poliguetas.

Para o restante dos compostos, até o momento pouco Se conhece sobre seus
comportamentos de efeito nos organismos marinhos, por isso foi selecionado concentragdes
de valores baixos, como 1ng/g, até valores muito altos, de 100n/g, para a avaliacdo. Também
foi considerado as concentracBes determinadas na fase de identificacdo e quantificacdo dos
horménios estrogenos sintéticos nos sedimentos do rio Jaguaribe, que teve variacao de <LD a

1960(ng/g) entre os quatro sintéticos analisados.

Figura 46 - Prole de Nitocra sp. (média + desvio padrao) resultante a exposicdo de diferentes concentracfes dos
hormdnios estrogenos sintéticos.
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e solvente (p<0,05).

9. Integracéo dos resultados - Tabela de decisdo

Para integrar os dados de sedimentos superficiais foi utilizada a ferramenta de tabelas
de decisdo, onde se fez uma andlise em conjunto dos dados obtidos nas razGes diagnosticos
dos esterdis, as concentracbes do Y hormonios estrogenos e os testes ecotoxicologicos
(Tabela21).

Os resultados para determinacdo dos compostos quimicos, esterdis e horménios
estrdgenos, mostraram que em todas as amostras analisadas foram identificados e
guantificados tais compostos. Sendo que para as razdes diagnodsticas dos esterois, foi
observado que os pontos PJ2, PJ8 e PJ10 ndo possuem efeito significativo. Para a classe dos
hormdnios estrogenos foi detectado altos niveis em todas as amostras analisadas. Essa
situacdo pode ser claramente associada aos multiplos usos do rio Jaguaribe e pelos horménios
estrdgenos terem varias fontes de origem. Contudo os pontos PJ5, PJ9 e PJ14 foram os mais

expressivos quanto a presenca desses compostos.
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Em relacdo ao estudo ecotoxicolégico foi observado que na maioria dos pontos houve
efeitos adversos nos organismos testes expostos, assim pode-se supor que as classes de
contaminantes avaliadas nesse estudo sdo também causadores de danos ao ambiente.

No geral, os dados apresentados na Tabela de decisdo demonstram que em todos locais
amostrados hé alguma forma de alteracdo na qualidade dos sedimentos do rio Jaguaribe. Nos
pontos PJ1, PJ3, PJ4, PJ9, PJ11, PJ13, PJ14 foi diagnosticado efeito em todas as componentes
avaliadas, isso sugere que esses locais estdo avancados quanto a situacdo de contaminacao, ou

seja, ja sdo locais em degradacao.

Tabela 21 - Tabela integrativa com resultados sumarizados dos sedimentos superficiais do rio Jaguaribe

Amostra . Raz,éo_ Horménios Toxicologia Conclusdes possiveis
Diagnoéstico | estrogenos
PJ1 + + + Forte evidéncia de degradacao
PJ2 - + + Ha condigdes com potencial para causar degradacdo
PJ3 + + + Forte evidéncia de degradacao
PJ4 + + + Forte evidéncia de degradagéo
PJ5 + + - Ha condigdes com potencial para causar degradagao
PJ6 + + - Ha condicdes com potencial para causar degradacéo
PJ7 + + - Ha condigdes com potencial para causar degradacao
PJ8 - + - Ha condi¢des com potencial para causar degradagéo
PJ9 + + + Forte evidéncia de degradacéo
PJ10 - + + Hé condicBes com potencial para causar degradacéo
PJ11 + + - Ha condicdes com potencial para causar degradacgéo
PJ12 + + + Forte evidéncia de degradacéo
PJ13 + + + Forte evidéncia de degradagéo
PJ14 + + + Forte evidéncia de degradacéo
PJ15 + + - Ha condicBes com potencial para causar degradacéo

Fonte: Autora. Legenda: (+) Efeito e (-) Nao efeito

10. Conclusoes
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O método analitico testado foi satisfatorio para andlise de mdltiplos marcadores
organicos geoquimicos em sedimentos. Em complemento, o processo de clean up
mostrou-se eficiente na separacdo das fragdes propostas (HPAs, Agrotoxicos, esterdis
e hormdnios estrogenos), e assim foi possivel obter em uma Unica extracdo mais de

uma classe de compostos;

Os resultados quanto a situagdo de contaminacdo do rio Jaguaribe, indicam que a
qualidade dos sedimentos estdo alterados, sendo ocasionada por uma combinagédo de

fontes naturais e antropicas, convertendo-se em efeito toxico.

