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RESUMO

A Baia de Guanabara é um dos ambientes mais poluidos do litoral brasileiro
recebendo grandes quantidades de efluentes sanitarios, residuos industriais,
urbanos e agricolas, farmacos, entre outros. A presenca de poluentes em
corpos hidricos se agrava por questbes de saneamento e ineficiéncia dos
processos de tratamentos convencionais das estacdes de tratamento de agua
(ETA) e de esgoto (ETE). A necessidade de quantificar, detectar e entender a
acdo de micropoluentes mesmo em baixas concentracdes € na atualidade uma
preocupacdo da comunidade cientifica a nivel mundial. Entre os riscos da
presenca de compostos desreguladores endocrinos para humanos estéo:
ovarios policisticos, infertilidade e varios tipos de canceres entre outros. Em
animais: masculinizagdo, feminilizagdo, condicdo de intersex, diminuicdo na
eclosdo de ovos e em alguns casos até a extincdo da espécie. Logo, o
desenvolvimento de metodologias e ensaios que avaliam 0s riscos ambientais
acerca dos DEs é um desafio permanente. O objetivo deste trabalho consiste
em investigar a presenca de desreguladores enddcrinos nos sedimentos de
fundo da Baia Guanabara. Foram realizados ensaios in vitro Yeast Estrogen
Screen (YES); cromatografia por CLAE/FLU; cromatografia GC/MS e ensaios
de toxicidade aguda com a bactéria Aliivibrio fischeri. A bactéria Aliivibrio
fischeri o CE50 entre 0% a 45,21%, com classificacdo toxica. No ensaio YES a
maioria das amostras apresentaram citotoxidade entre 2% e 95%. Os valores
de EQE, quantificados nas amostras mais diluidas foi de 3,125% a 1,56%.
Foram identificados os farmacos (naproxeno, ibuprofeno, genfibrozila e
diclofenaco); os horménios naturais e sintéticos estriol (E3), 173-estradiol (E2),
estrona (E1) e o 17a-etinilestradiol (EE2); entre os fenois (bisfenol A, 4-
nonilfenol e 4-octilfenol). Nas amostras da Baia de Guanabara, Jurujuba e nas
praias Addo e Eva, as concentracdes dos farmacos foi entre 0.04 ng/g
e 22.80ng/g. Os resultados obtidos apontam para uma concentracéo
significativa de micropoluentes e para a importancia de maior monitoramento
dos sedimentos nas areas estudadas.

Palavras-chave: Baia de Guanabara - Micropoluentes - Atividade Estrogénica
— Toxicidade.



ABSTRACT

The Guanabara Bay is one of the most polluted environments in the Brazilian
coast, receiving large amounts of sanitary effluents, industrial, urban and
agricultural waste, drugs, among others. The presence of pollutants in water
bodies is aggravated by sanitation and inefficiency of the conventional
treatment processes of water treatment plants (ETA) and sewage (ETE). The
need to quantify, detect and understand the action of micropollutants even at
low concentrations is currently a concern of the scientific community worldwide.
Among the risks of the presence of endocrine disrupting compounds for
humans are: polycystic ovaries, infertility and various types of cancers among
others. In animals: masculinization, feminization, intersex condition, decrease in
egg hatching and in some cases until extinction of the species. Therefore, the
development of methodologies and tests that assess environmental risks
related to DE is a permanent challenge. The objective of this work was to
investigate the presence of endocrine disrupters in the bottom sediments of
Guanabara Bay. In the methodology were performed in vitro Yeast Estrogen
Screen (YES); HPLC / FLU chromatography; GC / MS chromatography and
acute toxicity tests with the bacterium Aliivibrio fischeri. In the results with the
bacterium Aliivibrio fischeri the EC50 was between 6.4% and 45.21%, with toxic
classification. In the YES test, most of the samples presented cytotoxicity
between 2% and 95%. The quantified EQEZ2 values in the most diluted samples
were 3.125% to 1.56%. Drugs were identified (naproxen, ibuprofen, genfibrozil
and diclofenac); the natural and synthetic hormones estriol (E3), 173-estradiol
(E2), estrone (E1) and 17a-ethinyl estradiol (EE2); between phenols (bisphenol
A, 4-nonylphenol and 4-octylphenol). In samples from Guanabara Bay, Jurujuba
and on the beaches Adam and Eve, values were between 0.04 ng / g and
22.80ng / g. The results obtained point to a significant concentration of
micropollutants and to the importance of greater sediment monitoring in the
studied areas.

Key words: Guanabara Bay - Micropollutants - Estrogenic Activity - Toxicity
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1. INTRODUCAO

Microcontaminantes  emergentes, segundo a United States
Environmental Protection Agency (U.S EPA, 2008) compdem um grupo de
substancias que podem causar apreensdes quanto aos seus efeitos no
ambiente. Toneladas de micropoluentes sdo produzidas sem controle prévio e
intensamente utilizadas pela populacdo, com descarte inadequado no
ambiente, advindo de vérias fontes como: esgoto domeéstico, residuos
industriais entre outros (KASPRZYK-HORDERN et al., 2008; GOTZ et al.,
2010; OHE et al., 2011).

Nas ultimas décadas, varios setores tém demonstrado preocupacdo com
possiveis efeitos prejudiciais, causados em humanos e animais devido a
exposicdo a substancias quimicas presentes no ambiente, que tém o potencial
de interferir no sistema endodcrino. Dessa forma, muitos estudos vém se
desenvolvendo com a finalidade de compreender a presenca e a acdo de
compostos desreguladores enddcrinos (DE) no ambiente.

Diversas organizagfes governamentais e ndo governamentais, tais
como, Unido Européia (UE), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA), Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Programa Internacional
de Seguranca Quimica (IPCS) e a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdémico (OCDE), investigam a questdo dos
desreguladores enddcrinos, disponibilizando alguns relatérios que tratam sobre
0 monitoramento e a avaliacdo de metodologias de ensaios para detectar os
DE e identificar as substancias com potencial estrogénico.

No Brasil, foram relatados alguns efeitos relacionados a exposicédo de
desreguladores endécrinos no meio ambiente, como a pesquisa de Fernandez
et al. (2002), realizada nos litorais do Rio de Janeiro e em Fortaleza,
demonstrando o desenvolvimento de caracteres sexuais masculinos em
fémeas de moluscos, fendbmeno conhecido como imposex. Dessa forma,
mostra-se relevante o estudo das principais metodologias para deteccdo, o
monitoramento dos micropoluentes emergentes e 0s principais mecanismos de
controle e remocdo desses contaminantes, a fim de que se minimize os
impactos ambientais.

A matriz analisada neste estudo sdo sedimentos devido suas

caracteristicas em se comportar muitas vezes, como depoésitos e provaveis
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fontes de poluicdo (JAFFE, 1991; GEBREMARIAM et al., 2012). Assim,
sedimentos podem ser foco de contaminantes, mesmo em casos em que as
fontes de contaminagdo ja tenham sido eliminadas (ROCHA et al., 2009).
Segundo Poleto e Mertem (2006), sedimentos e solos podem remover e/ou
liberar ions por adsorcdo e desorcédo, além de sua capacidade de transporte e
armazenamento. Para tanto, € necessario levar em conta as caracteristicas do
sedimento, 0 meio em que esta e os poluentes disponiveis no local para uma
avaliacao precisa.

Tais fatos demonstram a urgéncia nas pesquisas sobre o tema, que
oferecam mais esclarecimentos sobre a exposi¢cdo ambiental e a qualidade das
aguas superficiais, subterrdneas e marinhas (PEREZ, et al., 2006). Neste
sentido esta tese obedece a seguinte estrutura: introducéo; objetivos; reviséo
bibliografica; 4) descri¢cdo da area de estudo; materiais e métodos; resultados e

discussodes; conclusao e referéncias.
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2.0BJETIVOS

Geral:

O objetivo geral do trabalho foi investigar a presenca de desreguladores
enddcrinos nos sedimentos da Baia Guanabara pela avaliacdo da atividade
estrogénica utilizando o ensaio YES e pela identificacdo e quantificacdo dos
microcontaminantes como os farmacos (ibuprofeno, paracetamol, genfibrozila e
diclofenaco), horménios naturais e sintéticosestriol (E3), 17p-estradiol (E2),
Estrona (E1) e o 17a-etinilestradiol (EE2) e os fendis (bisfenol A, 4-nonilfenol e
4-octilfenol) por CLAE/FLU e GC/MS

Especificos

= Avaliar a atividade estrogénica presente nos sedimentos da Baia de

Guanabara;

= Avaliagéo da citotoxidade;

= |dentificar e quantificar a presenca dos analitos alvos em amostras

sedimentos;

= |nvestigar a interferéncia da toxicidade através do ensaio com a bactéria

Aliivibrio Fischeri;

=  Contribuir com dados que corroborem para implementacdo de futuras

legislacdes e acdes preventivas e mitigadoras.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micropoluentes emergentes

Os micropoluentes emergentes sdo substancias que ainda ndo possuem
uma legislagdo para o seu controle, tanto em nivel nacional, como
internacional. Essas substancias sao introduzidas no ambiente por meio de
acOes antropogénicas e sdo denominadas como desreguladores endocrinos.
Sao substancias quimicas que mesmo em baixas concentracdes da ordem de
ug L™ e ng L™* no ambiente podem acarretar riscos, devido & interferéncia no
sistema enddcrino dos seres vivos.

O sistema enddcrino caracteriza-se por um conjunto de glandulas
localizadas em diferentes partes do corpo com funcdes especificas. A Figura
01 representa um esquema do sistema endocrino e a localizacdo das

glandulas, enquanto a Tabela 01 as principais fun¢des de cada hormonio.

Figura 01 - Esquema do sistema enddécrino humano

Hipotalamo

Hipofise
Paratiréides
Tirdide

SUPRA-RENAIS

Pancreas

Oviérios
(mulher)

Testiculos
(homem)

Fonte: (SILVA & COLLINS).



20

Tabela 01 Fung¢@es das glandulas enddcrinas

GLANDULA PRINCIPAIS FUNCOES

Estimula a secre¢éo de tireotrofina (TSH) e prolactina.

Produz a liberagédo de adrenocorticotréfico (ACTH).

Hipotalamo Causa a liberagéo do hormdnio de crescimento.

Induz a liberagdo de luteinizante (LH) e de foliculoestimulante (FSH).

Inibe a liberacéo de prolactina.

Estimula a sintese de proteinas e o crescimento global da maioria dos tecidos.

Estimula a sintese e a secre¢cdo dos horménios tiredides.

Hipdfise Estimula a sintese e a secre¢do dos hormoénios adrenocorticais.

anterior Promove o desenvolvimento das mamas femininas e a secrecao do leite.

Causa o crescimento dos foliculos nos ovarios e a maturacédo dos espermatozoides, nas células de
Sertoli, dos testiculos.

Estimula a sintese de testosterona das células de Leydig dos testiculos; estimula a ovulagdo, a
formagao do corpo liteo e a sintese de estrogénio e progesterona nos ovarios.

Hipofise Aumenta a reabsorgdo de agua pelos rins e causa vasoconstricdo e elevagéo da presséo arterial.
posterior

Aumenta a velocidade das reac¢des quimicas na maioria das células, aumentando assim o
metabolismo corporal.

Tirebide Promove a deposi¢do de calcio nos 0ssos e a concentragdo de ions calcios no liquido extracelular.
Possui multiplas fungdes metabdlicas no controle do metabolismo das proteinas, carboidratos e
Cértex adrenal gorduras; tem também efeito anti-inflamatério.

Aumenta a reabsor¢do renal de sddio e a secrecdo de ions hidrogénio

Promove a entrada de glicose em muitas células e dessa maneira controla o metabolismo dos
Pancreas carboidratos

Aumenta a sintese e a liberacéo de glicose pelo figado

Controla concentragdo sérica de ions céalcio aumentando a absorgéo de calcio pelo intestino e pelos
Paratiredide rins e liberando célcio dos ossos.

Promove o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino e os caracteres sexuais secundarios
Testiculos masculinos.

Promove o crescimento e o desenvolvimento do sistema reprodutor feminino, das mamas femininas
Ovarios e dos caracteres sexuais secundarios femininos.

Estimula a secrecéo do "leite uterino" pelas glandulas endometriais do Gtero e promove o
desenvolvimento do aparelho secretor das mamas.

Fonte: Montagner, (2013)

Os Desreguladores endocrinos sao conhecidos por varias
nomenclaturas entre elas endocrine disruptors (EDs) e endocrine disrupting
compounds or chemicals (EDCs). A contaminacdo por Desreguladores
endocrinos pode ser de forma pontual, ja que a descarga acontece de forma
direta no ambiente e por fontes ndo pontuais, as quais elevam o nivel de
dificuldade de deteccdo e, consequentemente, o tratamento e a eliminacao.
(GHISELLI & JARDIM 2007).

As substancias denominadas desreguladores endocrinos possuem
estruturas quimicas diferentes. Sua acdo é observada pela ligacdo direta por
sistemas enzimaticos em receptores nucleares, de membrana, esterdides, ndo
esterdides, abrangendo neurotransmissores (CASTRO-CORREIA;

FONTOURA, 2015). Essa estrutura esta envolvida diversas funcdes vitais,
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dentre elas os receptores nucleares (RNs), responsaveis pelo desenvolvimento

fetal, homeostase, reproducéo e metabolismo.

Em uma acdo normal, um horménio natural se liga a um receptor

hormonal especifico. Todavia, os desreguladores enddcrinos também podem

fazer essa acdo acarretando diferentes respostas (KABIR; RAHMAN, M. S.;
RAHMAN, [., 2015; KIYAMA; WADA-KIYAMA, 2015; SWEDENBORG et al.,
2009). Na Figura 02 esta representado o0 mecanismo de acao de um hormonio

natural e de

um desregulador enddécrino e na tabela 02, os diferentes

mecanismos de acdo dos desreguladores enddcrinos.

Figura 02: Mecanismo de acdo dos desreguladores enddcrinos.

.. Mimetizador Bloqueador
Hormonio e __Hormonal S __ Hormonal
T T L N L I
- 5P S s ' e '

) [} f
- Célula Célula -
Célula _ \ il
\ / \ Receptor Receptor
Receptor \ :
' Efeito _ Efeito
Efeito . o
. . Efeito Antagonista
Resposta Efeito Agonista (Resposta Inibida)
(a) (b) (c)

Fonte: Adaptado de (BIRKETT e LESTER, 2003).

Tabela 02. Diferentes mecanismos de acao dos desreguladores endécrinos.

MECANISMO
DE ACAO

DEFINICAO

Mimetizar

Um desregulador endécrino pode ligar-se ao receptor de um hormonio e
enviar mensagens aos genes receptores. Mensagens enviadas no momento
improprio ou superproducdo de mensagens tém efeitos adversos em
funcdes bioldgicas

Simular

Alguns desreguladores enddcrinos sdo capazes de simular a formacgao de
mais receptores de horménios nas células, levando a amplificacéo de sinais.

Bloquear

Pela ocupagéo do receptor na célula alguns desreguladores enddcrinos, séo
capazes de bloquear o hormdnio natural, impedindo que sua funcéo seja
exercida. Isso pode aumentar ou diminuir o efeito dependendo se o
blogueador é mais ou menos potente do que o horménio que esta sendo
bloqueado.

Destruir

Podem destruir o hormdnio ou a capacidade do horménio de executar a sua
funcéo, alterando sua estrutura direta ou indiretamente, fazendo com que o
hormdnio ndo se encaixe no sitio receptor.

Fonte: Birkett e Lester (2003).
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Desreguladores endocrinos séo divididos em duas classes: Substancias
naturais: estrogénios que fazem parte do organismo, estriol (E3) estrona (E1) e
o 17B- estradiol (E2), os fitoestrogénios e as substancias sintéticas: pesticidas,
fungicidas, herbicidas e moluscicidas, bem como seus subprodutos dentre eles
as dioxinas, PCB, alquilfendis e seus subprodutos, inclusive o bisfenol A e
demais compostos, incluindo os farmacéuticos, como o 17a-etinilestradiol
(EE2) (BILA e DEZOTTI, 2007).

