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RESUMO

VALADARES, L. da C. F. Avaliagdo da estrogenicidade, ecotoxicidade e
caracterizacdo de sedimentos de praias em Angra dos Reis. 2020. 58f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O crescimento populacional desordenado, a ocupacdo de areas marginais a
cursos d’agua e a precariedade do atendimento das redes de saneamento nos
municipios fluminenses séo fatores que contribuem com o lancamento de poluente,
dentre eles os desreguladores enddcrinos (DE), no meio ambiente. O despejo de
efluentes, sem tratamento, nos corpos hidricos dos municipios promove a alteracéo
na composicdo da biota local e descaracteriza as areas sedimentares. Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivos realizar a caracterizagao fisico-quimica e
avaliar o potencial ecotoxicolégico e estrogénico de sedimentos das praias Grande e
da Biscaia, localizadas em Angra dos Reis. Foram realizadas coletas em diferentes
periodos do ano com a finalidade de avaliar a presenca dos compostos bisfenol-A e
dos hormdnios 17B-estradiol, estriol (naturais) e 17a-etinilestradiol (sintético) nesta
matiz. Para cada ponto coletado foram determinados os seguintes parametros fisico-
qguimicos: granulometria, pH, teor de umidade, teor de matéria organica e carbono
organico total (COT). A toxicidade foi avaliada por ensaio com elutriato exposto a
bactéria bioluminescente Vibrio fischeri. Para a determinacdo dos DEs nas amostras
de sedimento e para a avaliacdo do potencial estrogénico utilizou-se as técnicas de
extracdo por solvente em banho ultrassénico (USE) seguido de extracdo em fase
sélida (EFS). O ensaio YES foi a ferramenta selecionada para avaliacédo da atividade
estrogénica nos extratos dos sedimentos. Os resultados das analises fisico-quimicas
mostraram que os sedimentos da regido sdo mais arenosos, com granulos grandes
e com baixo teor de matéria organica e de carbono organico total, tendo uma
caracteristica de pH neutro. Os ensaios de estrogenicidade na primeira campanha
apresentaram citotoxicidade em 2 pontos de coleta da praia da Biscaia e em 1 ponto
da praia da Biscaia na segunda campanha, nos demais pontos ndo houve
citotoxidade. A maioria dos pontos apresentaram resultados abaixo do limite de
deteccdo do método. Apenas na segunda coleta da praia Grande, dois pontos
apresentaram atividade estrogénica (4,7 e 2,1 ng/g EqE2). Os resultados de
cromatografia para a primeira campanha ndo foram significativos. Na segunda
campanha, dois pontos da praia Grande foram quantificados analiticamente, sendo
no primeiro identificado 2,16 ng/g de E3 e no ultimo ponto 1,05 ng/g de BPA. O uso
de elutriato para verificacdo de toxicidade mostrou um efeito de estimulo da emisséo
de luz pelas bactérias bioluminescentes.

Palavras-chave: Sedimentos; Desreguladores enddécrinos; Vibrio fischeri;

Cromatografia.



ABSTRACT

VALADARES, L. da C. F. Evaluation of estrogenicity, ecotoxicity and characterization
of beach sediments in Angra dos Reis. 2020. 58f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The disordered population growth, the occupation of watercourses’ marginal
areas and the precariousness of sanitation networks in the municipalities of Rio de
Janeiro are factors that contribute to the release of pollutants, among them the
endocrine disruptors (DE), in the environment. The discharge of effluents, without
treatment, in the water bodies of the municipalities promotes a change in the
composition of the local biota and mischaracterizes the sedimentary areas. In this
context, this work aimed to carry out the physical-chemical characterization and to
evaluate the ecotoxcological and estrogenic potential of sediments from the beaches,
Grande and Biscaia, located in Angra dos Reis. Collections were carried out at
different times of the year in order to assess the presence of the compounds
bisphenol-A and the hormones 17B-estradiol, estriol (natural) and 17a-
ethinylestradiol (synthetic) in this matrix. For each point collected, the following
physical-chemical parameters were determined: granulometry, pH, moisture content,
organic matter content and total organic carbon (TOC). Toxicity was assessed by an
elutriate test exposed to the bioluminescent bacterium Vibrio fischeri. For the
determination of DEs in the sediment samples and for the evaluation of the
estrogenic potential, the techniques of solvent extraction in ultrasonic bath (USE)
followed by extraction in solid phase (EFS) were used. The YES assay was the tool
selected to evaluate estrogenic activity in sediment extracts. The results of the
physical-chemical analyzes showed that the sediments of the region are more sandy,
with large granules and with low content of organic matter and total organic carbon,
having a characteristic of neutral pH. The estrogenicity tests in the first campaign
showed cytotoxicity in 2 collection points of Praia da Biscaia and in 1 point of Praia
da Biscaia in the second campaign, in the other points there was no cytotoxicity.
Most points showed results below the detection limit of the method. Only in the
second collection of Praia Grande, two points showed estrogenic activity (4.7 and 2.1
ng / g EQE2). The chromatography results for the first campaign were not significant.
In the second campaign, two points on Praia Grande were analytically quantified,
with the first identifying 2.16 ng / g of E3 and the last 1.05 ng / g of BPA. The use of
elutriate to check for toxicity showed a stimulating effect on the emission of light by
bioluminescent bacteria.