Apesar da contribuicdo discreta de COP nos sedimentos superficiais, a contaminacgéo
por esgoto ndo pode ser descartada, principalmente porque o COL e COLN também
evidenciaram o aporte desse substrato na area estudada. Com base, na avaliacéo final
realizada pela analise das razGes diagndsticas de esterdis, foi verificado que apenas as
amostras PJ2, PJ8 e PJ10 ndo apresentaram contaminacdo pela entrada de efluentes in

natura.

Para os testemunhos todas as razfes diagnoésticas classificaram o TJ1 como
contaminado para o aporte de esgotos. Ja o TJ2 ndo foi classificado como

contaminado para as razdes que relacionam apenas COP e COLN.

Os horménios sintéticos apresentaram comportamento mais significativo nas amostras
analisadas, tanto para os sedimentos superficiais quanto para os testemunhos. Sendo
que, nos superficiais 0 mais expressivo foi 0 MES, enquanto que nos testemunhos foi
0 EE2. Através da avaliacdo da area pelas concentracdes encontradas para essa classe
de compostos, foi possivel confirmar que as inUmeras atividades que usam e ocupam a
regido do rio Jaguaribe estdo destruindo sua qualidade ambiental. Essa realidade ja
traz consequéncias desastrosas para as questdes socioambientais, uma vez que o rio é
usado como fonte de renda e sobrevivéncia para muitas comunidades ao longo do seu

percurso.

Na analise de datacdo dos testemunhos foi estabelecido que a sedimentac¢do das fragdes

ocorreram no periodo de 1937 a 2002 para TJ1 e 1947 a 2003 para TJ2.

Nas avaliacOes ecotoxicoldgicas chegou-se a conclusdo de que os sedimentos da area de

estudo apresenta toxicidade aguda e cronica em alguns pontos, mais evidente na por¢ao
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estuarina da area. Os resultados ecotoxicoldgicos obtidos no presente estudo sugerem
que a resposta de toxicidade mostrada pelos organismos testados parece estar associada
com as areas onde existem fontes de contaminacdo para o sistema, indicando que
contribuicdes de esgotos e efluente advindos de atividades econémicas, como
carcinicultura. E os estrégenos sintéticos apresentaram alto desempenho de toxicidade,
onde apenas o EE2 nas concentrag¢des de 1 e 2,5 ng/g ndo foram tdxicos aos organismos

testados.
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APENDICES
Apéndice A - Tabela de Padrdes usados na otimizagdo do método de extracéo e clean up
Analytes Purity (%) CAS Source
Pesticide
Atrazine (ATRA) 97,3 1912-24-9
Cipermethrin (CIPER) 97,6 52315-07-8 Sigma-aldrich
Malathion (MALA) 99,0 121-75-5
Chlorpyrifos (CHLORP) 100 2921-88-2
Deltmethrin (DELT) 98,7 52918-63-5
Bifenthrin (BIFE) 99,6 82657-04-3
Cyfluthrin (CYFLU) 99,5 68359-37-5 AccuStandard
Ametryn (AMET) 100 834-12-8
Metolachlor (METO) 96,4 51218-45-2
Methyl parathion (MET PAR) 97,8 298-00-0
Permethrin (PERM) 99,6 52645-53-1
Propanil (PROP) 100 709-98-8
p-Terphenyl-d14 (Internal standard) 1718-51-0 Sigma-Aldrich
HPAs
Acenaphthene-d10 (ACE-d10) (Surrogate 97.7 15067-26-2
standard) )
Chrysene-d12 (CHRY-d12) (Surrogate standard) 99.9 1719-03-5 Sigma-Aldrich
Perylene-d12 (PERY-d12) (Surrogate standard) 99.9 1520-96-3
Phenanthrene-d10 (PHE-d10) (Surrogate standard) 994 1517-22-2
p-Terphenyl-d14 (Internal standard) 1718-51-0 Sigma-Aldrich
Sterols
Coprostanol (COP) >98 360-68-9
Cholesterol (CHOL) 97.7 57-88-5
Cholestanol (CHOLN) 99.6 80-97-7 Sigma-aldrich
Ergosterol (ERG) 97 57-87-4
Campesterol (CAM) 955 83-48-7
Stigmasterol (STIG) 99.9 83-46-5
Hormones
Estrone (E1) 99 53-16-7
17a - Estradiol (a - E2) 99 57-91-0 Absolute Standard, Inc
17B - Estradiol (B - E2) 97 00050-28-2
Estriol (E3) 97 00050-27-1
170, -Ethynylestradiol (EE2) 99.4 57-63-6
Diethylstilbestrol (DES) 99.9 56-53-1 Sigma-Aldrich
Dienestrol (DIE) 98.1 84-17-3
Mestranol (MES) 99.5 72-33-3
Sa - Colestane (Internal standard) 99.9 481-21-0 Sigma - Aldrich
Estrone- 2,4d2 (Surrogate standard) >99 350820-16-5 CDN lIsotopes
Androstanol (Surrogate standard) >97.5 1224-92-6 Sigma - Aldrich