A relacéo entre a exposicdo ambiental aos micropoluentes e seus efeitos
adversos na saude de humanos e de outros organismos nao esta
completamente estabelecida. Vérias substancias com potencial de causar
efeitos negativos em seres vivos estdo presentes em amostras ambientais,
expondo frequentemente os seres humanos e 0s outros animais.
Micropoluentes estdo presentes em efluentes de estacGes de tratamento de
esgotos (ETE), estacbes de tratamento de agua (ETA), lixiviado, lodos
aditivados, sedimentos, aguas superficiais e até aguas subterrdneas. Nesse
sentido, o estudo e a analise desses contaminantes sao de grande importancia
para o desenvolvimento de metodologias analiticas e ensaios in vitro e in vivo,
além de técnicas de monitoramento para quantificar e analisar os efeitos dos
desreguladores enddcrinos. A Figura 03 apresenta um esquema das Rotas dos

micropoluentes no ambiente.



Figura 03. Rotas dos micropoluentes no ambiente
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Fonte: Adaptado de Aquino; Brandit; Chernicharo (2013).

Devido a grande importancia das pesquisas sobre microcontaminantes

emergentes, métodos robustos tém sido desenvolvidos visando a sua
determinacdo nas mais diferentes matrizes. As amostras ambientais sdo em
sua maioria complexas e as concentracdes dos compostos de interesse estéo
normalmente na escala de (ug L* e ng L"), o que demanda técnicas de
preparo de amostras e técnicas analiticas elaboradas e eficientes (SILVA &
COLLINS, 2011).

A pesquisa e a andlise da presenca dos desreguladores enddcrinos e
seus efeitos séo de suma relevancia, pois os efeitos adversos relacionados aos
DEs ainda precisam ser estudados a nivel nacional e mundial quanto a sua
causa-efeito no ambiente, em animais e humanos. Dessa forma, analises
individuais e laboratoriais desses compostos tém sido empregadas e
contribuido com a pesquisa a nivel mundial. Porém analises em matrizes
ambientais complexas como agua de mananciais, esgotos, sedimentos s&o
poucas, devido a necessidade de lidar com resultados simultaneos de diversos

poluentes. Analises confiaveis de um grande numero de substancias quimicas
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e amostras ambientais requerem ensaios sensiveis e, algumas vezes,

especificos.

A contaminacao dos corpos hidricos se da principalmente pelo manejo

inadequado dos recursos hidricos, no tratamento da agua e do esgoto.

Segundo a OMS, a falta de agua tratada e de saneamento basico tem

acarretado varios tipos de doencas e até levado a morte de individuos. Na

Tabela 03 estdo distribuidas substancias identificadas como Desreguladores

Endodcrinos.

Tabela 03 - Substancias identificadas como DE

Ftalatos

Pesticidas

Dietilftalato (DEF)
di-iso-butilftalato (DIBF)
di-n-butilftalato (DBF)
butilbenzilftalato (BBF)
diciclohexiloftalato (DCHF)
di-2-(2-etil-hexil) ftalato (DEHF)
di-n-octilftalato (DOF)
di-isooctilftalato (DIOF)
di-iso-nonilftalato (DINF)
di-iso-decilftalato (DIDF)

Inseticidas
2,2 bis-p-clorofenil-1,1,1-tricloroetano (DDT)
2,2 bis-p-clorofenil-1,1-dicloroetileno (DDE)
Lindano
Deltametrin
Carbofurano
Herbicidas
Atrazina
Linuron
Fungicidas
Vinclozolina
Tridemorfos
Carbendazina
Penconazol
Procloraz
Procimidona
Epoxiconazol

Alquilfenois

Agentes terapéuticos e farmacéuticos

Nonilfenol (NF)
Octilfenol (OF)
Nonilfenol etoxilado
Octilfenol etoxilado

Dietilestilbestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)

Compostos organicos de estanho

Policlorados de bifenilas (PCB)

Tributilestanho (TBE)
Trifenilestanho (TFE)

2,4,4’-triclorobifenil
2,2’,5,5'-tetraclorobifenol
2,2’,4,5,5-pentaclorobifenil
2,3,4,4’,5-hexaclorobifenil
2,2’,3,4,4’,5-hexaclorobifenil
2,2°,3,4,4',5,5-heptaclorobifenil

Furanos e Dioxinas

Parabenos

Dibenzo-p-dioxina
2,3,7,8-Tetraclorodibenzeno-p-Dioxina (TCDD)
2,3,7,8-Tetraclorodibenzofurano (TCDF)

Benzilparabeno
Butilparabeno
Etilparabeno

Isobutilparabeno

n-propilparabeno
metilparabeno

Bisfenol

Retardantes de chama bromados

Bisfenol A (BPA)

Polibromobifenila (PBB)
2,2",4,4"-tetrabromodifenil éter
2,2",4,4" 5-pentabromodifenil éter
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2,2",4,4" 6-pentabromodifenil éter
2,2",4,4" 5,5"-hexabromodifenil éter
2,2",4,4" 5 ,6-hexabromodifenil éter
2,2°,3,4,4",5,6-heptabromodifenil éter
octabromodifenil éter (BDE octa)
decabromociclodifenil éter (BDE 209)
hexabromociclododecano (HBCD)
tetrabromobisfenol A (TBBA)

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Fitoestrogenos

Naftalina
Acenaftileno

Isoflavona: daidzeina e genisteina
Lignanas: metaresinol e enterodiol

Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranten
Pireno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzola]pireno
Indeno[123-cd]pireno
Benzo[ghi]perileno

Metais pesados

Cadmio

Mercurio

Chumbo
Zinco

3.2 Propriedades fisico-quimicas e comportamento dos desregulagores
endocrinos no ambiente
Os horménios estrogénios naturais e sintéticos tém chamado a atencéo

da comunidade cientifica por seus efeitos na cadeia alimentar e também
porque sdo excretados naturalmente por fémeas de mamiferos e pelos
humanos. Além disso, existem as formulas de medicamentos utilizadas para
reposicdo hormonal, contraceptivos, etc. (BIRKETT e LESTER, 2003;
GHISELLI e JARDIM, 2007). Nesse contexto, temos que 0s hormonios
estrégenos naturais e sintéticos esteréides se produzem a partir do colesterol e
se dividem como: estrégenos, andrégenos e progestrégenos (REIS FILHO et
al., 2006).

Uma das causas da persisténcia desses hormoOnios estrogénios no
ambiente e seus efeitos estd atrelada a sua insercdo continua no ambiente
através das industrias, comeércio, excrecao entre outros (TADEO, 2012; DIRTU
et al., 2012). Dentre os estrogenos, o 17 B-estradiol € 0 que esta em maior

guantidade e o mais potente, acompanhado pelos Estrona e Estriol. O 17 -
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estradiol € doze vezes mais potente que o estrona e oitenta vezes mais que o
estriol (PESSOA, 2012; NAKAMURA et.al, 2002).

Os estrogénios sintéticos sdo encontrados em produtos farmacéuticos e
tiveram suas estruturas moleculares alteradas; dessa forma, sdo mais potentes
e ativos do que os estrogénios naturais e sdo geralmente utilizados no trato dos
sintomas da menopausa, em contraceptivos, alguns canceres etc. (SUN et al.,
2010; RAIMUNDO, 2007). Segundo Combalbert & Hernandez-Raquet (2010) a
guantidade recomendada do hormdnio sintético 17 a-etinilestradiol (EE2) para
fins terapéuticos esta entre 20 - 60 ug para contracepgao e em torno de 10 ug,
para controle da menopausa. Desse modo, contando com uma excrecdo, em
torno de 30-90%, se for contabilizado por habitantes, estima-se que 4,4
kg/ano/milhdo de habitantes de estrégenos sejam excretados no meio
ambiente por humanos.

Os efluentes domésticos, tanto tratados, quanto in natura, sdo as
principais vias de entrada de contaminantes no ambiente (MARFIL-VEGA et al.,
2010). Os hormonios naturais séo excretados de forma natural para o esgoto e
devido a inadequacdo dos sistemas de tratamento a eliminacdo desses
horménios ndo é completa, ocasionando sua entrada no ambiente aquatico, no
qual a faixa encontrada é de ng L-1 (GONZALEZ et al., 2012). As aguas
superficiais também estdo sujeitas a serem vias de entrada de estrogénios
através de escoamento superficial de esterco de animais e outros (WENZEL,
2003; TADEO et al., 2012).

Quando esses horménios chegam ao ambiente aquatico, o E2 é
biodegradado a E1, que degrada para E3 (LaFLEUR & SCHUG et al., 2011) e
podem também ser transportados pelas correntes, biotransformados, passar
por oxidacdo ou reducdo e serem adsorvidos nos sedimentos e ainda
ressuspendidos junto com o material particulado. Alguns horménios
encontram-se em equilibrio como o 17 B-estradiol (forma reduzida) e a estrona
(forma oxidada), porém no ambiente aquético e no tratamento de efluentes um
estrogeno pode ser transformado em outro em razdo da oxidacdo e condicdes
redutoras do meio (LOPES et al., 2010).

As propriedades fisico-quimicas e ambientais do meio vao responder
sobre a distribuicdo dos contaminantes no ambiente (AZZOUZ et al., 2012).

Tanto os hormdnios naturais, quanto sintéticos, sédo de natureza lipofilica e em
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condicGes de temperatura, pH, salinidade, existéncia de substancias humicas
ou material particulado, passam por influéncia na solubilidade e na sua rota,
influenciando na degradagé&o no meio (GABET et al., 2007).

De acordo com Reis Filho e outros (2006), os estrogénios possuem uma
meia vida de 2a 6 dias, considerada curta, porém sua introducao constante no
ambiente se comparado a outros micropoluentes faz com que essa meia vida

seja potencializada.

3.3 Desreguladores Endocrinos esterois

O desregulador enddcrino sintético, assim como os DEs naturais 17a-
Estradiol, 17B-Estradiol, Estrona, Estriol, analisados neste estudo, sédo
compostos esterdis. Os compostos assim denominados sao utilizados para
determinacdo da matéria organica, devido as suas caracteristicas de
guantificacdo em baixas concentracdes, resisténcia microbiana dentre outras
especificidades.

A facilidade dos esterdis se associarem ao material particulado se deve
a sua pouca solubilidade em agua e resisténcia a degradacdo anaeroébica;
desse modo, esses compostos se acumulam mais facilmente nos sedimentos
(TAKADA et al., 1994).Estudos apontam que o coeficiente de particdo octanol-
agua (Kow) dos compostos quando maior que 4 sugerem hidrofobicidade e,
dessa maneira, sua adsor¢cdo ao material particulado e seu depdsito nos
sedimentos ocorrem com maior intensidade (BAYONA & ALBAIGES, 2004). Na
tabela 05, estdo os micropoluentes analisados neste trabalho, identificados

quanto a sua estrutura e outras caracteristicas.
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Tabela 05 — Caracteristicas fisico-quimicas dos microcontaminantes analisados

neste estudo

Nome (IUPAC) | Sigla CAS Estrutura M. M. (g9) | pKa P.E. Log
(a760mmHg) | Kow
4-nonilfenol 4-NF | 104-40-5 | = 220, 10,28 330,64°C 5,76
\O\/\/vv\% 35046
4-octilfenol 4-OF | 10806-26- . 206, 10,38 314,57°C 5,50
4 32388
[t
Bisfenol A BPA 80-05-7 *f“s 228, 10,20 400,84°C 3,32
HO- OH
.‘I%. 28634
Ibuprofeno IBU 15687-27- _ Yo 206, 4,91 319,64 °C 3,97
1 WaVaN 28082 -
& 5,20
Diclofenaco DCF | 15307-86- S 318, 4,15 411,97 °C 4,51
5 Qﬁ 13047
Naproxeno NPX | 22204-53- . 230, 4,15 403,89 °C 3,18
1 P07 ™ | 25916
HO -
Paracetamol PCT 103-90-2 wd N\ 151, 9,38 387,83 °C 0,46
o = 16256
5}
Genfibrozila GEN | 25812-30- . i 250, 4,50 394,73 °C 4,77
0 s~ 33338
Estrona El 53-16-7 V § 270, 10,77 445.17 °C 3,13
J@éﬁ 36608
17B-estradiol E2 50-28-1 s 272, 10,20 445,92 °C 4,01
[ 38196
17a- EE2 57-63-6 S 296, 10,40 457.22 °C 4,12
etiniestradiol @5]:5 40336
Estriol E3 50-27-1 288, 385 | 10,33 469°C 2,45

*Numero no Chemical

Abstracts Service;s:

constante de dissociagdo; Kow: coeficiente de particdo octanol-agua.

Fonte: Adaptado de Bittencourt et al. (2016).

solubilidade em agua;pKa:
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4. Farmacos

O consumo de produtos farmacéuticos é extensivo em todo mundo e a
sua utilizagdo torna-se cada vez maior com o crescimento da populacédo, as
descobertas de medicamentos e a chegada dos remédios genéricos, que
vieram facilitar economicamente o acesso aos medicamentos. Embora os
medicamentos sejam necessarios por gerar saude e prevenir doencas, 0 seu
crescente consumo tem aumentado seus residuos e impactado o ambiente
como um todo (JELIC et al., 2012; BOXALL, 2004).

Os dados sobre a contaminacdo de rios, mares, lengois freaticos entre
outros tém destacado os residuos de farmacos como uma das causas,
principalmente pelo descarte indevido e a falta de um tratamento de agua e
esgoto adequado. Dessa forma, o uso e descarte inadequados dos farmacos
tornam-se uma preocupacdo. Segundo Bila & Dezotti (2003) residuos de
farmacos no ambiente comprometem negativamente os organismos, ao nivel
celular, dos 6rgaos e organismos tanto da populacédo quanto do ecossistema.

Nesse contexto, farmacos sejam de uso humano ou veterinario séo a
preocupacdo de cientistas a nivel mundial, isso porque, além dos fatores
citados, muitos desses medicamentos sdo contaminantes emergentes. Os
contaminantes emergentes podem persistir no ambiente, causando efeitos que
podem interferir nos ecossistemas (CELIZ et al., 2009; FARRE et al., 2008). A
Figura 04 mostra um esquema com provaveis trajetos dos farmacos no meio

ambiente.
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Figura 4: Esquema com provaveis trajetos dos farmacos no meio ambiente
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Fonte: Costa, (2010).

Os microcontaminantes de uma maneira geral podem diminuir no
ambiente devido a sansfes legais, porém com os farmacos podem até
aumentar pelos seus efeitos favoraveis na saude (TAMBOS et al., 2010). Os
farmacos mais encontrados no meio ambiente sdo: antibidticos, anti-
inflamatorios néo esterdides, reguladores lipidicos, e horménios sintéticos
(SANTOS et al., 2010). Neste trabalho, iremos analisar 12 microcontaminantes,

dentre eles os farmacos.

4.1 Anti-inflamatoérios

Dentre os farmacos estudados estdo os anti-inflamatérios né&o
esteroidais (AINE), paracetamol (PCT), ibuprofeno (IBU), naproxeno (NPX) e o
diclofenaco (DCF). Esses medicamentos atuam reduzindo a dor e as causas

inflamatdrias e também a febre.
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4.2 Reguladores Lipidicos

Os farmacos denominados de reguladores lipidicos sdo indicados para
diminuir a capacidade do desenvolvimento de doencas cardiacas coronarianas
(“Toxnet,” 2012). De acordo Schmidt e outros (2011b), o farmaco genfibrozila,
derivado do &cido fibrico, age reduzindo a concentracdo plasmatica de
triglicerideos e colesterol. O genfibrozila ja foi descrito em estudos por sua
capacidade em bioacumular e diminuir os niveis de testosteronas observados

em golfinhos machos.