Keywords: Sediments; Endocrine disruptors; Vibrio fischeri; Chromatography.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem mostrado crescente
interesse nos estudos sobre desreguladores endoécrinos (DE) devido a sua
capacidade de provocar danos a saude dos seres humanos e demais organismos
mesmo em baixas concentracbes. Os estudos sobre este tema tém sido
considerados como um desafio no ambito do controle da poluicdo ambiental, sendo
necessario propor novos métodos de deteccdo, quantificacdo e tratamento para
remocdo dos mesmos do meio (OMS, 2012). Alguns dos efeitos sobre a saude da
populacdo exposta a estes contaminantes descritos por esta organizacdo sao as
doencas nos sistemas imunoldgico, enddcrino e reprodutor, aumento na incidéncia

de céancer, antecipacao da puberdade nas meninas, dentre outras problematicas.

Existe uma vasta gama destes contaminantes emergentes podendo ser
exemplificado como os hormdénios naturais, como estrogénios, androgénios e fito
estrogénios; quimicos industriais; hormonios sintéticos; hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs); compostos clorados (PCBs, dioxinas); alquifenois farmacos e
pesticidas (Bila e Dezotti, 2007). Os estrogénios podem ser considerados de maior
relevancia devido a sua continua liberacdo no ambiente, mesmo que apresentem um
tempo de meia-vida menor quando comparado a outros contaminantes emergentes
(Reis Filho et al., 2006).

O surgimento destes no meio ambiente ocorre principalmente pelo despejo de
efluentes nos corpos hidricos, principalmente em grandes sitios urbanos com
lancamento de esgoto doméstico in natura em rios (De Oliveira et al., 2020). No
Brasil, apenas parte de sua populacdo é atendida pelo sistema de esgotamento
sanitario, 0 que acarreta na degradacdo de rios que servem como fontes de
captacdo para abastecimento publico de agua. Em uma grande metrépole como o
estado do Rio de Janeiro, apenas 59% da populacédo é atendido por sistemas de
coleta e tratamento de esgotos (SNIS, 2011). Tampouco, as estacdes de tratamento
de &gua e esgoto existentes ndo possuem a tecnologia necessaria para promover a
completa remocdo dos compostos emergentes, levando assim a sua bioacumulagéo

destes no meio.

Com isto, temos a biota aquatica diretamente afetada por estes

contaminantes que, mesmo em baixas doses, séo langcados diariamente nos rios e
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oceanos, podendo alcancar as redes de abastecimento de dgua. Uma vez que estes
poluentes sdo langados no compartimento aquético, podem sofrer processos como
adveccao (transporte através da corrente), biotransformacgao, oxidagdo ou reducao,
adsorcdo nos sedimentos e resuspensdo quando incorporadas ao material
particulado (Silva, 2016). Devido a baixa solubilidade em agua, a baixa volatilidade,
a natureza hidrofébica, aos altos coeficientes de particdo octanol/agua (Kow) e de
particdo matériaorganica/agua intersticial (Koc) desses contaminantes, a matriz
sedimento pode agir como reservatério para 0s micropoluentes podendo afetar
negativamente os organismos aquaticos (Grund et al., 2010; Schafer et al., 2011).
Sendo assim, é necesséario um aprofundamento no estudo desses efeitos, levando
em consideragdo os parametros fisico-quimicos da matriz sedimento — atuante como
destino final desses contaminantes — e os métodos de detec¢do de contaminantes

emergentes em matrizes ambientais.

Nesse contexto, o presente trabalho aborda possiveis alternativas de
deteccdo e quantificacdo de compostos emergentes, especificamente os hormonios,
17-etinilestradiol (EE2), 17-estradiol (E2) e estriol (E3) e o bisfenol A (BPA), bem
como o potencial estrogénico de amostras de sedimentos coletados em praias da
regido de Angra dos Reis. O estudo busca tracar uma correlacdo dos parametros
fisico-quimicos avaliados com a eficiéncia dos métodos de deteccdo, tendo ainda
como objetivo avaliar o potencial toxico desta matriz aos organismos aquaticos a
eles expostos. Portanto, este trabalho pode auxiliar na geracdo de dados
necessarios para compor politicas publicas — instrumentos de planejamento,
monitoramento ou acdes — relacionadas a dindmica de contaminantes emergentes

no meio aquético com énfase nos efeitos gerados aos sedimentos de praias.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a qualidade dos sedimentos em duas praias localizadas no municipio
de Angra dos Reis (RJ, Brasil) por meio de analises ecotoxicoldgica, cromatografica
e de atividade estrogénica. Levando em consideracdo a analise granulométrica de
cada ponto estudado bem como os parametros fisico-quimicos para caracterizagédo
dos sedimentos e a variagdo sazonal dos periodos de coleta.