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1718-51-0&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1718-51-0&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=360-68-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1224-92-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product

Apéndice B - Parametros medidos em campo

pH |[Salinidade
PJ1 6 0
PJ2 6 0
PJ3 6 0
PJ4 6 0
PJ5 6 0
PJ6 6 0
PJ7 6 0
PJ8 6 0
PJ9/
TJ1 ! 0
PJ10 20
PJ11 25
PJ12 28
W
PJ14 38
PJ15 35

Apéndice C - Concentracbes Esterois sedimento superficial

Concentracgdes (ng/g)

Amostra COoP COL COLN ERG ESTIG B-SITO T(Ets;is
PJ1 15,04 4,90 1,37 609,42 26,34 5,50 662,57
PJ2 22,72 24,85 141,16 39,28 433,06 3,76 664,82
PJ3 16,29 2,19 1,27 64,90 509,07 17,31 611,02
PJ4 41,67 145,86 53,72 41,57 1502,28 27,64 1812,76
PJ5 18,72 99,21 36,13 197,42 1043,19 61,03 1455,69
PJ6 2,23 1,47 1,49 0,21 1,44 0,45 7,29
PJ7 14,33 19,02 2,73 116,40 468,62 8,63 629,73
PJ8 35,53 1323,35 94,49 422,53 1022,46 626,79 3525,15
PJ9 70,64 43,01 24,78 74,23 251,76 36,46 500,87
PJ10 39,59 417,16 138,65 196,29 1345,91 43,07 2180,67
PJ11 54,49 297,68 36,13 277,00 703,00 25,13 1393,44
PJ12 4,90 1129,90 2,19 145,86 99,21 1,47 1383,52
PJ13 42,72 299,86 88,30 83,20 936,92 30,53 1481,52
PJ14 475,07 1187,00 798,18 754,44 960,59 856,12 5031,40
PJ15 51,66 323,85 47,35 280,40 1120,96 31,73 1855,95

139



Continuacdo — Apéndice C

140

Razdes diagnosticos
Amostra COP/(COP + COLN) COP/COL  COP/COLN  COP/(COLN + COL)
PJ1 0,92 3,07 10,99 2,40
PJ2 0,14 0,91 0,16 0,14
PJ3 0,93 7,44 12,79 4,70
PJ4 0,44 0,29 0,78 0,21
PJ5 0,34 0,19 0,52 0,14
PJ6 0,60 1,51 1,50 0,75
PJ7 0,84 0,75 5,24 0,66
PJ8 0,27 0,03 0,38 0,03
PJ9 0,74 1,64 2,85 1,04
PJ10 0,22 0,09 0,29 0,07
PJ11 0,60 0,18 1,51 0,16
PJ12 0,69 0,00 2,24 0,00
PJ13 0,33 0,14 0,48 0,11
PJ14 0,37 0,40 0,60 0,24
PJ15 0,52 0,16 1,09 0,14
Apéndice D - Concentragdes hormonios sedimento superficial
Concentracgdes (ng/g)