4.3 Bisfenol A

Na classe dos desreguladores enddcrinos estdo os polimeros, aditivos e
plastificantes que causam interferéncia nas etapas normais dos hormonios
naturais, os quais tém ligacao direta com os processos de desenvolvimento e
estabilizacdo. Dentre outros produtos quimos, temos o bisfenol A (BPA).
Estudos apontam sua capacidade de alterar a atuacdo dos horménios na
tiredide, estimular o aumento de células cancerigenas de prostata em
humanos, dentre outras (FASANO et.al, 2012).

Segundo Encarnagdo, (2007) as descobertas sobre o potencial
estrogénico do bisfenol A ndo séo recentes. Estudos de 1938 ja detectaram a
estrogenicidade do bisfenol A. Essas pesquisas continuaram até o inicio da
utilizacdo do bisfenol A na fabricacdo de plastico policarbonato e apdés em
resinas epoxi no revestimento de latas de conservas.

Desse modo, temos o composto bisfenol A produzido por varias
industrias no mundo e o crescimento da populacdo mundial tem contribuido
para 0 aumento de sua demanda, que cresce anualmente. A maior utilizacdo
do bisfenol A sdo em polimeros sintéticos, como as resinas epoxi, usados para
envernizar latas de alimentos e em resinas de garrafbes e mamadeiras, entre
outras utilizacbes em escala menor (BESERRA, RODRIGUEZ, 2012; FLINT et
al, 2012; MAIA et al, 2010).

Diversos autores tém mostrado em seus estudos a migracao do bisfenol
A, através de recipientes utilizados na conserva de alimentos (CABADO et al,
2008). A presenca de bisfenol A, em baixas concentra¢cdes no organismo

humano durante seu desenvolvimento, pode causar: proliferacdo de células
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cancerigenas, aumento do risco de infertilidade com o blogqueio da sintese de

testosterona e inducéo a puberdade precoce.

4.4 4-nonilfenol (4NF)

O 4-nonilfenol esta entre os surfactantes mais utilizados, pois sao
estabilizadores de plasticos, para limpezas, como mondémero na producao de
resinas fendlicas e no preparo de fungicidas e lubrificantes, demulsificantes de
petréleo, antioxidantes para borracha e plasticos. Essa substancia tem sido
usada como coestabilizante & quente, misturada com metal na producédo de
plastico, e é encontrada no ambiente através do descarte de residuos
(VOUTSA, 2006; CALIMAN, 2009; GEENS, 2012; “Toxnet,” 2012)

4.5 4-octilfenol (40F)

O 4-octilfenol esta presente no ambiente em amostras de esgotos, rios,
biotas e agua potavel e chega ao ambiente marinho por aguas residuais das
fabricas. O 40F vem da biodegradacdo de surfactantes alquilfenois etoxilados.
gque sé&o usados em larga escala como detergentes, emulsificantes,
lubrificantes, fungicidas, bactericidas, adesivos, entre outros. Alguns estudos
apontam a presenca de 40F na urina, no leite materno, no sangue do cordao
umbilical e em tecidos adiposos de humanos. Outro efeito relatado na literatura
€ a capacidade do 40F desregular a resistina, um horménio do adipécito que
pode acarretar uma resisténcia a insulina e diminuir a diferenciagdo de
adipdcitos (LUO, 2010; ASIMAKOPOULOS, 2012; SWEDENBORG et al., 2009;
“Toxnet,” 2012).

4.6 Estriol (E3)

O estriol € um horménio natural vastamente usado em processos de
reposicao hormonal no periodo da menopausa, pois o estriol tem a capacidade
de normalizar o epitélio vaginal, cervical e uretral, auxiliando na restauracdo da
microflora normal e o pH fisiolégico da vagina. O estriol também potencializa a
resisténcia das células em relacéo a inflamacgdes e infec¢cdes. Esse hormonio &
sintetizado durante a gravidez em grande escala, podendo ser oriundo do
metabolismo do estradiol e estrona; e, dessa forma, menos ativo que estes
(RAIMUNDO, 2007; VOOJIS, 1995).
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4.7 Estrona (E1)
Estrona € um estrogénio natural e € um subproduto do metabolismo do

7

estradiol que é convertida por hidratacdo em estriol. Sua utilizacdo esta
relacionada & reposicdo hormonal e a prevencdo de osteoporose. Estudos
apontam que a populacao pode ingerir estrona através da agua contaminada. A
presenca da estrona foi identificada em plantas, urina de mulheres gravidas,
placenta humana, urina de touros e cavalos, etc. (GOODMAN, 2005;

GOODMAN GILMAN, 2005 “Toxnet,” 2012).

4.8 17B-estradiol (E2)

O Estradiol (E2) é um hormonio sexual natural, esterdide. Entre suas
funcbBes estdo o crescimento dos seios, de 0ssos e caracteristicas sexuais
secundarias;além disso, ainda garante a elasticidade da pele e de vasos
sanguineos, a manutencéao dos tecidos, entre outros. (GILMAN).

De acordo com Goodman Gilman (2005), o Estradiol € empregado na
menopausa em terapias de reposicdo hormonal, em tratamento de
hipoestrogenismo, tratamento de cancer de mama e prostata (Toxnet, 2012).
Esse horménio sofre uma biotransformacdo no figado a estrona e estriol
(principal horménio eliminado na urina e nas fezes). O E2 & excretado por
animais e sua maior fonte de contaminacdo vem de criacbes, as quais nao
passam por tratamento dos residuos que assim atingem os corpos d’agua
(SCHUH et al. 2011).

4.9 17a-etinilestradiol (EE2)

O Etinilestradiol (EE2) é utilizado em pilulas anticoncepcionais
combinadas e em terapias de reposicdo hormonal e é o principal estrogénio
sintético usado para esse propoésito. Seu uso é empregado também em
tratamentos de carcinomas metastico, mamario masculino e de prostata
avancado. E também utilizado em contraceptivo de emergéncia combinado
com levonorgestrel ou norgestrel (pilula do dia seguinte) entre outros
(FERREIRA, 2008; "PubChem," 2012).
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5. Ecotoxicidade e Sedimentos

Outras andlises como as ecotoxicologicas tém contribuido para uma
maior precisdo nos resultados. O desenvolvimento populacional e tecnoldgico
contribui com uma maior degradacdo do ambiente. A carga de compostos
artificiais que a natureza tem dificuldade em assimilar, pelo nivel de
concentracdo de substancia toxicas, pode causar diversos efeitos a biota.
Esses efeitos podem ser agudos, crbnicos, letais e deletérios que alteram o
comportamento, inibem a reproducdo, provocam anomalia em descendentes,
podendo também acarretar aumento populacional em uma espécie e
mortalidade em outras ((ARAGAO & ARAUJO, 2006).

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo importantes, pois consideram vertentes
como as interagdes: bidticas e abitticas, além de medir a biodisponiblidade dos
contaminantes no ambiente. As analises realizadas em laboratorio vao medir a
resposta do organismo escolhido, correlativo em seu meio natural. Dessa
forma, o teste de toxicidade € uma ferramenta que da suporte ao diagnoéstico,
desde que em limites permitidos de substancias quimicas, cujas concentractes
nao afetem a biota (BORRELY et al., 2002; CETESB, 2007).

Os monitoramentos ambientais, antes efetuados somente com analises
guimicas baseadas na quantificacdo e concentracdo de poluentes, séo
Importantes, mas nao dao conta de toda complexidade das interacbes de
substancias téxicas e da biota. De acordo com ARAUJO et al. (2006) “os
contaminantes podem se associar a certas particulas tornando-se prontamente
disponiveis para o ecossistema sofrer transformacdes originando formas mais
ou menos toxicas, ou migrar, via rede tréfica, do sedimento para os organismos
bentbnicos ou para a coluna dagua. Portanto niveis elevados de
contaminantes persistentes no sedimento podem ou ndo acarretar efeitos para
a biota aquatica, dependendo de uma série de fatores que alteram a
biodisponibilidade e a toxicidade dos mesmos” (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2006).

O estudo ecotoxicolégico em sedimentos é importante, inclusive pela
caracteristica do mesmo em acumular poluentes, tornando-se um testemunho
dos impactos sofridos no ambiente durante anos. Para tanto, este trabalho
analisou os riscos ambientais pelos quais a Baia de Guanabara vem sofrendo,
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mediante a atividade antropica, industrial e afins no seu entorno (ARAUJO et
al., 2006; ESTEVES,).

A caracterizacdo dos sedimentos foi feita através de levantamento
bibliografico, possibilitando verificar a diferengca granulométrica e fontes de
contaminagdo na intercalacdo com &reas menos poluidas para fins de
comparacdo. No ensaio ecotoxicologico, foi utilizada a bactéria
fotoluminescente Allibrio fischeri, que é largamente testada e padronizada
nacional e internacionalmente.

Alguns efeitos dos Microcontaminantes e suas matrizes sdo pouco
estudados, dessa forma a analise de 14 amostras ambientais da Baia de
Guanabara e seus efluentes se tornam importantes na coleta de dados para

monitoramento desses corpos hidricos.



36

6. Saneamento e os impactos no ambiente

O saneamento basico se caracteriza por medidas para promocdo da
saude, e, a fim de que isso seja possivel, sdo necessarias medidas de higiene,
coleta de lixo e tratamento de agua e esgoto. O Brasil assegura o direito ao
saneamento basico na constituicdo. A Lei nacional n°. 11.445/2007 tem como
um dos seus pilares a universalizacdo dos servicos de saneamento basico.
Desse modo, todos tém direito ao acesso a agua potavel, ao tratamento de
esgoto, a coleta de lixo, ao manejo de residuos solidos e das aguas pluviais
(COSTA; GUILHOTO, 2014).

Embora a lei defina essas diretrizes, os servicos de saneamento basico
nao chegam a todas as pessoas e lugares, em determinados lugares o acesso
ao saneamento é irregular ou até mesmo ausente; esses dados afetam
diretamente a populacéo vulneravel, ou seja, aquela cujo nivel socioeconémico
€ baixo (PAZ; ALMEIDA; GUNTHER, 2012). Na Tabela 06, alguns dados sobre
a cobertura de esgotos no Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 06. Cobertura de esgotos no Estado do Rio de Janeiro

Regido | Estado | Numero de | Populacdo | Populacéo Populacao Parcela
Municipios Urbana atendida por | atendida por | tratadaem
(em mil Coletade Tratamento relacdo a
hab.) esgoto de esgoto coletada
Sudeste | Rio de 92 15.922,1 73% 42% 58%
Janeiro

Fonte: Agéncia Nacional de Aguas, ANA (2017).

O saneamento basico € de suma importancia para o crescimento do
pais. Os servicos oferecidos pelo saneamento interferem diretamente na
gualidade de vida dos individuos, diminuindo os dados da mortalidade infantil,
aumentando a arrecada¢do com o turismo, além disso, eles agregam valor aos
iméveis entre outros fatores. Segundo o Sistema Nacional de Informagdes
sobre Saneamento (SNIS, 2015) e o estudo do Trata Brasil (2015), os dados

sobre a falta de saneamento e enfermidades relacionadas séo impactantes:
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> 88% das mortes por diarréia estdo associadas a falta de saneamento;
> Mais de 100 milhdes de brasileiros ndo tém acesso a esgoto tratado;
> Mais de 3,5 milhdes de brasileiros, nas 100 maiores cidades do pais,

despejam esgoto irregularmente;

> Mais de 35 milhdes de brasileiros ndo tém acesso a agua tratada;

> Metade do pais ndo tem coleta de esgotos;

> Somente 42% dos esgotos gerados sao tratados e isso explica a
péssima qualidade da 4gua da maior parte de nossos rios, reservatorios, baias.

Desse modo, embora existam muitas informacfes disponiveis sobre
saneamento e os impactos da falta do mesmo na populagédo, muitas cidades
continuam sem acesso a esses servicos. Assim, a qualidade das &guas é
afetada constantemente pelo despejo de esgoto doméstico, sendo mais

concentrado na zona urbana pelo aumento populacional (ANA, 2015).
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7. AREA DE ESTUDO

7.1 Baia de Guanabara

A Baia de Guanabara esta localizada entre os paralelos 22°24” e 22°57,”
de latitude sul com 43°33’ e 43°19’ a oeste no Estado do Rio de Janeiro. Sendo
uma das mais importantes baias costeiras do Brasil, a Baia de Guanabara &
um estuario de 91 rios e canais circundados pelas cidades de Niteroi, Sédo
Gongalo, Dugue de Caxias e outras menores, (Baptista Neto et al., 2006). A
Baia de Guanabara esta dividida em cinco regides, conforme proposto por
Mayr et al, 1989 (apud Lima,1996) levando em consideracdo suas
caracteristicas hidrologicas. Na figura 05, mapa da localizacdo da Baia de

Guanabara.

Figura 05. Mapa da Baia de Guanabara
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Segundo AMADOR (1997), os sedimentos da Baia de Guanabara séo
principalmente arenosos e de lamas silticas com algumas mudangas conforme

a cidade de localizacdo. Os mecanismos de transporte e deposicéo de
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sedimentos acontecem por acdo de correntes produzidas por ciclo de marés,
acao de ondas e correntes tendo a acao dos ventos uma acao secundaria.

Atualmente, a Baia de Guanabara tem sido citada como um dos
ambientes mais poluidos do Litoral brasileiro e recebe grandes quantidades de
efluentes sanitarios, residuos industriais, urbanos e agricolas, além de outros
poluentes. Embora muito estudada, ainda ndo se sabe o nivel de contaminacao
da Baia de Guanabara, mas essa situacdo tem despertado o interesse da
comunidade cientifica por ser um ecossistema de estuario importante para a
remocao de materiais suspensos e poluentes (BAPTISTA NETO et al., 2006).

Inserida no centro da segunda Regido Metropolitana de maior
importancia no Brasil, a Baia de Guanabara tem seus corpos hidricos
deteriorados. No seu entorno, além dos problemas de polui¢cdo, ha também a
luta por esse territério onde se confrontam municipios e politica, economia e
etc. (Costa, 2015). O crescimento da populacédo aliado a extensdo das zonas
urbanas, sem medidas apropriadas de esgotamento sanitario, tem provocado a
poluicdo por esgoto doméstico na Baia, além dos efluentes industriais em
volumes cada vez maiores, que lancam 6leo, metais pesados, substancias
toxicas e organicas na Baia de Guanabara (BRITTO, 2003).

Na atualidade, as industrias geram maior preocupacao sobre a fauna e
flora da Baia. Esse fato torna-se mais preocupante ao analisarmos que ha
décadas a pesca artesanal ainda se destacava na economia do interior da
Baia, além dos seus manguezais que propiciam a populacdo vizinha a viver
dos caranguejos, siris e mexilhdes etc. da Baia. Os pescadores artesanais
ainda resistem na Baia de Guanabara e vivem em conflito pela poluicdo que
influencia diretamente em sua subsisténcia (SEVA, 2013).

Nas duas ultimas décadas, o litoral do Estado do Rio de Janeiro tem se
destacado como umas das regides petroliferas mais importantes do Brasil e do
mundo. Temos, na regido metropolitana do Rio de Janeiro, refinarias, grandes
terminais de carga e descarga de produtos petroliferos e dutovias (SEVA,
2013).

Analisar a poluicdo na Baia, quanto a micropoluentes e toxicidade, torna-
se um desafio, porque ndo ha dados disponiveis sobre a relacdo entre a
exposicdo ambiental aos micropoluentes e seus efeitos adversos na saude de

humanos e de outros organismos. Varias substancias com potencial de causar
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efeitos negativos em seres vivos estdo presentes em amostras ambientais,
expondo frequentemente 0s seres humanos e 0s outros animais. Estudos na
Baia de Guanabara sdo de grande importancia para a populacdo do Rio de
Janeiro e do Brasil como um todo. Tabela 07 estdo descritos os nove pontos de

coleta da Baia de Guanabara e na Figura 06 o mapa da Baia de Guanabara.