Objetivos Especificos

i. Realizar a caracterizacgao fisico-quimica dos sedimentos coletados;

ii. Avaliar a toxicidade dos sedimentos por meio de ensaio ecotoxicolégico;

iii. Estabelecer uma metodologia para preparo de extrato de sedimento para
analise de micropoluentes;

iv.  Avaliar a presenca de estrogenicidade nos extratos de sedimento;

v. Quantificar analiticamente a presen¢a de hormonios (E2, EE2 e E3) e BPA
nos extratos dos sedimentos;

vi. Avaliar a recuperacdo do ensaio de extracdo no preparo das amostras de

sedimento;
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Saneamento

A populacgéo do Brasil é estimada em 210,1 milhdes de habitantes distribuidos
em 26 Estados, sendo 5570 municipios mais o Distrito Federal, e apresenta uma
taxa de crescimento populacional de 0,79% ao ano (IBGE, 2019). Segundo o ultimo
relatorio do Plano Nacional de Saneamento Basico (PNSB) elaborado pelo IBGE
(2017) 60,3% dos municipios da federacdo é atendida por sistema de esgoto. No
entanto, este relatorio considera que mesmo que 0 municipio ndo seja atendido por
rede coletora de esgoto em sua totalidade de domicilios, ainda assim o municipio
entra no percentual de atendidos por sistema de esgoto, dando assim uma

estimativa otimista do tratamento de esgoto do pais.

O Instituto Trata Brasil elabora anualmente desde 2009 um relatério de
indicadores de saneamento baseado nos dados fornecidos pelo Ministério das
Cidades (SNIS). Na ultima versdao do documento o percentual de municipios
atendidos por sistema de esgoto é de 53,2%. O lancamento in natura de esgoto
pelos municipios ndo atendidos acarretou um lancamento de aproximadamente
5.622 piscinas olimpicas de esgoto ndo tratado nas bacias hidrograficas do pais, em
2017 (Instituto Trata Brasil — Ranking do Saneamento 2019).

No Rio de Janeiro mais de 70% dos seus municipios possui pelo menos uma
rede coletora de esgoto, no entanto menos de 50% dos domicilios é realmente
esgotado. Sendo que € o estado com maior demanda de agua, tendo um consumo
de 680,3 L por economia por dia (PNSB, 2017), quase 51% a mais que a média de
consumo da Regido Sudeste. Esses dados contrastantes mostram que € um estado
com uma alta geracdo de esgoto ndo tratado que acaba sendo lancado nos rios,
ocasionando a degradacédo dos mesmos. O fato de no Estado ainda haver estacdes
gue ndo possuem as licengas ambientais necessarias para operacdo ou nao tiveram
as obras finalizadas (CEDAE) torna a realidade do tratamento de esgoto inda mais

problematica.

Considerando o crescimento populacional e a falta de estruturas de
saneamento basico que atendam integralmente a populacdo, é passivel de
guestionamento a situagcdo atual da qualidade ambiental dos corpos hidricos do

estado, principalmente devido ao déficit na questdo de tratamento e despejo de
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esgotos. Segundo o levantamento da Pesquisa de Informacgdes Basicas Municipais /
Munic, apenas 41,5% dos municipios brasileiros dispunham de um Plano Nacional
de Saneamento Basico em 2017, e apenas 38,2% tinham uma Politica Municipal de
Saneamento Basico neste mesmo periodo. O resultado da falta de planejamento se
reflete na saude, onde um em cada trés municipios apresenta epidemias ou

endemias provocadas pela falta de saneamento basico (IBGE, 2018).

Na regido de Angra dos Reis, a companhia de esgoto (SAAE) atende com
tratamento de esgoto a 46,7% da populacdo urbana o que representa 45% da
populacdo total do municipio (SNIS, 2011). Segundo o relatorio do SNIS (2011),
82,4 % do esgoto que é coletado chega a ser tratado, o que corresponde a 45,8 %
do esgoto total gerado no municipio. A parte coletada e nado tratada é lancada
diretamente na rede pluvial ou nos corpos hidricos. O tratamento pode variar
conforme a localidade, sendo constituido pelos seguintes tipos: fossas sépticas e
filtro anaerdbio individual, fossas sépticas e filtro anaerdbio coletivo, lodo ativado
convencional (LAC) e reator anaerobio de fluxo ascendente (RAFA).

A localidade de Jacuecanga é atendida pelo SAAE com ETE do LAC. O
Condominio Morada do Bracui e os nucleos de Japuiba, Praia da Chéacara, Bonfim,
Pousada da Gloéria e Monsuaba sdo atendidas com ETEs tipo RAFA. Os restantes
dos nucleos atendidos pelo SAAE (Parque Mambucaba, Boa Vista, Frade, Serra
D’Agua, Belém, Campo Belo, Sapinhatuba, Praia do Machado, Monsuaba (parte) e
Agua Santa) utilizam sistemas coletivos de Tanque Séptico e Filtro Anaerdbio. O
restante da populacdo da area continental tem o esgoto jogado em valas a céu
aberto ou lancado diretamente na rede de aguas pluviais (Francisco, 2004; SAAE,
2013). O Plano municipal de saneamento prevé uma abrangéncia maior da rede de
coleta e tratamento de esgoto de todo o municipio. A Figura 1 mostra as estacdes ja
existentes e as planejadas para atendimento da populacdo da regido de Angra dos
Reis até 2035.
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Figura 1. Estacdes de tratamento de esgoto ja construidas e inauguradas em Angra dos Reis e as

planejadas para criacao.