Amostra  DES DIE MES EE2 17aE2  17bE2 El E3
PJ1 267,31 17,81 65,82 112,25 66,45 5,48 58,68  1011,88
PJ2 58,89 2,68 210,80 173,19 3,39 3,39 18,14 92,82
PJ3 327,74 5,66 1787,00 102,00 108,05 14,16 2751 120,32
PJ4 312,27 23,00 133,85 138,47 129,95 18,08 3393 261,33
PJ5 558,34 27,91 1785,19 609,71 175,28 18,00 89,92 291,26
PJ6 406,00 0,00 257,74 69,70 138,26 10,82 8,05 350,08
PJ7 291,53 4,68 1797,35 63,04 65,52 25,45 0,00 91,47
PJ8 16,72 1,20 53,65 198,54 1,28 1,28 1,99 93,73
PJ9 593,76 15,89 1960,98 162,01 126,77 9,36 76,85 960,98
PJ10 37492 10,81 1612,52 116,98 133,10 29,03 81,28 168,85
PJ11 287,08 9,82 268,40 97,92 150,31 11,89 4548 217,34
PJ12 557,64 121,41 1176,86 204,84 65,90 2,65 0,00 152,52
PJ13 200,92 4,39 1232,33 524,21 226,00 15,17 0,00 141,54
PJ14 556,95 23,94 1657,58 240,42 203,54 19,29 49,51 273,09
PJ15 225,19 10,07 217,70 97,05 142,02 8,35 25,76 203,07




Apéndice E - Caracterizagdao da composi¢do quimica dos testemunhos do rio Jaguaribe

Fonte: Autora

Fracdes dos

Testemunhos MO(%0)  CO(%)  AH (%)  AF (%)
TJ1 05cm 2,96 1,72 0,03 0,15
TJ1 10cm 2,39 1,38 0,04 0,02
TJ1 15cm 4,91 2,84 0,20 0,16
TJ1 20cm 511 2,96 0,14 0,13
TJ1 25cm 5,38 3,12 0,23 0,18
TJ1 30cm 2,03 1,18 0,05 0,04
TJ1 35cm 0,95 0,55 0,03 0,02
TJ1 40cm 0,65 0,38 0,00 0,01
TJ1 45cm 5,48 3,18 0,11 0,11

. Tastem 347 201 006 004
TJ2 10cm ND ND ND ND
TJ2 15cm 0,51 0,30 0,02 0,06
TJ2 20cm 2,08 1,21 0,08 0,14
TJ2 25¢cm 1,90 1,11 0,02 0,13
TJ2 30cm 1,46 0,85 0,02 0,13
TJ2 35¢cm 1,48 0,86 0,06 0,12
TJ2 40cm 1,76 1,02 0,06 0,06
TJ2 45¢cm 0,69 0,40 0,02 0,02
TJ2 50cm 0,42 0,24 0,01 0,03
TJ2 55cm 0,42 0,25 0,01 0,03

Apéndice F — Concentragdes (ng/g) esterdis e hormoénios estrégenos no testemunho 1 - TJ1
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HORMONIOS ESTROGENOS

Prof.

(cm) DES DIE MES EE2 17aE2 17bE2 E1l E3
5 129,25 25,24 124,87 210,25 37,13 4,76 228,86 332,65
10 ND 15,26 10,54 308,37 29,35 30,13 20,78 321,75
15 176,12 5,34 74,90 90,43 6,41 46,78 15,84 484,45
20 17,88 6,77 23,70 239,81 29,79 0,22 5,91 65,59
25 11327 0,50 49,30 195,11 35,20 11,11 29,81 38,38
30 52,21 8,15 16,62 78,21 40,46 6,74 73,11 20,47
35 65,06 10,47 23,85 110,87 55,09 23,30 85,62 29,75
40 4374 2,00 53,64 178,39 12,28 9,44 21,28 86,50
45 166,11 7,90 36,26 211,74 15,09 1,00 12,46 26,20
50 50,61 17,79 44,70 125,41 16,12 3,80 2,23 89,91
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ESTEROIS

?gr%'; COP COL COLTAN ERG ESTIG B-SITO
5 129,89 90,13 123,70 224,82 227,09 193,57
10 111,75 148,66 110,83 164,38 343,73 413,82
15 97,34 1334 26,07 33,81 142,83 108,21
20 8545 14,46 9,58 79,07 6,51 88,80
25 68,11 10,44 34,85 51,16 214,34 77,81
30 7330 9,83 10,20 7,92 95,99 37,51
35 56,70 14,89 15,53 7,39 92,09 49,25
40 3545 7,84 0,00 7,98 50,25 13,88
45 40,88 16,95 413 19,72 33,35 118,14
50 4327 16,91 27,49 43,11 192,27 58,80

Apéndice G — Concentracdes (ng/g) esterdis e hormonios estrégenos no testemunho?2 - TJ2