Tabela 07. Pontos de coleta da Baia de Guanabara

Estacéo Local Latitude Longitude Temperatura Salinidade
1 lha do 22°46'19"  43°13'17,9" * *
Governador
Ilha do
opp " 04 A1 " 25,129 30,800
2 Governador — 22°46'53,9 43°12'18,6 21493 34,068
Sudoeste

i 25,000 32,300

3 Paqueta 22°44'22,7" 43°5'00,1" 22,700 33,200

24,800 33,000

4 Sao Gongalo 22°48'19,0" 43°5'1,2" 24,700 33,000

. 21,294 33,990

5 Fundao 22°51'4,6" 43°10'59,0" 21,118 34,054

Zona portuaria - S oA Are 22,300 33,500

6 Rio de Janeiro 22°52'17,3 43°11'38,4 21,000 34,100

Arig - 22,600 32,500

7 Zona portggna 22°52'39,9" 43°0,7'9,2" 21.800 34.000

Niteroi , ,

Enseada de 22,600 34,600

8 Jurujuba — rio 22°55'00,3" 43°5'57,6" 22,400 34,600
Cachoeiras

Enseada de 21,534 34,621

9 Jurujuba — barcos  22°55'30,13" 43°6'55,91" 18,862 35,239

de pesca

(*) Nao foi possivel computar esses dados no momento da coleta por erro no aparelho.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 06 - Mapa da localizacdo dos pontos coletados na Baia de Guanabara
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Fonte: Nascimento, 2016.

7.1 Propriedades da Baia de Guanabara

De acordo com Pritchard (1967) e Burton (1976) um estuario caracteriza-
se como um corpo de agua costeiro, semi-fechado que se comunica com o
mar, onde a agua salgada € diluida com agua doce proveniente da drenagem
continental. As marés, ventos e descargas fluviais definem a circulacdo e
salinidade, deste ambiente (Baptista Neto et al. 2006). Essa divisdo entre as
aguas mais e menos salinas se da devido a temperatura das &aguas,
consistindo em menos salina proxima aos rios e manguezais na parte norte.

A Baia da Guanabara possui duas regides, com diferentes tipos de
circulacdo, em sua entrada: perto ao alinhamento da Fortaleza de Santa Cruz
e do Forte S&o Jodo com caracteristicas de um estuario misturado, neste caso
a salinidade € homogénea na coluna d’agua verticalmente. Essa propriedade
acontece, devido a velocidade das correstes de maré que geram turbuléncias,
decorrentes da batimetria e do estreitamento da entrada da Baia.

As caracteristicas na altura da ponte Rio — Niteroi sdo diferentes, seus

atributos sdo de um sistema parcialmente misturado, diminuindo a salinidade
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seguindo para o interior da Baia. Este processo acontece devido a reducéo da
velocidade das correntes de maré, acarretada pelo alargamento da Baia que se
inicia do alinhamento do Forte de Gragoata — Aeroporto Santos Dumont. Dessa
forma, vérios fatores interferem na circulacdo, impedindo que a mesma seja
classificada (Kjerfve et. al., 1997).

Os sedimentos da Baia de Guanabara podem ser classificados de
acordo com areas delimitadas, da seguinte forma: Parte Sul: com extensdo da
entrada da Baia até proximo a ponte Rio — Niter6i. Nesta area as areias sdo de
grossa/média até a fina ou muito fina, com pouca matéria organica. De acordo
com os autores, esta area € de grande dinamica de correntes para o interior da
Baia e predomina influéncia das ondas e correntes de maré. Em direcdo as
ilhas e ao canal central, esta hidrodindmica ndo é tdo observada e os
sedimentos sdo mais finos, como, silte e argila. Entre essas regides chamadas
abrigadas estdo a Enseada de Jurujuba e a area proxima a ilha das
Cobras (AMADOR 1997; CATANZARO, 2002; KJERFVE et al., 1997;
QUARESMA et al., 2001).

A parte central é classificada como area de transigdo, onde ocorrem
mistura de sedimentos com granulometrias diferentes, variando de areia
grossa/média a argila. A diminuicdo da granulometria em direcdo ao interior
da Baia é associa a essa transicdo em que 0s processos marinhos, seréao
influenciados por sedimentagao fluvial, conforme descrevem Kjerfve et al.
(1997); Quaresma et al. (2001). Na parte Norte, area mais interna da
Baia,abrange desde a Ilha do Governador que abriga acdo das ondas e
correntes de maré, caracterizando-se como um ambiente de baixa energia.
Seus sedimentos sdo muito finos variando de silte a argila e maiores indices de
matéria organica. Sofre influencias fluviais, auxiliando a deposicdo devido as
aguas calmas. Ficam fora desta dinamica, as areas isoladas como o entorno da
llha de Paqueta, onde ocorrem as correntes de fundo (ALMEIDA, 1976; JICA,
1994; OLIVEIRA, 1996; AMADOR, 1997).

A Baia de Guanabara é um ecossistema de grande importancia, com
uma dinadmica que interfere diretamente no tipo de sedimento e poluentes.
Desse modo, detectar e quantificar a presenca de micropoluentes neste

ambiente estuarino tdo complexo € um enorme desafio, demandado mais



43

estudos interdisciplinares e multidisciplinares para melhor compreenséo deste

corpo hidrico.

7.2 Canal do Mangue

O canal do Mangue data do periodo imperial, quando era um grande
manguezal composto por Varios rios e sua localizagdo impedia uma maior
circulacao entre as regides, por causa do odor e da proliferacdo de vetores que
transmitiam doencas. Dessa forma, o império construiu um canal e o chamou
de Canal do Mangue; esse canal receberia as aguas dos rios e das chuvas e
essas escoariam na Baia de Guanabara. Hoje a bacia do Canal do Mangue
passa por problemas, destacando-se as inundac¢ées no verdo, devido ao
crescimento da regido, o qual ocasionou também a poluicdo dos rios que
recebem esgotos sem tratamento adequado.

De acordo com o Instituto Municipal de Urbanismo Pereira Passos (IPP),
a sub-bacia do Canal do Mangue se estende por uma area de 45,43 km2, até
seus limites pela sub-bacia do Canal do Cunha, pela Baia da Guanabara e pelo
Macico da Tijuca. Os principais rios da sub-bacia do Canal do Mangue e suas
respectivas extensbes sdo: o Rio Maracand com 10,1 quildmetros, Rio Joana
com 5,5 quildmetros, Rio Trapicheiros com 5,2 quildometros, Rio Comprido com
4,5 quilémetros e Rio Papa Couve com 3,0 quildmetros.

Nos dados do Instituto Pereira Passos (2005), consta que a sub-bacia
esta situada nas Zonas Centro e Norte, dentro do municipio do Rio de Janeiro
(RJ). Os bairros que fazem parte de toda sub-bacia s&o: Centro, Santo Cristo,
Catumbi, Estacio, Cidade Nova, Rio Comprido, Maracana, Praga da Bandeira,
Vila Isabel, Andarai, Grajau, Tijuca, Muda, Usina e Alto da Boa Vista. A sub-
bacia do Canal do Mangue faz parte da Macrobacia da Baia de Guanabara,
gue abrange outras sub-bacias, tanto na cidade do Rio de janeiro, como em
municipios da baixada fluminense e Niterai.

Nesta pesquisa, foram coletados sedimentos ao longo do Canal do
Mangue, comecando no Alto da Boa Vista, onde se julgava areas mais
preservadas até ao longo do Rio Maracana. Devido aos rios da bacia do Canal
do Mangue serem em sua maioria canalizados, a coleta de sedimentos foi mais

dificil por causa do pouco aporte de sedimentos em periodos sem chuva.
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Desse modo, coletamos os sedimentos em 5 pontos, como é apresentado na

Figura O 7 e na Tabela 08 a descricdo dos pontos.

Tabela 08 - Coordenadas dos 05 pontos de coleta sedimento do Canal do
Mangue e Rio Maracana

Estacéo Local Latitude Longitude
SED 1 Alto da Boa 22°57'71.4"S 43°16'46.1" W
Vista — Acima da
CEDAE
SED 2 Rua Conde de 22°56'35.8" S 43°14' 70.4"W
Bonfim
SED 3 Estadio do 22°56'33.1" S 43°14'91.3" W
Maracana
SED 6 Av. Presidente 22°54'49.7" S 43°13'33.7"W
Vargas- proximo
a Prefeitura
SED 8 Rodoviaria Novo 22°54'49.7" S 43°13'33.7"W

Rio

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 07- Mapa do Canal do Mangue

Fonte: Arquivo pessoal
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7.3 Breve histérico de Jurujuba e praias Adao e Eva

O bairro de Jurujuba esta situado a Leste da Baia de Guanabara. E
caracterizado por uma peninsula circundada por aguas oceéanicas e da baia.
Faz limite continental com Charitas, proximo ao cruzamento entre Avenida
Carlos Ermelindo Marins, e o caminho para o Forte Imbui; e com Piratininga,
pela linha de cumeada do Morro do Ourives. A populacdo estimada de acordo
com IBGE (2010) é de 2.797 habitantes. A &rea de Jurujuba é formada
principalmente por morros, variando de altitude entre 39m (Morro do Lazareto)
a 263m (Morro do Macaco). Algumas dessas elevacdes se ampliam até a orla,
na maioria das vezes em forma de escarpas rochosas, as quais acabam no
mar, intercaladas de pequenas enseadas e praias. Duas dessas praias sao as
de Addo e Eva, praias gémeas localizadas préximas a Jurujuba, suas
extensdes sao de respectivamente 250 metros e 150 metros. Suas aguas sao
frias e de coloracdo esverdeada e as areias brancas e finas. A Praia do Adao
situa-se bem proxima a Praia da Eva, na entrada da Baia de Guanabara. A
direita da praia da Eva tem o Morro do Morcego, que separa as praias. O
acesso a praia é realizado por meio de uma escadaria.

A ocupacdo de Jurujuba aconteceu no periodo colonial com a
distribuicdo de terras e sesmarias. No inicio, correu a extracdo de madeiras,
porém a topografia e a localizagdo de Jurujuba contribuiram para que a
atividade pesqueira se destacasse nessa funcao, além do estabelecimento de
uma coldnia de pescadores e criagcdo de um sistema de defesa para protecdo
da entrada da Baia de Guanabara dos invasores a partir do séc. XVI. Desse
modo, esses sistemas utilizados para defesa integram a Fortaleza de Santa
Cruz e os Fortes Rio Branco, Imbui e Sdo Luis, conhecido também como Forte
do Pico, por sua localizacdo estar em um platé na parte superior do Morro do
Pico.

Apo6s um periodo em que ocorreu a invasao e expulsdo dos franceses,
0S portugueses ocuparam o territério e implementaram obras e modifica¢ées;
nesse contexto, foi aberta em uma rocha granitica a Estrada General Eurico
Gaspar Dutra em 1943, possibilitando a entrada de veiculos por Jurujuba. Com
a expansao do bairro, vieram as atividades pesqueiras, bares, restaurantes e

outros tipos de comércios e afins que intensificaram o crescimento da
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populacdo e deram lugar a favelizacdo, observada nas ultimas décadas por
Niteréi - Bairros (1991) e pela Secretaria Municipal de Ciéncia e Tecnologia
(1999). Na figura Figura 08, mapa da Enseada de Jurujuba.

Figura 08. Mapa da Enseada de Jurujuba e Praias Adao e Eva
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8. MATERIAIS E METODOS

A partir das amostras coletadas, foi realizado um ensaio de
ecotoxicidade, utilizando como organismo-teste a bactéria Aliivibrio fischeri. A
avaliacdo da citotoxicidade ocorreu como descrito por Frische e outros (2009).
Foi efetuada também a determinacédo da atividade estrogénica,realizada pelo
ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES), com uma levedura de
Saccharomyces cerevisiae modificada de acordo com Routledge e Sumpter
(1996). As amostras também foram utilizadas para a detec¢cdo e quantificacédo
dos microcontaminantes, 4-nonilfenol, 4-octilfenol, Bisfenol A, Ibuprofeno,
Diclofenaco, Naproxeno, Paracetamol, Genfibrozila, Estrona, 17(3-estradiol,
17a-etiniestradiol, Estriol e alguns micropoluentes por CLAE/FLU e outros por
CG/MS.

8.1 Postos de amostragens e metodologia das coletas

Foram realizadas duas coletas utilizando um barco no periodo da manha
com extensao até o final da tarde. A primeira coleta de sedimentos foi realizada
no verdo de 2013 no Rio Maracana e Canal do Mangue. A segunda coleta
ocorreu no verdo de 2014 na Baia de Guanabara e a terceira coleta no inverno
de 2015.

8.2 Preparo das amostras para o ensaio in vitro YES e Cromatografia

8.2.1 Lavagem e armazenamento das vidrarias

As andlises das amostras comegam pela etapa da lavagem da vidraria,
ja que todo cuidado € necessario devido as baixas concentracdes de
micropoluentes no ambiente. Dessa forma, € preciso eliminar ao maximo o
risco de contaminacéo. Todos os solventes possuem grau de pureza (HPLC) e
sao da marca Merck. O processo de lavagem e armazenamento da vidraria

sera descrito na figura 09 a sequir.
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Figura 09. Processo de lavagem e armazenamento da vidraria

Lavagem da vidraria

Lavar com 4gua potavel abundantemente
Deixar de molho 24hs em solucédo Extran 10% (Merck)
Enxaguar com agua potavel no minimo 10 vezes
Rinsar com Hexanograu (HPLC, Tedia®)
Enxaguar no minimo 5 vezes com agua Milli-Q
Rinsar com Etanol grau (HPLC, Tedia®)
Enxaguar 3 vezes com agua ultrapura Milli-Q

ApOs a descontaminacéo e secagem as vidrarias foram guardadasenvolvidas em papel
aluminio

8.3 Coleta e acondicionamento das amostras

As amostras de sedimentos foram coletadas em frasco de vidro ambar.
Nos sedimentos coletados, tanto no Canal do Mangue, quanto na Baia de
Guanabara, houve o auxilio da draga Van Veen.

Os frascos foram armazenados em isopor com gelo, transportados até o

laboratério de Engenharia Sanitaria (LES) e mantidos a temperatura inferior a 6
°C, para futura realizacdo das analises. A seguir a Figura 10 da draga Van

Veen, dos frascos ambar e isopor utilizados nos campos.