EstacOes de tratamento existentes
(2013) Planejadas para 2035

ETE Bonfim

ETE Francisco Guedes ETE Angra dos Reis
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ETE Getulio Vargas

ETE Morro dos Morenos

As estacbes de tratamento de esgoto existentes, além de nao serem
suficientes para atender toda a populacéo fluminense, muitas apresentam problemas
de operacdo como, baixa vazdo no tronco coletor; problemas associados a
instalacdo elétrica da estacdo; furtos de cabos e equipamentos; falta de bombas,
depredacdo da populacdo, ma utilizagdo da bomba, entre outros. Além destes,
muitas ndo possuem rede coletora associada a estacdo ou operam com ineficiéncia

de tratamento prevista em projeto.

Mediante a tantos problemas encontrados nos sistemas de saneamento do
municipio, ndo ha a minima seguridade de atendimento aos paréametros basicos
definidos em normativa para lancamento de efluentes e qualidade das aguas, como
os padrdes definidos na Conama 537 e 430. Sendo assim, se pode estender essa
problemética aos contaminantes que nao estdo previstos em legislacdo para
monitoramento, que acabam sendo totalmente desconsiderados nas unidades de

tratamento convencionais.

Esses contaminantes que nao possuem uma legislacdo vigente que defina
padrdes e limites de lancamento no meio ambiente sdo chamados de emergentes.
No entanto, a falta de monitoramento destes compostos nao pode ser
correlacionada como auséncia de problemas ocasionados ao meio ambiente, pois
alguns destes compostos ja estdo sendo estudados e causam efeitos deletérios aos

organismos expostos (K'oreje et al., 2020; De Oliveira et al., 2020). Dentre esta
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classe de substéncias, este trabalho visa estudar os desreguladores enddcrinos,

especificamente os hormonios naturais E2, E3 e EE2 e 0 BPA.

Os desreguladores endocrinos causam modificagdes no sistema reprodutivo
como, por exemplo, cancer, feminizacdo, alteracbes na transcricdo genética,
alteracdo nas gbnadas, inducéo a sintese de vitelogenina, entre outros (Solomon e
Schettler 2000; Kabir et al., 2015; Darbre, 2019). Por isso, além das caracteristicas
toxicolégicas e composicdo fisico-quimica dos esgotos sanitarios que ja séo
comumente estudas por todo territério brasileiro, surgem novas questbes de
interesse para melhoria da qualidade ambiental e determinacdo de tratamentos

adequados.

A falta de investimento na questdo do saneamento do Estado do Rio de
Janeiro faz com que o esgoto da maior parte da populacéo seja lancado diretamente,
in natura, ou com tratamento insuficiente para remocao de toxicidade deste efluente
nos rios e lagos. Fato que leva a uma critica realidade de contaminacdo hidrica
estendido a toda populacédo, principalmente a populacdo de classe mais baixa que
fica mais exposta aos poluentes. Esta problematica traz maleficios também para a
biota, que sofre com a morte dos rios, extincdo de espécies e anomalias nas

espécies.
1.2 Desreguladores enddcrinos

Recentemente, muitos contaminantes ambientais tém despertado interesse
da comunidade cientifica e regulatdria. Os contaminantes ou poluentes emergentes
sdo aqueles que ainda ndo sdo de monitoramento normativo, tampouco inserido em
legislacbes de controle ambiental, devido a incerteza de seu potencial toéxico, efeitos

e presenca no ambiente.

Com isso, temos o termo “emergente” significando a recente preocupag¢ao nos
estudos de deteccdo, quantificagcdo e efeitos para a biota destes compostos
presentes no ambiente. Podemos citar como exemplo os fitalatos, medicamentos,
cosmeticos, alguns pesticidas, retardadores de chama, aditivos de gasolina,
tensoativos, nanomateriais, surfactantes, produtos de desinfeccdo, esterois e
horménios, dentre outros (Darbre, 2019). Muitas contaminantes emergentes ja

fazem parte de nosso dia-dia ha décadas, porém a presenca destes nos diferentes
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compartimentos ambientais e 0s impactos gerados nos organismos sO entraram em

pauta para os estudos nos ultimos anos.

O Servigo Geologico dos Estados Unidos (USGS - do inglés United States

Geological Survey) define um contaminante emergente como:

“qualquer microorganismo ou substéncia quimica natural ou sintética que ndo é
monitorada, mas que é capaz de surgir no ambiente e provocar efeitos adversos conhecidos ou

nao sobre ecossistemas e/ou sobre a saude humana”.

A definicdo da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA —
do inglés United States Environmental Protection Agency) para esta classe de

contaminantes é:

“Poluentes que atualmente n&o s&o incluidos em programas de monitoramento e que
podem se tornar candidatos para legislacdes futuras dependendo de pesquisas sobre
(eco)toxicidade, efeitos sobre a saude, percepcdo pelo publico e dados sobre sua ocorréncia e

varios compartimentos ambientais”.

A entrada destes poluentes no meio ambiente se da por varias vias, como por
exemplo, emissdes, rejeitos industriais e urbanos, estacbes de tratamento, fontes
difusas, deposicdo atmosférica, descarte de medicamentos ou outros descartes

incorretos (Campbell et al., 2006).