F(’Crr?]‘;' HORMONIOS ESTROGENOS

DES DIE MES EE2 17aE2 17bE2 E1l E3
10 33,10 72,18 35,91 376,58 100,92 15,08 254,14 273,25
15 62,33 13,08 11,76 75,45 4,79 9,76 57,59 109,22
20 141,01 9,76 257,06 43,58 216,85 21,49 29,19 58,98
25 9,09 4,93 15,05 58,21 7,74 2,79 103,17 54,77
30 9,06 2,28 267,69 272,20 26,41 3,16 17,66 61,19
35 60,23 5,76 27,35 167,37 36,17 11,23 12,96 175,57
40 90,95 5,61 40,08 109,26 70,53 65,70 12,15 229,91
45 37,10 7,38 230,26 149,66 9879 2415 9701 3817
50 89,50 4,95 37,94 118,47 52,27 21,71 20,62 152,86
55 19,33 4,99 44,85 95,14 11,81 1,95 4,14 18,79

ESTEROIS

COP COL COLTAN ERG ESTIG B-SITO
10 92,19 580,19 195,21 86,60 734,89 292,06
15 115,35 289,68 45,48 385,75 749,66 628,66
20 370 9521 17,82 36,79 159,47 53,09
25 36,61 318,98 27,57 11,11 347,81 106,76
30 2499 118,87 31,55 20,53 334,94 90,42
35 63,91 21,17 3,98 51,00 129,22 39,37
40 4750 13,63 116,46 10,23 30,73 42,92
45 31,95 7,82 2,55 5,09 53,62 13,94
50 89,46 2,04 ND 28,27 20,34 48,51
55 1,82 3,20 0,87 2,25 77,61 1,27




Apéndice H - Parametros fisico-quimicos do teste de ISA

Salinidade pH
Amostras Inicio Final Inicio Final
Controle 35 35 7 7
PJ1 34 31 6 7
PJ2 30 33 7 7
PJ3 30 31 7 7
P4 30 31 6 7
PJ5 34 34 6 7
PJ6 32 34 6 7
PJ7 31 34 7 7
PJ8 31 33 7 7
PJ9 30 30 7 7
PJ10 35 35 7 7
PJ11 34 35 6 7
PJ12 35 35 7 7
PJ13 35 35 7 7
PJ14 35 35 7 7

Apéndice | -Parametros fisico-quimicos do ensaio Nitocra sp - Amostras ambientais

Amostras Inicio Final
Salinidade oD pH Salinidade oD pH

Controle 17 2,7 7,3 18 6,5 6,73
PJ1 17 41 7,2 15 51 6,3
PJ2 17 2,7 7,3 17 4,5 6,47
PJ3 17 3 7,43 17 4,7 6,64
PJ4 17 34 7,44 18 4,3 7,00
PJ5 15 3,9 7,5 15 3,7 6,73
PJ6 17 33 7,4 17 3,8 6,96
PJ7 18 3,1 7,32 17 40 6,91
PJS 17 36 74 17 42 7,03
PJ9 15 29 7,3 15 3,1 6,95
PJ10 18 2,1 75 18 35 7,13
PJ11 17 39 7,44 18 3,9 7,00
PJ12 17 32 7,6 20 3,0 6,96
PJ13 18 3,7 7,4 20 36 7,13
PJ14 18 3,4 73 24 3,4 7,06
PJ15 18 2,1 7,5 18 36 7,18
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Apéndice J - Parametros fisico-quimicos do ensaio Spiked

Inicio Final
Compostos Sal. pH oD Sal. pH OD
Contr. Sed. 17 7.8 44  Contr.Sed. 17 7 64
Contr. .
oon 17 7.9 45 ,(\:A‘;rgL 17 7 65
Contr. Sed. 17 7,6 59 Contr.Sed. 17 7,8 6,8
Contr. Contr.

MeOH 17 7.7 6,7 MeOH 17 76 6
MES1 17 7,7 4,8 MES1 15 6,8 58
MES10 17 7,6 59 MES10 15 6 69
MES100 17 7.8 51 MES100 17 63 6,1

DIE1 17 7.8 5 DIE1 16 7 5
DIE 10 15 7.1 4,6 DIE 10 17 7 57
DIE 100 17 7,8 4,7 DIE 100 17 7 57
DES1 17 7,8 55 DES1 16 75 58
DES10 17 7,8 5 DES10 16 7,7 66
DES100 17 7,6 6,1 DES100 17 76 63
EE1 17 7,5 5,6 EE1 15 78 76
EE2,5 17 7.8 55 EE2,5 17 78 65
EE5 17 7,8 5,2 EE5 17 74 68

EE10 17 7,7 6,5 EE10 17 75 6,7