FiguralO. Draga Van Veen e material de apoio
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As amostras foram preparadas apos ficarem fora da geladeira por
aproximadamente duas horas antes do inicio do processo para atingirem a
temperatura ambiente. A Figura 11 apresenta um fluxograma no qual esta
detalhado o procedimento de preparo das amostras para o ensaio YES e
CLAE.
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Figura 11. Fluxograma do preparo das amostras de sedimento do ensaio YES

AMOSTRA DE
SEDIMENTOS

v

4 N
Seca-se 0
sedimento por 24h
a 60°
& J
e l N

Separa 10g de
sedimento seco

N\ L J
e N
Adiciona-se
10mLde Metanol
N\ J
v
N
5 minutos em agitador
tipo Vortex Este procedimento é
J repetido 3X
¢ e em cada uma
0 metanol é vertido em um
, . i h baldo de 200 mL
Apos vai a centrifuga
(2500g 5minutos)
J

4 I
Avoluma-se o
baldo de 200 mL

com agua
ultrapura
- v J
4 N\

Ajuste do pH para
2com HCL 3M

v

Condicionamento do cartucho Strata-X
500 mg/ 6mL
6 mL de hexano + 2 mL de acetona + 6 mL de metanol,
10 mL de agua ultra pura pH 3, ajustado com HCL 3M

v

[ Percolacdo da amostra ]

Vazao 3 mL / min

v

Limpeza do cartucho: 10 mL de uma
solucdo de metanol e 4gua ultra pura
(1:9) sob vacuo por 10 minutos

L Eluigdo: 4 mL de acetona
Eluic&o: 4 mL de acetona evaporados & secura com N2 e
evaporados & securacom N2 e reconstituidos para o HPLC - FLU:
reconstituidos com 2 mL de com 500 de acetonitrila
|
-
E’\\‘(SE/;'O [ Injec&o do HPLC — FLU e GC/MS ]
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8.4 Preparo das amostras

O processo de preparo dos sedimentos requer uma etapa que passa o
sedimento para o meio liquido para retirada dos compostos de interesse
retidos. Na primeira etapa, o sedimento foi seco por 24h na estufa a 60°c, logo
apos foi pesado 10 gramas e colocado em um tubo de vidro, no qual foram
adicionados 10 mL de metanol. Esse material passa por um agitador vortex por
5 minutos e, na sequéncia, foi para a centrifuga a 2500g por 5 minutos, depois
se fez transférencia do volume liquido para um baldo. Com esse procedimento,
0s compostos de interesse ficam retidos no metanol. Essa etapa é repetida trés
vezes, totalizando 30 mL de metanol, que no final é avolumado com &gua
ultrapura para 200 mL. Com o processo finalizado, o pH foi ajustado para 2, e

iniciada a extracdo em fase sélida.

8.4.1 Extracdo em fase sélida (EPS)

Para a etapa da EFS empregou-se a metodologia descrita por Cordeiro
(2009). Assim, foi utilizado para extracdo o Manifold (Agilent (VacElut 12)), na
capela, sendo um cartucho para cada amostra. Utilizaou-se o cartucho Strata-X
(Phenomenex®) de 500 mg / 6 mL. Os mesmos foram condicionados com 6 mL
de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol (grau HPLC, Tedia®) e 10 mL
de agua ultrapura com pH ajustado para 3, com solu¢cdo de HCI 3M. A
percolacdo no cartucho ocorreu sob vacuo, com vazao de aproximadamente 3
mL/min. Nessa etapa, é preciso atencao para que a parte sélida do cartucho
nao seque, este procedimento evita a perda de analitos.

8.4.2 Clean up dos cartuchos e reconstituicdo dos analitos

O clean up das amostras se caracteriza na lavagem do cartucho para
remocgdo dos interferentes. Utilizou-se 10 mL de uma solugcdo de metanol e
agua ultrapura na proporcao de (1:9), e processo foi feito mantido a vacuo por
10 minutos para remocdo do excesso de agua. Apoés isso, os cartuchos foram
para o freezer a -20°C, aguardando a eluic¢éo.

A eluicao foi realizada com 4 mL de acetona (grau HPLC, Tedia®), sob
efeito da gravidade, acondicionados em frascos de vidro de 10 mL. Para isso

foi utilizado o sistema Manifold sem o vacuo. Para secar os cartuchos, a bomba
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de vacuo foi ligada por 5 minutos e os extratos das amostras evaporados. A
reconstituicdo foi efetuada com 2 mL de etanol (grau HPLC, Tedia®), para o
ensaio YES e com 500 uL de acetonitrila (grau HPLC, Tedia®), para a

cromatografia. Com o término dessa etapa, as analises séo iniciadas.

8.5 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE/FLU) com detector de
Fluorescéncia.

As andlises cromatograficas foram realizadas para quantificacdo dos
microcontaminantes. O método utilizado foi por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em um cromatografo fabricado pela Waters Corporation®, que utiliza
um detector de fluorescéncia com comprimentos de onda de emissao a 306 nm
e excitacao a 280 nm.

As analises com fluxo de 1 mL/min de fase mdével, modo gradiente
variando a percentagem de acetonitrila (ACN) e agua ultrapura, iniciando com
40% de ACN, mudando para 50 % em 6 minutos, 30 % em 9 minutos. As fases
moveis utilizadas (ACN e 4gua ultra pura) possuem alto grau de pureza e estédo
livres de oxigénio e outros gases dissolvidos.

Para a deteccdo e quantificacdo dos microcontaminantes em
sedimentos, as condicdes cromatograficas foram de uma fase mével de 60%
de acetonitrila e 40% de agua ultrapura, um volume de injecdo do extrato de 20
ML, modo de injecdo do extrato com preenchimento parcial do “loop” do
amostrador.

A vazdao do eluente foi de 1 mL min-1 , o Aexcitacao foi de 223 nm e o de
Aemissdo foi de 300 nm. A fase estacionaria foi composta por uma coluna
cromatografica da Novapak PAH (4,6 x 250mm, 5 micras), que permaneceu em
uma temperatura de 40° C = 1 durante todo o tempo da andlise de 8 min no
modo de operacdo isocratico. Para o BPA, a faixa de concentracédo foi de 125 —
1000.

Foram utilizadas duas curvas de calibracdo preparadas pela injecado de
um padrao, contendo aproximadamente 500 ug/L (ppb) e 50 mg/L (ppm), e pela
modificacdo do volume de injecdo foram determinadas as concentracfes. Para
as analises, foi utilizada a Novapak PAH (4,6 x 250mm, 5 micras), como coluna

cromatografica, a temperatura de 30 °C com auxilio do forno de colunas.
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Foi injetado o volume de 20 pL e repetido 3 vezes para cada amostra, e
a temperatura do mostrador foi de 18°C com a finalidade de evitar degradacdes
das amostras durante as andlises. Antes de serem injetadas, as amostras
foram previamente filtradas, com auxilio de seringas de vidro, em discos de
membranas de polivinilideno fluoridrico (PVDF) com 0,22 ym de diadmetro de
poro da marca Millex® modelo GV, Limites de Deteccédo, Quantificacdo e
Linearidade para o composto BFA.

Para validacdo do método, foi utilizado o guia sobre validagdo de
métodos analiticos, fornecido pelo INMETRO (2010), que analisa os limites de
deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ), linearidade e recuperacéo,
para os estrogénios. Segundo o guia, a linearidade foi determinada em funcéo
da curva padrao avaliando os valores de R e R2. O LQ foi obtido pela menor
concentracdo da curva analitica e o LD foi obtido segundo a Equacéo 1, sendo
DP o desvio padrao referente as trés injecdes do branco (padrdo com a menor

condicao aceitavel do analito).

LD = DP x 6,965 Equacéo 1

8.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

De acordo com a definicdo da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), a cromatografia é identificada como “um método fisico de
separacdo em que 0s componentes a serem separados se distribuem entre
duas fases, uma delas é fixa (fase estacionaria) enquanto a outra (fase mével)
se move em uma direcéo definida” (IUPAC GOLDBOOK). A cromatografia tem
a capacidade de conduzir elementos de uma amostra complexa por meio da
fase estacionaria através da forca da fase mével, podendo ser um gas, um
liguido ou um fluido. Essas fases dividem os métodos cromatogréaficos
basicamente em cromatografia liquida, cromatografia gasosa e cromatografia
de fluido supercritico (SKOOG et al, 2006; SILVA, COLLINS, 2011,
HELTMANN, 1983).

A cromatografia gasosa utilizada neste estudo é muito utilizada por sua
técnica de separacdo de compostos volateis, empregada para andlises de
compostos organicos e inorganicos. Com a cromatografia, € possivel a

separacdo dos componentes, mas necessita dos detectores para a sua
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determinacdo (MCNAIR; MILLER, 2009). A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) contribuiu com diversos campos da
pesquisa em quimica analitica em &reas com amostras muitas vezes
complexas como a ambiental (HUBSCHMANN, 2009; SPARKMAN et al.,

2011). Na Figura 12 o esquema do processo de extracao.

Figural2. Esquema das etapas do processo de extracdo em fase solida.

Condicionamento  Eluicao da Clean-up  Eluicdo dos
amostra analitos

0 ) & ®

op, ®e
!’o. A =
1

‘) & -

A
\“

Interferentes A A
Analitos

Adaptado de http://www.crawfordscientific.com

As fases estacionarias usadas para os microcontaminantes séo: C18,
HLB (Waters®), Strata-X (Phenomenex®), LiChrolut (Merck® ) (MOL et al.,
2000; WEIGEL et al., 2004; HERNANDO et al., 2004; U.S. EPA, 2007a;
BIZKARGUENAGA et al., 2012). A metodologia para utilizacdo do GC-MS na
determinacdo de desreguladores enddcrinos em agua e sedimento foi
otimizada por Ibaraki e colaboradores (1999); com o0 processo de extracdo em
fase solida (SPE), foram encontrados limites de detec¢éo de 0,005 a 0,01 mg/L
para amostras de agua e 0,3 a 0,5 mg/g para as amostras de sedimento. Além
do GC-MS, temos o método de extracdo liquido-liquido utilizado também neste
estudo, o qual foi iniciado pela EPA para analise de hormbnios em amostras
ambientais (U.S. EPA, 2007b). Para este trabalho, utilizamos o SPE para

extracdo de microcontaminantes em sedimentos.


http://www.crawfordscientific.com/
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8.6.1 Derivatizacao

Alguns compostos estudados possuem uma alta temperatura de
ebulicdo, devido aos seus grupos funcionais polares. Dessa forma, para a
analise por GC-MS aumentaria o peso molecular e reduziria a polaridade dos
compostos estudados que se adequariam a temperatura da coluna. Assim, o
processo de derivatizacdo € necessario. Com a derivatizagdo o composto &
modificado se transformando em outro para aperfeicoar o perfil cromatogréfico,
reduzindo a polaridade e aumentando a estabilidade térmica e volatilidade, este
processo também evita a perda de analitos seja por adsorcdo a coluna
oudecomposicdo térmica (STALIKAS; FIAMEGOS, 2008; LUO et al.,, 2010;
HUANG, B. et al., 2011).

Diversos reagentes s&o utilizados para esta reagbes como:
Pentafluorobenzil, N,O-bis(trimetilsilitrifluoroacetamida (BSTFA) ou N-(terc-
butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA), Igualmente sdo usado os
catalisadores trimetilclorosilano (TMCS) e trimetilsilil-imidazol (TMSI), com a
finalidade de aumentar a eficiéncia da derivatizagdo (HERNANDO et al., 2004,
HUANG, B. et al.,, 2011). Desse modo, cada passo do processo € muito
importante e as etapas de analises dos microcontaminantes desse trabalho
para o GC-MS foram a amostragem, preservacdo e estocagem, filtracédo,
isolamento do analito e pré- concentracdo por SPE, derivatizacdo e
determinacao.Para quantificacdo dos compostos para minimizar 0s erros €
imprescindivel o rigor em todas as etapas do processo, devido a baixa
concentracdo do analitos nas amostras ambientais que sdo de (ug/L a ng/L),
(MOREIRA, D. S., 2008).

A otimizac&o do processo de derivatizacao consistia em adicionar a um
vial com insert 100 pL do extrato ressuspendido ou do volume adequado de
solucdo padrdo dos analitos; com este volume seco sob fluxo de N2
adicionava-se 25 pL de piridina contendo 200 ppb do PI (padréo interno) para
ressuspender a amostra, apos 75 L do derivatizante (BSTFA: 1 % TMCS) era
adicionado. O vial era agitado manualmente e levado a estufa por 30 minutos a
80 °C. Apds o vial era retirado da estufa e o tempo de reacao estava terminado
e a amostra pronta para analise por GC-MS. Alguns contaminantes que nao
sofrem derivatizacdo possuem ponto de ebulicdo compativel com o GC/MS). A
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seletividade do método ficou de acordo com tempo de retencédo e a relacdo

entre os ions selecionados. Na Tabela 09, estdo identificados o produto da

derivatizacao.

Tabela 09. Dados sobre o produto da derivatizacdo dos analitos

ANALITO

Ibuprofeno

Paracetamol

4- Qctilfenol

4- Nonifenol deuterado

Genfibrozila

Naproxeno

Bisfenol A

Diclofenaco

Estrona

17 Estradiol

17a Etiniestradiol

Estriol

PRODUTO DA DERIVATIZAGAO

IBU-TMS

PCT-di-TMS

40F-TMS

4-NF deuterado-TMS

GEN-TMS

NPX-TMS

BFA-di-TMS

DCF-TMS

E1-TMS

E2-di-TMS

EE2-di-TMS

As condicbes de analise tanto do cromatégrafo e do detector foram

otimizadas, o gas de arraste (He) foi fixado, o volume de injecdo em 1 pL e a

energia da fonte de ionizagdo em 70 eV. As faixas testadas para as outras

variaveis para a otimizacao estdo apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Valores da otimizacédo das condicfes de GC/MS para separacao e

determinacdo dos microcontaminantes.

PARAMETROS
Modo de injecdo
Razéo de split (divisdo do fluxo da FM)
Temperatura do injetor

Programa de temperatura do forno da coluna

VALORES
Split e splitless
1:20e 1: 50
280°C - 330°C

Temperatura inicial em 60°C ou 100°C

mantendo por 1 min e aumentando para
200°C ou 240°C a 10°C/min ou 15°C/min,
aumentando para 260°C ou 400°C a
15°C/min ou 30°C/min (entre 1 a 8 min),
aumentando a 275°C ou 430°C com rampa

de 3°C/min
Temperatura de interface 280°C - 330°C

Voltagem do detector 0,8 a 1,2Kv

Fonte: Sanson, 2012

Os testes foram realizados injetando-se solucdo padrdo dos analitos
(concentracdo de 200 ppb) apds a etapa da reacdo de derivatizacdo otimizada,
efetuando os acertos considerando a resolucéo cromatogréfica.lnicialmente foi
feita uma corrida cromatogréfica para otimizagdo com base nos valores
minimos e maximos de temperatura até o limite suportavel pela coluna, com
uma taxa de aquecimento lenta (10 °C/min), para conferir o tempo de retencao
e temperatura em que cada um dos 11 analitos era detectado. Na proxima
etapa foram efetuados ajustes para diminuir o tempo da corrida sem prejudicar
a resolucdo cromatogréfica. Esses ajustes sdo com a finalidade de obter picos
satisfatérios e melhorar a resolucéo.

A identificacdo dos microcontaminantes nas solugbes foi feita
inicialmente pelo tempo de retencdo, ap0s por comparacdo dos espectros
obtidos com a biblioteca do National Institute of Standards and Technology
(NIST Mass Spectral

confirmados.O analito encontrado nas amostras s6 foi quantificado quando a

Library®, versdao 2.0 d) do equipamento, foram
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relacdo de abundancia entre os trés ions fosse compativel com a obtida no
espectro do padrdo do mesmo (com desvio de + 30 %). Para otimizacdo das
condi¢cdes cromatograficas e de deteccdondao foram necessarias alteracoes,
pois as condi¢cbes utilizadas no laboratério da UFOP foram satisfatorias
produzindo excelentes resultados. Os parametros do método cromatografico
otimizado para a determinacdo dos microcontaminantes deste estudo por

CG/MS estédo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros do Método Cromatografico Otimizado

PARAMETRO VALOR
CROMATOGRAFO A GAS
INJETOR
Temperatura do injetor 280°C
Modo de injecéo Splitless
Tempo de aquisicdo de amostra no injetor 1,0 min

FORNO DA COLUNA
Coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm)

Rampa de temperatura 100°C (1 min), aumento para 200°C a
10°C/min, aumento para 260°C a 15°C,

aumento para 280°C a 3°C por min (1min)

FASE MOVEL
Gés de arraste Hélio
Modo de controle da vazéo Velocidade linear
Pressao ~109,6 kPa
Vazéo total 40,7mL/min
Vazao na coluna 1,46mL/min
Velocidade linear 45,0cm/s

Razéo de divisédo 20
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ESPECTROMETRO DE MASSAS

Fonte de ionizacdo 250°C

Interface 280°C

Tempo de corte do solvente 5,5 min

Voltagem do detector 0,98 Kv
Tempo total de analise 22,67 min

Fonte: Sanson,2012

8.6.2 Validacao da Metodologia

Toda metodologia otimizada para determinar os microcontaminantes,
antes de ser utilizada precisa ser validado, garantindo assim a confiabilidade do
método. Temos dois tipos de validacdo: validacdo no laboratério (in house
validation) este tipo € desempenhado dentro de um unico laboratério e temos a
validacdo completa (full validation) onde € realizado um estudo interlaboratorial
(RIBANI et al., 2004). Para a validagdo em laboratorio, a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) produziu um guia chamado Harmonized
guidelines for single-laboratory validation of methods of analysis (THOMPSON,
M. et al., 2002), este guia foi utilizado para a validagdo do método proposto
neste trabalho.