Contudo, as estacdes de tratamento de esgoto sdo consideradas as fontes
mais expressivas destes compostos, devido a ndo preconizacdo do tratamento
destes nos sistemas atualmente adotados. Sobre tudo, os biosélidos das estacdes e
as aguas de reuso podem conter concentracdes significantes dos compostos
emergentes (Pal et al., 2010, Andaluri et al., 2012; Pessoa et al., 2014, Belhaj et al.,
2015).

Como mencionado no capitulo anterior, o sistema de tratamento e coleta de
esgoto adotado nacionalmente ndo atende adequadamente toda a sua extenséo
territorial, portanto, o despejo continuo de contaminantes emergentes por meio do

esgoto pode ser considerado uma das principais fontes destes no meio.

Contudo, ha um crescente aporte destes compostos provenientes da
agricultura moderna e sistemas de disposicdo de residuos, sendo assim
considerados como importantes fontes a serem estudadas (Adeel et al 2017). Os
autores ainda defendem a importancia da definicdo de valores base para fins de

controle nos ambientes aquaticos e terrestres.
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Dentre os contaminantes emergentes, se destaca uma classe denominada
desreguladores enddcrinos, DE, (interferentes ou disruptores enddcrinos, do inglés,
endocrine disruptors), a qual € definida por ser um composto que causa alteracdo no
sistema endocrino dos seres vivos. Podendo causar modificacbes na sintese,
transporte e acdo dos hormdnios naturais do sistema, podendo provocar danos
reprodutivos, comportamentais ou de desenvolvimento nos organismos a eles
expostos. A USEPA os define como:

“‘um interferente endocrino € um agente exdgeno que interfere na sintese,
secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de horménios naturais que sdo
responséveis pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou
comportamento”

A Comunidade Européia estende os efeitos adversos dos desreguladores
enddcrinos a prole dos organismos expostos, sendo, portanto possivel observar um
efeito adverso apenas em geracdes subsequentes aquelas expostas. A acdo destes
compostos ocorre pelo bloqueio, pela mimetizacdo, estimulacdo, ou inibicdo da
producdo dos hormdnios naturais. Estes compostos sdo amplamente utilizados pela
sociedade moderna, sendo encontrados em produtos farmacéuticos, produtos de
uso pessoal (como ex. as fragrancias), pesticidas, antioxidantes, plasticos, produtos

industrializados, tensoativos entre outros.

De forma simplificada, pode-se explicitar os mecanismos de acdo destes

compostos em um receptor hormonal, provocando respostas, tais como:

. Célula em processo normal: um hormdnio natural se liga a seu
receptor e ativa 0s genes no nucleo da célula para proteger respostas
bioldgicas apropriadas;

. Célula sob efeito de um mimetizador: o interferente endocrino é
parecido com estrégenos e pode se ligar ao receptor hormonal, imitando
(mimetizando) a agdo de um hormonio natural e produzindo uma resposta.
Este processo é chamado de efeito agonista;

. Célula sob efeito de um bloqueador: os interferentes enddcrinos
podem também se ligar ao receptor bloqueando a acdo hormonal, néo
desencadeando uma resposta, mas impedindo que os hormdnios naturais se

encaixem ao receptor. Este processo € chamado de efeito antagonista.
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Entender as propriedades fisico-quimicas dos compostos estrogénicos é
fundamental para conhecer a acdo, o comportamento e seu destino nos
compartimentos ambientais, sistemas aquéticos e sdlidos. A distribuicdo de
poluentes organicos em meio liquido ou sdlido € definido basicamente pelo
coeficiente de particao de fase organica e aquosa. O coeficiente de particdo octanol-
agua (Kow) expressa essa maior afinidade de um composto com determinada matriz

sob condic¢bes de equilibrio definidas a determinada temperatura.

Compostos com elevado peso molecular e alto indice log kow séo facilmente
adsorvidos aos sedimentos e podem ser removidos por coagulacdo (Adeel et al
2017). A maioria dos desreguladores enddécrinos (DE) tem tendéncia a particdo em
meio liquido, adsorvendo-se a superficies sélidas ou a biota. Esta tendéncia é regida
por propriedades como solubilidade em agua e os coeficientes de particdo (Tabela

1).

Tabela 1: Valores de referéncia das propriedades fisico-quimicas relevantes para o destino e
comportamento de desreguladores endécrinos.

Propriedade fisico- Potencial Valores de referéncia
guimica

Baixo Moderado Alto
Solubilidade em agua Solubilizagdo (mg.L?) <1 - 1000

Coeficiente de particdo Sorcéo (log Koc) <3 - >3
carbono orgénico-agua

Coeficiente de particdo Bioacumulacao (log Kow) <25 2,5-4,0 >4
octanol-agua

Fonte: Adaptado de Argolo (2018).

A solubilidade em &gua é definida como a concentracdo méxima de uma
substancia dissolvida em &gua pura, usualmente a 25 °C. Os coeficientes de
particdo estdo relacionados a tendéncia de determinada substancia a fracionar-se
em duas fases, sendo definidos pela razdo das concentracbes da substancia nas

duas fases de referéncia no equilibrio e usualmente expressos na forma logaritmica.

O grau de hidrofobicidade/lipofilicidade de determinada substancia é
representado pelo coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), mas também esta
relacionado a polaridade da substancia e também aumenta conforme peso
molecular da substancia. Além deste fracionamento, outro fenémeno de interesse é

a sorgdo, que esté ligado a mobilidade das substancias no meio. A capacidade de
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adsorcao pode ser mensurada pelo coeficiente de particdo carbono organico-agua
(Koc), que também aumenta conforme a hidrofobicidade e o log Kow (Ma e Yates,
2018), ainda que a presenca de carbono organico ndo seja um pré-requisito para a
sorcdo ao material particulado (Lai et al., 2000). A constante de dissociacdo acida
(pKa) caracteriza a tendéncia da substancia em se dissociar no meio aquatico e a

interacao eletrostatica, os quais se relacionam com a adsorcédo (Ghiselli, 2006).

A partir da Tabela 2, conclui-se que muitos dos DE estrogénicos tém
caracteristicas lipofilicas, hidrofobicas e, quando solUveis em agua, podem ser
transferidos da fase aquosa para a fase soélida por meio de sorcdo a solidos
suspensos. Assim, € previsivel que a sor¢cdo ao solo, a sedimento ou a lodo
biolégico seja um processo significativo (Lai et al., 2000; Pal et al., 2010).

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas de alguns DE estrogénicos.

Pressao .
Massa Solubilidade
Composto pKa devapor Log Kow Log Ko
molecular (mg.L?)
(Kpa)
17a-etinilestradiol 296,4 10,4 6x10° 4,15 3,67 4.8
(EE2)
17p-estradiol (E2) 272,44 10,6 3x10% 3,94 3,52 13,0
Estriol (E3) 288,4 2,81 3,29 13,0
Estrona (E1) 270,4 10,3 3x10% 343 3,69 13,0
Bisfenol A (BPA) 2280 3,32 2,50 120,0

Fonte: Adaptado de Argolo (2018).

Todos os esterbides tém pressdo de vapor muito baixa e valores de pka
relativamente altos (acima de 10). Com base nestes dados é possivel dizer que os
estrogénios sdo nao volateis, isto €, substancias altamente lipofilicas que podem ser
absorvidas em sélidos em matrizes ambientais. No entanto, quando os estrogénios
sdo excretados por mamiferos, a via priméria é através da formacdo de &cido
glucordnico ou conjugados de sulfato. Esterdides conjugados sdo 10-50 vezes mais

soluveis que os estrogénios principais (Gonschorowski, 2013).

Com isso, 0s contaminantes emergentes podem estar presentes em

diferentes compartimentos ambientais, sendo de fundamental importancia o estudo
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abrangente de uma regido para quantificacdo destes no meio e estudos toicolégicos
gue permitam avaliar efeitos agudos e cronicos destes compostos a variados
organismos pertencentes a diferentes niveis troficos (Desbiolles et al 2018). Sendo
importante o apontamento e a diferenciacdo entre os efeitos observados de
desregulacéo enddcrina e os efeitos ndo especificos do sistema enddécrino (Marty et
al 2018). Faz-se assim necessario o0 estudo dos sedimentos de rios e praias e as
rotas de contaminagdo de um ambiente e da biota. A Figura 2 representa um
esquema das possiveis fontes de contaminacdo de sistemas naturais com

interferentes enddcrinos e as interacdes sofridas no meio.

Figura 2: Possiveis rotas de contaminacdo de sistemas
aquaticos por desreguladores endocrinos.
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Fonte: Campbell et al., 2006

1.3Caracterizacao de sedimentos

O sedimento pode ser definido como o resultado das interagdes de todos os
processos que ocorrem em um ecossistema aquatico. Possuem grande capacidade
de acumulagcéo o que o torna um potencial contaminador das aguas. Os compostos

indicadores de contaminacdo ambiental encontrados no sedimento podem ser
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organicos, como inseticidas e herbicidas ou inorganicos como os elementos-traco. A
concentracdo de elementos-traco no sedimento e sua distribuicdo vertical € um

importante indicador da evolugédo de impactos antropicos sobre o ambiente aquatico.

Além disso, o sedimento € o ponto final de grande parte da carga poluidora
gue adentra o ambiente aquatico e é na agua proxima ao leito que os teores de

oxigénio dissolvido podem, rapidamente, atingir teores limitantes a vida.

A biota presente em sedimentos desempenha um importante papel ecoldgico.
Esta biota € componente essencial para o funcionamento dos ecossistemas
aquaticos, atuando nos processos ecoldgicos de transferéncia de energia e de
ciclagem de nutrientes. Além disso, tem papel na movimentac¢do de contaminantes e
nutrientes dos sedimentos por: 1) biorrevolvimento ou bioturbacéo, alteracéo fisica e
guimica dos sedimentos promovido pelas populacbes que se enterram; 2)
bioacumulacdo, em que a concentracdo corporea de determinada substancia tende
a aumentar com o tempo de contato do organismo a ela; 3) transferéncia tréfica ou
biomagnificacdo, quando a concentragdo aumenta com o nivel tréfico; 4)
biodegradacdo, quando héa transformacdo, apos ingestdo, da substéncia pelos
bentos; e 5) migracdo, quando o contaminante € transportado para outro sistema ou
trecho do mesmo ambiente (CETESB 2012).