De acordo com o guia da IUPAC, a validagcdo é aplicada para um
protocolo especifico, para um método de determinacdo de um ou mais analitos
especificos, em uma faixa de concentracdo conhecida, com uma matriz
determinada, possuindo um objetivo particular (THOMPSON et al.,
2002).Assim, o método validado gera dados com confiabilidade estatistica para
uma especifica amostra, analito e faixa selecionada. A IUPAC determina que
“a dispersao dos resultados aumenta com a concentracdo dos analitos e a
recuperacao pode se diferenciar substancialmente nas concentracdes altas e
baixas”. Assim, o método vai variar de acordo com a concentracido dos
analitos.

Analisando todos os dados foi possivel determinar o LD e LQ das

amostras. Para o limite deteccdo foi estabelecido um calculo da relacéo
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sinal/ruido. Desse modo, foram feitas diluicbes dos padrbes até nivel da

concentracdo estimada para confirmar o LD e LQ do equipamento. O LD foi a

menor concentracdo em que o sinal do analito fosse trés vezes maior que o

ruido da linha de base. O limite de quantificagéo foi considerado como a menor

concentracdo em que o sinal analitico fosse dez vezes maior que o

ruido.Temos na Tabela 12- os valores de LD e LQ para os microcontaminantes

estudados.

Tabela 12- Valores dos limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) dos

microcontaminantes.

Ibuprofeno
Paracetamol
4- QOctilfenol
4- Nonifenol
Genfibrozila
Naproxeno

Bisfenol A
Diclofenaco

Estrona
17 Estradiol
17a Etiniestradiol

Estriol

1,0
1,0
0,5
0,5
2,5
0,5
0,5
50
2,5
5,0

50

2,5
2,5
2,5
2,5
5,0
10,0
25,0
10,0
10,0
10,0

10,0

Fonte: Adaptado de Sanson,2012

Os microcontaminantes foram analisados no laborat6rio do DEAMB —

Departamento de Engenharia Ambiental da Universidade Federal de Ouro

Preto (UFOP) por cromatografia a gas com detec¢do por espectrometria de
massas (GC-MS) no equipamento GCMS-QP2010 plus, (Shimadzu® ).
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8.7 Toxicidade

8.7.1 Ensaio de Toxicidade aguda - organismo-teste Allivibrio fischerie

Para o ensaio de toxicidade com o organismo-teste Aliivibrio fischeri,
foram utilizados o sistema Microtox (SDI, modelo 500 analyser) e um fotémetro
de precisdo desenvolvido para realizagdo deste bioensaio. A metodologia foi
descrita segundo NBR 15411-3 (ABNT, 2012) para cepa da bactéria liofilizada.
O organismo-teste Aliivibrio fisheri € uma bactéria marinha que emite luz
naturalmente.

A metodologia para este ensaio foi efetuada com uma quantidade de
amostra exposta as bactérias bioluminescentes, que emitem luminosidade de
acordo com as suas reacfes. O efeito observado € dado em 30 minutos,
periodo em que se observa uma reducdo na emissdo de luz, apontando a
guantidade de organismos que podem estar sendo afetados pela toxicidade da
amostra.

As amostras foram diluidas serialmente em solucdo de NaCl 3,5% e 900
ML de cada diluigdo foi adicionado 10 pyL da solugdo de bactéria diluida em
cubetas de borosilicato. Inicialmente, foi lida a luminescéncia dos 10 pyL da
bactéria pura em cada uma das cubetas. Na proxima etapa, a transferéncia dos
900 pyL de amostra, as cubetas, foram homogeneizadas e mantidas sob
incubacdo a 15°C durante 30 minutos. Foram realizados um controle positivo
(branco) com NaCl 3,5% e 5 diluicbes em duplicatas para cada amostra.

Apo6s o tempo determinado para o contato, foi realizada a leitura da
fracdo emitida de luz pela bactéria e os valores obtidos foram inseridos no
programa MICROTOX OMNI 4.1 para efetuar o célculo, através do método
estatistico, da concentracao de efeito em 50% dos organismos-teste (CEso).

Utilizou-se uma metodologia de extracado adaptada de Ghirardini e outrs
(2009), na qual 10 g de sedimento seco na estufa a 60° C foi ressuspenso com
100 ml de solucdo diluente (NaCl 35% preparado em &agua destilada) e foi
efetuado o elutriado com proporcdo de 1:4 deixados sob agitacado orbital
(QUIMIS, modelo 225.11) a 200 rpm por 24 horas. O sobrenadante foi
separado para andlise, apés repouso de 1 hora. O ensaio foi reproduzido e
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adicionado 0,02 g de EDTA em 10 mL da amostra, a fim de remover a

interferéncia dos metais. Na Figura 13, um esquema do preparo do elutriado.

Figura 13. Esquema de preparo do elutriado

Sedimento Meio
< = 3 F’ 1
/" \'\
Y - L__>
Agitar 24hs Deixar Decantar

Repousar

Os resultados foram analisados de acordo coma faixa de toxicidade
descrita por Bulich (1982), descrita na Figura 13, que representa o grau de

classificacdo téxico da amostra.

Tabela 13. Escala de Grau de toxicidade adotada por Bulich (1982)

Grau de Toxicidade

CEsp - %y Classificacéao

<25 Muito toxica
25-50 Téxica
51-75 Moderadamente toxica

>75 Levemente Téxica
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8.8 Ensaio in vitro YES

8.8.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich®.Sulfato de amdnio,
sulfato de magnésio, sulfato de ferro, fosfato de potassio monobasico, hidroxido
de potéssio, adenina, acido glutamico, L-leucina, L-histidina, L-arginina-HCL, L-
metionina, L-tirosina, L-isoleucina, L-lisina-HCI, L-fenilalanina, L-valina, L-
serina, glicose, acido L-aspartico, L-treonina, sulfato de cobre (lII), tiamina,

piridoxina, pantetonato de célcio, inositol, biotina e CPRG.

8.8.2 Preparo das solucdes

Para o preparo das solucdes foi utilizado o protocolo desenvolvido por
Routledge e Sumpter (1996), com modificagdes feitas por Bila (2005). Esta
etapa é feita com vidraria separada somente para este fim, para evitar
possiveis contaminacdes que podem alterar a resposta do ensaio YES
acusando falsos positivos. Os reagentes foram pesados em Becker de 50 mL e
as solugbes sé foram abertas na capela de fluxo laminar. As solucdes
preparadas foram:CPRG e Meio de Cultivo,Meio Minimo, Glicose, Acido L-

aspartico, L-treonina, Sulfato de Cobre, Vitamina.

Solucéo de CPRG (Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosida)
A solucdo de Solucdo de CPRG (Clorofenol vermelho-B-D-
galactopiranosida foi realizada empregando a concentracdo de 10 mgmL-1 com

agua ultra pura e guardada em frascos de vidro ambar estéreis.

Meio de Cultivo

Foram utilizados 5 mL de solucdo de glucose;1,25 mL de solucédo de
acido L-aspartico; 0,5 mL de solucdo de vitamina;0,4 mL de solucédo de L-
treonina; 125uL de solucéo de sulfato de cobre (11);45 mL de meio minimo

No meio minimo, as soluc¢des de glicose, acido L-aspértico e L-treonina
foram esterilizadas em frascos de vidro em autoclave a 121°C por 15 minutos.A
solucéo de sulfato de cobre (Il) e a solucao de vitamina foram esterilizadas com

0 emprego de um kit de filtragao estéril, com membrana de 0,2 ym. As solugdes
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de L-treonina, vitamina e de CPRG foram guardadas a temperatura de 4°C. As

outras solu¢cdes foram armazenadas em temperatura ambiente.

Meio minimo

O meio minimo foi feito com a adicdo dos reagentes listados a 1L de
agua ultrapura: 13,61 g de KH2P04,;1,98 g de (NH4)2S504;4,2 g de KOH;0,2 ¢
de MgS04;1mL de solucdo de Fe2(S04)3 (40mg/50mL de agua ultrapura);50
mg de L-leucina;50 mg de L-histidina;50 mg de adenina;20 mg de L-arginina;20
mg de L-metionina;30 mg de L-tirosina;30mg de L-isoleucina;30 mg de L-lisina-
HCI;25 mg de L-fenilalanina;100 mg de acido glutamico;150 mg de L-valina;375

mg de L-serina.

Solucéao de glicose
A solucdo de glicose foi preparada a 20% m/v (20 g/100 mL),

dissolvendo a glicose em agua ultrapura.

Solucédo de acido L-aspértico

Foi preparada na concentracédo de 4 mg. mL-1, com 4gua ultrapura.

Solucéo de L-treonina
A solucao estoque foi preparada na concentracdo de 24 mg. mL-1 (600

mg/25 mL) com agua ultrapura.

Solucéo de sulfato de cobre (1)
A solucgéo sulfato de cobre (ll) foi preparada na concentracdo de 20 mM
(0,5g/100mL), com agua ultrapura.

Solucéo de vitamina
Esta solucéo foi preparada adicionando os reagentes a 180 mL de agua
ultrapura: 8 mg de tiamina,8 mg de piridoxina, 8 mg de pantetonato de calcio,40

mg de inositol,20 mL de solucdo de biotina (2 mg/100 mL de agua ultrapura).

Cepa Saccharomyces cerevisiae
A cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae foi construida por

técnicas de engenharia genética e estd disponibilizada pela Glaxo Group
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Research (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). A cepa utilizada no processo de
transformacéo foi a BJ1991 (BISTAN et al., 2012). A cepa de Saccharomyces
cerevisiae recombinante utilizada foi cedida pela professora Marcia Dezotti
(UFRJ). O preparo da cepa foi em capela de fluxo laminar de acordo com o

protocolo de Routledge e Sumpter (1996) com algumas modificacdes.

Congelamento

Ao término de cada ensaio foi feito o congelamento com as células
restantes. Nos tubos criogénicos estéril com volume de 2 mL, a levedura foi
colocada e adicionado o glicerol ja esterilizado a 121°C por 15 minutos, na
proporgao de 40% (900 pL de células em meio de cultivo e 600 uL de glicerol
estéril). Os tubos criogénicos foram levados ao freezer com temperatura de -
20 °C. Dessa forma, podem ficar armazenados até 1 ano. E com a temperatura

de -80 °C podem ficar guardadas até 5 anos.

Processo para descongelar o pré-indculo e indculo.

Para utilizagdo da cepa 48h antes do ensaio a cepa foi descongelada e
efetuado o pré-indculo. As células do tubo criogénico foram ressuspendida em
10 mL de meio de cultivo em um frasco de cultivo novo e estéril. Esses frascos
foram incubados a 28 °C por 24 horas e ficaram sob agitacdo de 150 rpm, em
uma incubadora com agitacao orbital (Marca Quimis, modelo Q816M20).

O inoculo foi realizado colocando 100 pL da cultura do pré-inéculo em
um frasco novo de cultivo estérii com 10 mL de meio de cultivo, ficando
incubado mais uma vez sob as mesmas condicfes do pré-inéculo, por 24

horas. Com este processo a cepa fica pronta para o ensaio.

Preparo do meio de analise do ensaio YES

Para o preparo do meio de analise foram separados tubos tipo falcon
estéreis e/ou frascos de vidro esterilizados a 121 °C por 15 minutos. O meio
com a levedura é feito e apés o meio de analise. O procedimento foi realizado

em capela de fluxo laminar com os passos a seguir:



66

Meio com cultura de levedura

No tubo falcon estéril de 50 mL adiciona-se 4 mL do meio de cultivo e 3
mL do cultivo da levedura. A absorbéancia foi lida a 620 nm. Conforme a faixa
de absorbancia atingida é determinado o préximo passo:

Absorbancia 0,8 a 1,0: faixa boa, cultura pronta para o uso.

Absorbancia inferior a 0,8: adicionar pequenos volumes de levedura até
atingir a absorbancia de 0,8.

Absorbancia superior a 1,0: adicionar pequenos volumes de meio de
cultivo até atingir a faixa entre 0,8 a 1,0.

A cultura retirada da capela para a leitura de sua absorbéncia é
descartada, por ter saido da capela e exposta a contaminacdo. O método

utilizado foi adaptado de Routledge e Sumpter(1996).

Meio de analise
Foram utilizados tubos Falcon de 50 mL e adicionados 25 mL do meio
de cultivo, 250 pL de solucdo de CPRG e 25 pyL do meio com a cultura de

levedura.

8.9 Ensaio YES

A metodologia para o ensaio YES foi desenvolvida por Routledge e
Sumpter (1996) e adaptado por Bila (2005). Foram utilizadas para as analises
microplacas de 96 pocos, com fundo chato e tampa estéril. A preparacéo foi
efetuada em capela de fluxo laminar e as amostras avaliadas em duplicatas.

O ensaio € iniciado com a diluicdo dos extratos por extracdo em fase
solida. A diluicdo e concentracdo das amostras séo feitas com a finalidade de
garantir que estardo dentro da curva do controle positivo e que posteriormente
possa ser calculada a atividade estrogénica. As diluicdes foram feitas em
placas de 96 pocos e os extratos das amostras diluidos na propor¢cdo 1:2.

Dessa forma, a seguir foi destacado os passos deste procedimento:

» Adicionar 100 uL de etanol (grau HPLC) na primeira fileira de
pocos de diluicdo do extrato, com excec¢ao do primeiro pogo;

» No primeiro pogo, adicionar 200 uL do extrato da amostra;
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» No segundo pogo, adicionar 100 pL retirados do primeiro pogo e
agitar;

» No terceiro pog¢o, adicionar 100 yL retirados do segundo pogo e
agitar;

> Este procedimento é feito até o ultimo pocgo, que ficara com o
volume final de 200 pL.

Apos a diluicdo os extratos das amostras foram transferidos para placa
de analise no volume de 10uL para cada pogo em duplicata. Apds a placa fica
dentro da capela secando completamente e depois foi dado prosseguimento ao

ensaio.

8.9.1 Curva padrao do controle positivo 17B-estradiol

Para realizacdo do ensaio YES foi realizada uma curva padrdo do
controle positivo 173-estradiol como referéncia, a cada nova batelada de testes
uma nova curva foi obtida. Para este procedimento foi usada uma solucdo
estoque na concentracdo de 54,48 ugL™ realizada a partir de 17B-estradiol (>
98%, Sigma-Aldrich®) em etanol (grau HPLC, Sigma-Aldrich®). A diluicdo da
curva foi realizada em série na placa preparada para a diluicdo. Para este
procedimento foram efetuadas diluicGes de 1:2

As placas de ensaio sé&o preparadas, iniciando com a adi¢cdo de 10 pL
de etanol em cada poco nas linhas que correspondem aos brancos. Apos,
foram transferidos 10 L, retirados da placa de diluicdo de cada amostra para
cada poco da linha apropriada da placa de ensaio. Apés a evaporacao das
amostras, foram adicionados 200 yL do meio de analise em cada poco. Na
sequéncia , foi adicionado o meio de analise nas linhas de amostra.