1.4Parametros de qualidade dos sedimentos

O sedimento tem sido cada vez mais utilizado em estudos de avaliagcdo da
gualidade de ecossistemas aquaticos, por retratar condices histéricas da influéncia
de atividades antrOpicas sobre esses ambientes, nem sempre detectaveis pelo uso
de variaveis da agua (CETESB, 2017). A presenca de contaminantes no sedimento
potencializa a transferéncia destes para a coluna d’agua. A mobilizagdo de
contaminantes da fase sélida para a fase dissolvida pode ocorrer por meio do
revolvimento do sedimento, por exemplo, em virtude do aumento da vazao e das
chuvas ou por atividades que interfiram com o leito do rio como dragagens (seja de
desassoreamento ou aprofundamento da calha), passagem de dutos, construcao de

pilares de sustentacao de pontes, dentre outras atividades.
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indices de qualidade de agua sdo adotados por diversas normativas para
regulacdo e controle de lancamento de efluentes e captacdo de &gua para
abastecimento. No entanto, os sedimentos s&o capazes de interferir nas trocas e
interacdes de espécies quimicas com a coluna d’agua e a biota residente, podendo
afetar 0 ecossistema, 0s recursos naturais e a saude humana (USEPA, 2005) e
ainda sao negligenciados. A CETESB, a partir de 2002, reconheceu a importancia
dos estudos de controle e qualidade dos sedimentos, estabelecendo assim uma
rede de monitoramento para este compartimento ambiental em rios e reservatorios
do Estado de Sao Paulo. Este relatdrio, no entanto, apenas se baseia nos resultados
das variaveis analisadas e interpretadas de acordo com os critérios de avaliacdo da
qualidade dos sedimentos, que estdo representados na Tabela 3. Ainda ha um longo
caminho a ser trilhado para que o monitoramento de sedimentos seja consolidado
em todas as regides. Vale ressaltar que esta companhia ja estabeleca a deteccéo de
estrogenicidade para amostra de agua, no entanto este parametro ainda nédo foi
atribuido para amostras de sedimento.

Tabela 3 — Variaveis utilizadas para a avaliacdo da qualidade dos sedimentos.

Variaveis
Fisica Quimica Toxicologica Hidrobioldgica

Granulometria; Inorganicas: Al, Bioensaios: Estrutura da
Série de residuos;  As, Cd, Pb, Cu, Cr, Ensaios ecotoxicolodgicos comunidade
Umidade Fe, Mn, Hg, Ni, Zn com Hyalella azteca; bentbnica

Orgéanicas: PAHs e Ensaio de mutagenicidade

Pesticidas (Teste de Ames); e

organoclorados Ensaio de toxicidade

aguda com Vibrio fischeri

Fonte: CETESB, 2008.

Tém-se estes parametros como base para o monitoramento da qualidade do
sedimento. No entanto outros fatores, como teor de matéria organica, pH, salinidade,
temperatura, fatores climéaticos e sazonais, potencial de oxi-reducéo e presenca de
comunidade microbiana, também sdo importantes para o estudo da dinamica de

contaminacgao dos sedimentos (Majumder; Das, 2016).

Os valores de granulometria podem indicar a capacidade do sedimento em
adsorver contaminantes, sendo que graos menores tendem a maior adsorcdo. Esta
variavel ainda ser faz importante na questdo do estudo da hidrodinamica do local,
fator que interfere no grau de concentracdo de contaminantes e na mobilidade

destes no meio aquoso, favorecendo ou ndo a sedimentacdo pelagica (Moraes
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2010). A quantificacdo do teor de umidade em sedimentos esta diretamente ligada
ao potencial de dissolugcdo de ions e capacidade de troca catibnica, sendo

influenciado também pelo pH.

O teor de matéria organica se associa ao pH no que tange o grau de
decomposicdo dos organicos presentes na matriz, sendo a decomposicdo em
grupamentos funcionais mais acidos (fendéis e acidos carboxilicos) o que acarreta a
medicdo de pH mais baixos (Rebougas et al, 2006). Além disso, a matéria organica
pode caracterizar os sedimentos como mais organicos ou nao, sendo valores
superiores a 10% expressivos de sedimentos organicos. Uma grande quantidade de
MO, associada aos baixos valores de pH e altos teores de umidade, pode indicar a
presenca de substancias humicas, as quais tém a capacidade de complexar
compostos organicos e metais presentes no meio aquatico (Antunes, 2008).
Segundo Aiken et al. (2011), na ultima década os estudos apontaram que a matéria
organica dissolvida atua no ciclo biogeoquimico dos metais. Devido as suas
propriedades coloidais, a matéria organica desempenha importante papel na
retencdo dos metais (Citeau, 2004), o que foi constatado por Ekengele et al. (2017)
ao avaliarem amostras de sedimento. Este comportamento pode ser comparado ao
comportamento dos horménios, uma vez que estes poluentes possuem uma grande

afinidade com matéria orgéanica.