As placas foram fechadas e lacradas com fita adesiva nas laterais e
agitadas por 2 min em um agitador de placas de 96 pocos (IKA, MS-3). Apés,
foram incubadas em estufa aquecida a 30 °C, por 72 horas. Ao fim deste tempo
de incubacéo, as placas foram retiradas da incubadora, possibilitando verificar

a mudanca de coloracdo nos pogcos que passam de amarelo a tons de rosa,
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guando ha atividade estrogénica e aumento da turbidez nos mesmos, como
resultado da produgéo da B-galactosidase e do crescimento da levedura.

Foram realizadas as leituras das placas nos comprimentos de onda de
575 nm, para cor e 620 nm para turbidez, em um espectrofotdbmetro com
entrada para placa de 96 pocos (Softmax Pro 5, SpectraMax M3).
Posteriormente a leitura, as placas foram autoclavadas a 121°C por 15 minutos
antes de serem descartadas.

A solugdo estoque de 17B-estradiol tem a concentracdo de 54,48 ug.L™,
porém a curva de 17(3-estradiol abrange concentracdes inferiores na ordem de
ng.L™, indo de 2724 ng.L ™ a 1,3301 ng.L™, pois ao adicionar os 200 uL do meio
de analise em cada poco, automaticamente é feito outra diluicdo da
concentragéo da solugdo no poco.

Em posse dos valores das leituras de absorbancia seguiu-se a
construcdo dos graficos com as curvas dose-resposta do ensaio. Inicialmente
corrigidos os valores de absorbancia, conforme a Equacédo 2, apresentada por
Bila (2005).

— 620 Brancor
AbScorrigida Amostra — Ab5575Amostra - (Ab3620 Amostra — AbS )

Equacéo 2

Esta correcdo foi efetuada para cada poco da placa, empregando os
valores de absorbancias obtidos nos dois comprimentos de onda para cada
concentragcdo na curva. Para o calculo desta correcao, utilizou-se a média dos
valores das absorbancias das duas fileiras de brancos correspondentes as
amostras resultando em uma média de 24 amostras de branco. Assim, 0s
dados apresentados correspondem a média das absorbancias das amostras
analisadas em duplicata.

A curva dose-resposta do controle positivo 17B-estradiol foi construida
relacionando os valores de absorbancia corrigida em funcdo da concentragéo,
sendo expresso em ngL™? em escala logaritmica. Enquanto que as curvas dos
extratos das amostras foram expressas em percentual, sendo construidas da
mesma maneira da curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol.

Para o calculo do CEsp do 17B-estradiol foi obtido a partir de sua curva
padrdo. O valor de CEsg corresponde aquela concentracdo que elucida 50% da

maior resposta obtida da (-galactosidase no ensaio YES, em relacdo a curva
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padrdo. Para o 17B-estradiol o CEso foi expresso em ngL™. Para as substancias
padrées também foi calculado o CEsp a partir de sua curva padrédo, expresso
em ngL™ e para o célculo do CEs, utilizado programa Origin® 6.0

Em relagdo as amostras, foi calculado o equivalente estradiol (EQ-E;) da
maxima inducdo da [B-galactosidase, através da interpolacdo dos dados da
curva da amostra com os da curva do controle positivo 17B3-estradiol. Para esse
célculo utilizou-se a equacédo 3, onde: y € o valor de AbScoramostras X € @
concentracdo da substancia estrogénica no ensaio. Onde A; é a maxima
inducdo da atividade estrogénica, A, o limite de detecgao, xo 0 valor de CEx €
p € a inclinacdo da regido mediana da curva como estimado de uma regressao

linear/log da parte linear da curva dose-resposta.

l+(xfxn) Equacéo 3

Apbés a aplicagdo da formula, o valor foi dividido pelo fator de
concentracdo utilizado na EFS chegando ao valor real de EQ-E, da amostra.
Para avaliar o potencial estrogénico de cada substancia padrao em relagao ao
controle positivo 17(3-estradiol, determinou-se a poténcia relativa estrogénica

(PR). Esta relagéo € definida pela Equagéo 4 .

PR = CE30,7pg-estradiol
CESDsypstancia Equacéo 4

Foi utilizado o controle positivo 17(3-estradiol que possui poténcia relativa
1. Quando o valor da PR é maior que 1, significa que a substancia padréo
analisada possui maior estrogenicidade em relagdo ao controle positivo (173-
estradiol). E quando a PR é menor que 1, significa que a amostra possui menor
potencial estrogénico em relagcéo ao controle positivo.

A poténcia relativa € determinada em relagao ao padréao de 17B-estradiol
pode ser considerada como um ensaio bioldgico indireto. Nesses ensaios
assume-se que as amostras analisadas se comportem como uma diluicdo ou

uma forma mais concentrada do padrdo. Esta comparacédo direta entre as
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amostras € vélida somente sob algumas condi¢cfes. As curvas dose-resposta
do padrédo e das amostras devem ser paralelas e a maxima resposta que pode
ser atingida por ambas que devem ser idénticas (BILA, 2005).

Nas analises de atividade estrogénica, alguns compostos das amostras
podem inibir o crescimento da levedura. Essa inibichio chamada de
citotoxicidade é percebida pela auséncia de turbidez no fundo do poco. Frische
et al. (2009) descreve a utilizacdo do controle da absorbancia a 620 nm, para
guantificar a inibicdo do crescimento da levedura devido a toxicidade das

amostras, esta equacéo € apresentada abaixo.

. ABSgzp gmostr
Toxicidade =1 — w}

ABSgnp branco Equacéo 5

bY

Assim, a equagdo, AbSegzo@mostra) COrresponde a medida da leitura de
absorbancia a 620 nm de cada diluicho da amostra, ou seja, a média da
duplicata de cada um dos pocos da linha da amostra. Ja ADbSezopranco)
corresponde a média da leitura da absorbancia a 620 nm para as duas linhas
de branco correspondentes a cada amostra analisada em duplicata. Neste
célculo € considerada a média de 24 pocos. Embora algumas amostras
visualmente néo apresente toxicidade é indicada a aplicacdo da formula, a fim
de assegurar a veracidade do resultado (SOTO et al., 1995; FRISCHE et al.,
20009).

Esta equacdo deve ser aplicada primeiramente na amostra 100%
concentrada (1° poco da placa de ensaio) se existir inibicdo do crescimento da
levedura, este poco sera a primeira concentracdo a se observar a ocorréncia.
Depois da aplicacdo da férmula se a inibicdo for observada, aplica-se a
eguacao nos pocos seguintes até que a inibicdo ndo seja mais observada. A
inibicdo é expressa em percentual em comparagao ao crescimento da levedura
no controle negativo (branco).

Portanto, o resultados do ensaio YES é efetuado com a verificacdo da
amostra quanto a resposta estrogénica positiva, ndo apresentado esta resposta
, avalia-se a presenca de toxicidade como apresentado na Equacédo 4, se
houver toxicidade, a amostra deve ser mais diluida. Caso nado tenha,
provavelmente a amostra ndo € estrogénica, ou a estrogenicidade esta abaixo
do limite de deteccao (LD) para este ensaio (RASMUSSEN & NIELSEN, 2002).
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A amostra apresentando resposta estrogénica positiva formando uma
curva sigmoidal. Procede-se calculando o CEsp e a PR se for substancia
padrédo, se for amostra ambiental calcula-se o EQ-E,. Caso a amostra nao
apresente curva dose-resposta sigmoidal, mas apresente uma resposta maior
gue o critério de negatividade (branco). Se for uma amostra ambiental calcula-
se 0 EQ-E;, mas se for uma substancia padrdo € preciso prepara-la mais
concentrada para atingir a curva sigmoidal e assim calcular o EC5p e a PR
(FRISCHE et al., 2009).
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9. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho foram realizadas analises por GC/MS da presencga de 11
micropoluentes :4-nonilfenol, 4-octilfenol, Bisfenol A, Ibuprofeno, Diclofenaco,
Naproxeno, Genfibrozila, Estrona, 17p-estradiol, 17a-etiniestradiol, Estriol) em
amostras de sedimentos da Baia de Guanabara e praias Adao e Eva. Foram
feitas também andlise de toxicidade com a bactéria Aliivibrio fischeri, ensaio
YES e analises cromatograficas foram efetuadas com CLAE/FLU e GC/MS.

No processo de andlises foram realizados filtracdo, extracdo em fase
sélida e clean up das amostras utilizadas para CLAE/FLU e GC/MS e YES. A
partir dos extratos alcancados foram analisados 12 amostras por GC-MS, 06
amostras por CLAE/FLU,e 17 amostras para YES. Para andlise de toxicidade
foi feito o elutriado dos sedimentos de 09 amostras entre Baia de Guanabara e
praias Adao e Eva.

Foram realizadas trés campanhas no verdo de 2013, verdo de 2014 e
inverno de 2015. Tendo destaque para primeira campanha que ocorreu no Rio
Maracana e Canal do Mangue por ser um periodo sem chuvas que dificultou a
coleta de sedimentos com a draga Van Veen e ndo foi possivel coletar em

todos os pontos escolhidos.

9.1 Ensaio YES Resultado das amostras do Rio Maracand, Canal do

Mangue e Baia da Guanabara

9.1.1 Limite de Deteccéao e Quantificacao

Os limites dedeteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) determinam a
sensibilidade do método utilizado. O LQ € a menor concentracdo que pode
serquantificada, levando em conta os limites de exatidao e precisdo e o LD é a
menor concentracao de analito identificada pelo método. Cada ensaio efetuado
tem uma curva dose-resposta do controle positivo 17B-estradiolna faixa de
2724 ng L™ a 1, 3301 ng L. Nesse estudo, foi obtido o valor médio de CEsg de
43ng L™

Em posse dos dados da curva dose-resposta do controle positivo,
o17Bestradiol € definido os limites de deteccédo e de quantificacdo do método.

O célculo do LD foi definido considerando a atividade estrogénica positiva,
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guando maior que 10% do valor do branco. Para o calculo do LQ foi
considerada a leitura do branco analitico, mais trés vezes o desvio padrao das
leituras.

Os calculos de LD e LQ foram feitos a partir de 20 ensaios
independentes, assim o LD do ensaio YES foi de 10 ng L™ e o LQ foi de 20 ng
L™ foram considerados, sem levar em conta a concentracdo das amostras.
Devido a concentracdo das amostras de 500 vezes, pela extragdo em fase
sélida, o ensaio ficou com uma deteccéo de 0, 02 ng L™ e de quantificacdo a
partir de 0,04 ng L™, apontando para uma alta sensibilidade do método. Na

Figura 14 a curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol.

Figura 14. Curva dose-resposta do controle positivo 173-estradiol no ensaio
YES.

40

NI
7| » Controke Negatva

Abeorbancia Comigida

IEEEEEEE

—rTTTT T T T T T T
=] 1 10 gles 1000 10000

Concentragio fig.L”}

No ensaio YES, as amostras de sedimento do Rio Maracané e Canal do
Mangue apresentaram citotoxicidade em todos os pontos de amostragem,
apontando para uma toxicidade nos sedimentos coletados, mesmo em pontos
considerados mais limpos como o Alto da Boa Vista. Todavia, apos a diluicéo
das amostras no ensaio YES, a citotoxicidade persistiu ndo sendo possivel
determinar a estrogenicidade das amostras. Nas Figuras 15 (a,b,c,d,e), sé&o
apresentadas as curvas dose-resposta das amostras de sedimento (SED 1,
SED 2,SED 3,SED 6, SED 8) respectivamente (a,b,c,d,e) para o ensaio YES.



Figural5. Curvas dose-resposta das amostras de sedimento do Canal do
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Mangue para o ensaio YES. (a) SED 1, (b) SED 2, (c) SED 3, (d) SED 6 e (e)
SED 8.
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Os pontos de coletas selecionados ao longo do Rio Maracana e Canal
do Mangue sdo areas que tem como caracteristicas o despejo de esgoto in
natura, uma grande circulacdo de pessoas e veiculos entre outras fontes de
poluicdo. Esses fatores potencializam a incidéncia de substancias
estrogénicas, farmacos, entre outros (GEROLIM, 2008; JANEX-HABIBI et al.,
2009).Cabe citar que nesses mesmo pontos de amostragens foram detectados
por NASCIMENTO(2016),atividade estrogénica entre 0,10 a 1,58ng L™ em
agua superficial, apontando que maiores concentracdes podiam ser
encontradas nos sedimentos. Foram realizadas também andlises em trés
pontos de amostragens da Baia de Guanabara que apresentaram
citotoxicidade, (BG6, BG7 e BG8) conforme figura 16 (a,b,c).

Figura 16. graficos da curva dose-resposta das amostras da Baia da
Guanabara (a) BG6, (b)BG7 e (c) BG8).
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No intuito de diminuir a citotoxicidade das amostras, foram propostas
modificagcdes no método de extracdo das amostragens de sedimento da Baia
de Guanabara. Com base em estudos desenvolvidos por Kim et al (2016) e
Zhang et al (2013) que adicionaram EDTA em amostras de solo para remoc¢ao
de metais. Assim, neste estudo o EDTA foi empregado para avaliar o
comportamento das amostras na presenca e na auséncia deste composto. Na
Figura 17, sdo apresentadas as curva dose-resposta das amostras de
sedimento (BG1, BG2, BG2 EDTA, BG10, BG10 EDTA, ADAO 11, ADAO 11
EDTA, EVA12, e EVA12 EDTA) Respectivamente (a,b,c,d,e,f,g,h,i) no ensaio
YES.

Figura 17. Curva dose-resposta das amostras de sedimento (a) BG1 (b) BG2,
(c) BG2 EDTA, (d) BG10, (e)BG10 EDTA, (HADAO 11, (g) ADAO 11 EDTA, (h)
EVA12, e (i) EVA12 EDTA) no ensaio YES utilizando EDTA no preparo da
amostra.
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Na segunda etapa do ensaio YES para as amostras de
sedimento,BG2EDTA, Adaoll, AdaollEDTA, Eval2 e Eval2EDTA, foi
possivel determinar a atividade estrogénica e a amostra BG2EDTA apresentou
citotoxicidade inicial e a atividade estrogénica nas concentracfes 3, 125% e
1,56% nas amostras mais diluidas. A inibicdo do crescimento da levedura foi
observada no estudo de MAGALHAES (2016) em toda a campanha com uma
porcentagem de 45% a 96%, sendo observado o efeito em pocos de menores
diluicbes na placa de 96 pocos apds a incubagdo. No estudo de Silva (2014),
foi descrita a inibicdo em sua analise em esgoto bruto.

Vale esclarecer que a avaliagdo de desreguladores enddécrinos em
sedimentos ainda sao pouco investigadas, dado a complexidade desta matriz,
alguns autores atribuem essa dificuldade a lipofilicidade e suas fragOes
distribuidas, tantos nos sedimentos, quanto no material particulado. Segundo
pesquisas, muitas substancias quimicas ainda estdo abaixo do limite de
deteccdo dos meétodos analiticos (BRIAN et al., 2007; DORES& FREIRE,
2000).

O ensaio YES se mostrou efetivo e robusto e uma ferramenta importante
nas analises com amostras ambientais e estudo de avaliacdo de risco.
Contudo, nas amostras de sedimentos € preciso considerar compostos
guimicos ndo monitorados no estudo, além de outros tipos de poluentes
presentes na matriz estudada (SOTO et al.,, 2004; SARMAH et al., 2006;
VIGANOEet al., 2008).

9.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia
(CLAE/FLU)

Para deteccdo e quantificacdo das amostras da Baia da Guanabara, o
método analitico ofereceu boa linearidade. As concentracfes utilizadas para as
analises ficaram entre 50 e 500 ppb para o BPA e 100 ppb para os
hormonios. Os valores do coeficiente de correlacdo (R?) foram acima de 0,99
para todos os compostos. Para o BPA o limite de deteccdo (LD) foi
de 1,889 ugL* e o limite de quantificacdo (LQ) de 62,5 pg L™ Para os
horménios so foi detectado o E3 em 100 ppb. No entanto, os compostos E2 e

EE2 ficaram abaixo do limite de deteccdo (LD). Na Tabela 14, estdo
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destacadas as concentracbes de BPA,E3, na Baia de Guanabara

guantificadas no ensaio por (CLAE/FLU).

Tabela 14. Concentra¢cOes de BPA, E3, na Baia de Guanabara

CLAE/FLU
Pontos de Analito Analito

coleta

BPA -ng/g | E3-ng/g
BG1 8.80 2.81
BG2 19.75 <LD
BG3 0.36 <LD
BG4 5.70 <LD
BG5S 0.40 <LD
BG6 18.68 <LD

Fonte: Arquivo pessoal

A metodologia utilizada foi efetiva para o Bisfenol A e para o E3. O BPA
foi detectado em todos os pontos, variando entre 0.36 a 19.75 ng/g. As maiores
concentracfes foram observadas nos pontos BG2 llha do Governador,
BG6 na zona portuaria do Rio de Janeiro, O ponto BG1, também na llha do
Governador e BG4 Sao Gongalo. O horménio E3 so6 foi quantificado no ponto
BG1 na llha do Governador. Os demais analitos ndo foram detectados,

possivelmente por estarem disponiveis em outra curva.

9.3 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC/MS)

As amostras de sedimento da Baia de Guanabara com e sem EDTA
foram analisadas no GC/MS para identificar e quantificar os micropoluentes (4-
nonilfenol, 4-octilfenol, Bisfenol A, Ibuprofeno, Diclofenaco, Naproxeno,
Paracetamol, Genfibrozila, Estrona, 17p-estradiol, 17a-etiniestradiol e Estriol).

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 15.
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Analito/ EVA EVA BG9 JUJ JUJ BG7 ADAO BGS8 BG JUJ BG9 BG7
amostra 12 12 EDTA BG10 BG 11 EDTA 8 10 EDTA

EDTA 10 EDTA EDTA
ng/g
Bisfenol A 20.25 8.73 11.06 3.45 275 141 141 2.7 425 1.98 4.39 5.44
4-octilfenol <LD <LQ 0.94 0.1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.04
4-nonilfenol <LD <LD 1.07 301 <LD 0.11 0.34 <LD <LD 0.25 0.6 0.36
Genfibrozila 1.39 <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.69 <LQ
Naproxeno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1548 <LD <LD <LD <LD
Ibuprofeno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Diclofenaco <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.76 0.87 <LD 0.64 <LD <LD
Estrona <LD <LD <LD 5.67 <LQ <LQ <LQ <LD <LD <LD 3.08 <LD
Estradiol 10.97 18.05 3.22 <LD 3.89 <LD 2.67 2.85 <LD <LD <LD 4.46
Etinilestradiol <LD <LD <LD 0.46 <LD <LD 3.85 <LD <LD <LD <LD 22.89
Estriol <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.5 <LD <LD <LD <LD

Fonte: Arquivo pessoal

As concentracdes obtidas para alguns compostos no sedimento ficaram
abaixo do limite de deteccdo e outros abaixo do limite de quantificagdo do
método. Entre os compostos avaliados, o BPA foi o composto detectado nas
amostras de sedimento coletadas em todos os pontos de amostragem. De
acordo com Staples, et al. (1998), o BPA é uma substancia utilizada
largamente nas indUstrias, seu uso extensivo na producdo de plasticos
policarbonatos, resinas epoxi e outras funcionalidades. Por esta razdo tem sido
detectado mundialmente nas amostras de esgoto doméstico. Isto, tornando-se
um fator preocupante, devido a precariedade no tratamento de esgoto no
Brasil.

Neste estudo, o menor valor quantificado foi de 0.04 ng/g de 4-octilfenole
0 maior valor quantificado foi de 17a-etiniestradiol (22.80ng/g). Entre os
farmacos (Naproxeno, ibuprofeno, genfibrozila e diclofenaco), o Ibuprofeno
ficou abaixo do limite de detecc¢éo para todos os pontos de amostragens.

As praias de Addo e Eva, embora consideradas as areas mais limpas

dos pontos coletados, apresentaram quantificado horménios, farmacos e
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fendis, enquanto areas consideradas mais contaminadas nao apresentaram
guantitativo esperado. Embora isto ndo signifique que os micropoluentes nao
estejam presentes. Todavia tais respostas que podem estar relacionadas
toxicidade das amostras. As concentracdes encontradas neste estudo estao
em conformidade com as concentracbes observadas em outros estudos com
sedimentos, entre a literatura analisadas. Apenas os autores como CALDWELL
et al. (2012); PUY-AZURMENDI et al, (2013) quantificaram maiores
concentracoes. Esses dados podem ser observados na Tabela 16 apresenta os
micropoluentes detectado em amostras de sedimentos coletadas em varios

paises.

Tabela 16. Micropoluentes detectado em amostras de sedimentos coletadas em

Varios paises.

Autor Local Micropoluente Concentracdes:
(ng/g)
Stewart et al. 2014 | Nova Zelandia | (E1, E2, EE2) LQ entre 5-20
Silva.(2016) Ceara/Brasil (E1, E2, EE2) LQ entre 0, 0039-0, 2147 LQ
Bezerra, (2014) Séo (E1, E2, EEZ2, | LD 1,0ug g-1 para E1 e 21,2-28,5¢g-1
Paulo/Brasil E3) outros compostos
Shi et al. 2014 China (E2) <0.30
Shi et al. 2014 China (EE2) <0.7
Caldwell et al. 2012 | China (4-NF) 1.5-456.0
Puy-Azurmendi et | Espanha (4-NF) 91.9-193.7
al. 2013
Puy-Azurmendi et | Espanha (4-NF) 197.8-257.2
al, 2013
Shi, et al. 2014 China (E1) <1.9
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Caldwell et al. 2012 | China (BFA) 3.7-25.3
Puy-Azurmendi et | Espanha (BFA) 0.01
al. 2013

Puy-Azurmendi et | Espanha (BFA) 0.04
al. 2013

Caldwell et al. 2012 | China (40F) 0.7-12.1
Puy-Azurmendi et | Espanha (40F) 0.02
al. 2013

Fonte: Arquivo pessoal.

Varios trabalhos cientificos tém alertado quanto ao perigo associado aos
Desreguladores Endocrinos. No Brasil a pesquisa vem crescendo, porém ainda
tem muito a estudar, principalmente sobre o0s impactos que 0s
microcontaminantes podem causas nos seres vivos. Os trabalhos com
sedimentos marinhos ainda sdo poucos, devido a todos os interferem
agregados a essa matriz, que demanda mais estudos para estabelecimento de
um método analitico mais adequado. O método GC/MS mostrou boa
recuperacao, linearidade, precisdo. Na Tabela 17 Concentra¢cbes encontradas

dos micropoluentes analisados.

Tabela 17 — Concentracdes de micropoluentes no Mundo

Micropoluente Pais Concentracédo Referéncia
(ng/L)
Italia 15 Ferreira, 2008 apud Baronti et al.,
2002
Estrona (E1) Alemanh 0,10-4,1 Kuch e ballschmitter, 2001
a
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Inglaterra 0.2-17 Xiao et al., 2001
Japéao 0.2-6,6 Isobe et al., 2003
Franca 1,1-3,0 Cargouet et al., 2004
EUA 1,2 Zuo et al., 2006
Koréia n.d.-1,03 Shin et al., 2011
China 6—13,3 Liu et al., 2011
Brasil 3.500 - 5.000 Ghiselli, 2006
Brasil <16 Montagner e Jardim, 2011
Brasil n.d. - 39 Dallegrave,2011 apud Sodré et
al.,2010
Italia 0,11 Ferreira, 2008 apud Baronti et al.,
2002
Alemanh 0,15-3,6 Kuch e ballschmitter, 2001
a
Japéo <0,3-1,0 Isobe et al., 2003
Franca 1,4-3,0 Cargouet et al., 2004
17B-estradiol
Canada 8,0-9,0 Viglino et al., 2008
Brasil 1.900 - 6000 Ghiselli, 2006
Brasil 106 — 6.800 Montagner, 2007
Brasil <45 - 6.806 Montagner e Jardim, 2011
Brasil n.d Souza, 2011
Italia 20-50 Dallegrave,2011 apud Lagana et
al.,2004
Estriol (E3)
Inglaterra 1,2-3,1 Xiao et al., 2001
Franca 1-25 Cargouet et al., 2004
Brasil 1-7,27 Kuster et al., 2007
17a- EUA 4,7 Zuo et al., 2006
etinilestradiol
(EE2) Franca 11-29 Cargouet et al., 2004
Alemanh 0,10-5,1 Kuch e ballschmitter, 2001
a
Japéao n.d Isobe et al., 2003
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Brasil 1.200 - 3.500 Ghiselli, 2006
Brasil <17 - 4.390 Montagner e Jardim, 2011
Brasil n.d Brandt, 2012
Ibuprofeno China 1417ng/L Peng e colaboradores (2008)
Reino 74ng/L Kasprzyk- Hordem e colaboradores
Unido (2009)
77,2 ng/L
EUA Wang e colaboradores (2011)
Naproxeno China 328 ng/L Peng e colaboradores (2008)
Reino 146ng/L Kasprzyk- Hordem e colaboradores
Unido (2009)
4-nonilfenol China 6526ng/L Peng e colaboradores (2008)
Bisfenol A China 881 ng/L Peng e colaboradores (2008)
Diclofenaco Reino 261ng/L Kasprzyk- Hordem e colaboradores
Unido (2009)
Paracetamol Reino 1534 ng/L Kasprzyk- Hordem e colaboradores
Unido (2009)
<28 ng/L
EUA Wang e colaboradores (2011)

Fonte: Arquivo pessoal

Nas andlises do YES foi possivel observar citotoxicidade em todas
amostras analisadas, no Rio Maracana e Canal do Mangue, inclusive no ponto
SED 1, coletado no Alto da Boa Vista e considerando menos degradado. Neste
caso os dados obtidos, apontam para o grau de contaminacdo em gue se
encontram as areas de coletas.

Os resultados do ensaio YES nos pontos coletados na Baia de
Guanabara apresentaram citotoxicidade para os pontos BG1 e BG10. Apés as
diluicbes seriais, apenas o0s pontos BG2 e praias Addao e Eva
apresentaram atividade estrogénica nos poc¢os mais diluidos. Logo, os dados
obtidos no ensaio YES confirmam os resultados do teste de toxicidade exibidos

com da bactéria Aliivibrio fischeri. Os resultados obtidos na analise de
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toxicidade com o organismo-teste Aliivibrio fischeri podem ser observados na
Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos na analise de toxicidade com o organismo-
teste Aliivibrio fischeri.

Pontos de coleta CE50 FT
BG1 29,52% =32
BG2 45,21% >64
BG3 6,4% >64
BG4 13,22% >64
BG6 NO -
BG7 Hormensis -
BG8 Hormensis -
EVA NO -
ADAO Hormensis -

NO — nao observado
FT — Fator de toxicidade

Considerando a escala de Bulich (1982), as amostragens avaliadas
demonstram alto grau de toxicidade. As maiores detec¢cOes observadas foram
nos pontos BG3 com um FT >64 e um CE50 de 6,4%. Nas amostras BG6 e
praia Eva, nédo foi observado (NO). Embora os pontos BG7, BG8 e praias Adéo
tenham apresentado efeito “Hormensis” para este teste. Este efeito segundo
Calabrese (2008) pode ser considerado um mecanismo de evolugdo, pois gera
uma resposta adaptativa dos organismos, para evitar a extingdo da espécie.
Conforme pesquisas, o0 aumento da luz emitida por parte das bactérias pode
ser interpretado como presenca de substancias toxicas nas amostras,
produzindo falsos negativos como respostas (FULLADOSA et al., 2007Db).

Desse modo, as respostas negativas, ndo podem necessariamente ser
interpretadas como auséncia de toxicidade. Mas, apontam para necessidade
maior investigacdo, demandando outros ensaios, com organismos de
diferentes niveis troficos, como por exemplo, peixes e algas, além da

realizagcéo de ensaios cronicos.
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CONCLUSAO

Mediante ao desafio em realizar analises em matrizes como sedimentos,
a metodologia analitica tanto na cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (CLAE/FLU), quanto na cromatografia gasosa
(GC/MS) foram consideradas efetivas para a determinagao e quantificacdo dos
micropoluentes com (CLAE/FLU) o BPA e E3 e por (GC/MS) BPA, E1, E2, E3 e
EE2, IBU, 40F, 4NF, GEN, NPX, DCF, nas amostragens da Baia da
Guanabara; enseada de Jurujuba e nas praias Adao e Eva.

As maiores quantificagbes para 0s micropoluentes encontrados nas
amostras de sedimentos em todas as campanhas realizadas (verdo de 2013,
verdo de 2014 e inverno de 2015), foram para o Bisfenol A. Entre os horménios
as maiores quantificagcdes no ensaio YES foram nos pontos de coleta BG2 com
amostras utilizando EDTA e nas praias Adao e Eva. Para o CLAE/FLU o
horménio E3 foi o Unico quantificado, enquanto o BPA foi quantificado em todos
0s pontos de coleta selecionados. No GC/MS, o horménio EE2 foi o que
apresentou maior quantificacao seguido do BPA e do farmaco Naproxeno.

Na analise da atividade estrogénica, o ensaio YES mostrou-se robusto,
eficiente e uma importante ferramenta para determinacdo dos micropoluentes
com potenciais estrogénicos presentes nas amostragens de sedimentos
analisados. Os indices de estrogenicidade mais expressivos foram detectados
nas amostras de sedimentos coletadas na Baia da Guanabara, o que aponta
para a incidéncia de compostos poluidores constantemente introduzidos neste
corpo hidrico.

Nos ensaios para deteccdo da citotoxicidade, as amostragens do
Maracand e canal do Mangue, apresentaram 0S maiores potenciais
citotéxicos,entre 2% a 93%. Nas amostragens da Baia da Guanabara, os
potenciais citotoxicos detectados, variaram de 0,7% a 95%. Na Enseada de
Jurujuba, 93% a 95%, nas praias Adao e Eva ndo apresentaram citotoxicidade
para as amostras analisadas. O ensaio de toxicidade aguda com a bactéria
marinha Aliivibrio fischeri realizado nas amostras de sedimento da Baia da
Guanabara, se apresentaram muito toxicas, o ponto mais critico foi o0 BG3
referente a llha de Paqueta com um CE50 de 6,4%. Nos pontos BG6 e Eva nao

foi observada toxicidade para este organismo-teste. Nas amostras BG7 e BGS8
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foi observado efeito hormesis, que pode ser uma resposta adaptativa, utilizada
pelos organismos como forma a evitar a extingdo da espécie. Esses pontos sdo
referentes a zona portuéria de Niter6i e Enseada de Jurujuba &reas altamente
poluidas.

Vale esclarecer que os resultados obtidos neste trabalho, corroboram
com a necessidade de monitoramento sistematico sobre a presenca e o
comportamento de micropoluentes em sedimentos de fundo. Igualmente
importante € a necessidade da utilizagdo de outros testes que fornegcam
diferentes parametros de analises, metodologias especificas e mais efetivas,
devido complexidade em avaliar a presenca micropoluentes em sedimentos de
fundo.

Mediante aos desafios para a validagcdo de metodologias em pesquisa
acerca da contaminagcdao em sedimentos de fundo por micropoluente.
Especialmente em ambientes salinos, como a Baia da Guanabara. Permanece
a perspectiva que este trabalho venha a contribuir dentro da relevancia
ambiental, como mais uma ferramenta, na avaliacdo dos riscos em matrizes

ambientais complexas, como os das areas estudadas.
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