A complexidade de analise desta matriz se da devido a esta diversidade de
fatores que influenciam na adsorcdo de contaminantes os sedimentos. Desta
maneira, estudos prévios demonstraram a presenca de interferentes em andlises
cromatograficas, ecotoxicoldgicas e de potencial estrogénico (Santos, 2017; Santos,
2013; Ferreira, 2016; Cunha, 2017). Os organismos vivos apresentam diferentes
mecanismos de resposta frente aos contaminantes aos quais S80 expostos, com
isso 0s endpoints ja estabelecidos nos ensaios ecotoxicoldégicos podem mostrar
falsos negativos. Desta forma, faz-se necessario avaliar a resposta adequada de
cada ensaio para matrizes que tem um comportamento complexo, com diversidade
de contaminantes. O ensaio de atividade estrogénica utilizado pelos autores foi o
ensaio in vitro YES, o qual faz uso de uma levedura geneticamente modificada que é
capaz de detectar compostos que se liga ao receptor estrogénico, o que é tido como
uma resposta de desregulacédo do sistema enddcrino humano. Esta levedura quando

exposta aos extratos de sedimentos apresentaram inibicdo de seu crescimento,
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sendo assim expressa uma resposta de citotoxicidade da amostra ao organismo
usado no ensaio. em matriz de sedimento apresentaram dificuldades na
quantificacdo de atividade estrogénica através do ensaio YES devido ao
aparecimento de citotoxicidade, mascarando assim o0 efeito estrogénico das
amostras. Nos ensaios cromatograficos, a matriz sedimento apresenta interferentes
gue prejudicam a quantificacdo dos compostos de interesse, pois existe uma
coeluicdo dos analitos de interesse com os interferentes. Tendo em vista estas
limitacbes, o presente estudo teve como proposta realizar um estudo de
caracterizacdo prévia das amostras de sedimento para que as respostas dos
ensaios fossem correlacionadas com as caracteristicas da matriz e pudessem sofrer

um tratamento prévio adequado.

1.5 Métodos de extracdo de sedimentos

A extracdo em fase solida (EFS) é uma técnica de separacdo que utiliza uma
coluna aberta confeccionada por uma fase estacionaria, ou fase sélida (disposta em
um cartucho) que retém os analitos de interesse os quais sao posteriormente eluidos
com auxilio de solventes. Um cartucho tipico € formado por um tubo de polipropileno
contendo cerca de 50 a 500 mg do material sorvente, com 40-60 um de tamanho de
particula, fixado em tubo através de dois filtros (Queiroz, 2011). A eficacia desta
metodologia tem sido expressa em trabalhos académicos (Sanson, 2012;
Gonschorowiski, 2007). Os mecanismos da extracdo em fase solida (SPE) séo:
Condicionamento do cartucho; Concentracdo dos analitos; Isolamento do analito
(clean-up); Isolamento da matriz; e Eluicdo dos analitos. A Figura 3 representa as

etapas da extracdo em fase sélida.
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Figura 3: Esquema das etapas de extracéo
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Existe uma grande variedade de cartuchos aplicaveis para SPE, tendo como
variacdo 0os mecanismos de separacdo. Estes variam pela da natureza do grupo
ligado a silica, ou do co-polimero, com isso a fase podera ser apolar, polar ou
trocador de ions. Os principais mecanismos de separacdo sao: a adsorcdo, a

particdo (fase normal e fase reversa), troca idnica e exclusao por tamanho.

Neste trabalho foram utilizados o cartucho Strata-X e o Strata-SAX, sendo
somento o primeiro submetido a etapa de eluicdo. O cartucho strata-x tem a
capacidade de reter analitos polares e néo-polares devido a sua composicao de dois
mondmeros, um do grupo benzila e outro do grupo pirrolidona. O cartucho strata sax
€ caracterizado por realizar troca ibnica sendo empregado para o isolamento de
analitos de carater acido ou basico, presentes em solucbes aquosas. Ele é
composto por um sorvente capaz de reter anions como acidos orgéanicos fortes e
surfactantes, o trimetilaminopropilsilano. os compostos acidos sao retidos por
trocadores de anions. A Figura 4 representa os grupos ligantes dos cartuchos

usados neste trabalho.

Figura 4: Grupo ligante do Strata X; Grupo ligante do Stratata SAX, respectivamente.
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1.6 Ecotoxicidade

A ecotoxicologia € o ramo da toxicologia ambiental que trata do estudo dos
efeitos nocivos provocados a biota decorrentes da exposicdo a agentes toxicos
(Azevedo, 2004). Abessa (2002) pontua a versatilidade dos ensaios ecotoxicolégicos
para conhecimento e monitoramento da qualidade de aguas, sedimentos, solos e ar,
sendo possivel definir limites maximos permissiveis para langcamento de substancias
qguimicas e efluentes através da medicdo dos efeitos causados por agdes antrdpicas

ao meio ambiente.

Os bioensaios tém o objetivo de expor organismos em laboratorio a diferentes
matrizes ambientais ou fortificadas com substancias quimicas para verificar os
possiveis efeitos bioldgicos destes contaminantes aos organismos expostos ou as

populacdes futuras.

Os ensaios de toxicidade estdo contidos no diagndstico da qualidade
ambiental e no controle da poluicdo. Estes podem apresentar grandes variacoes
guanto a facilidade de execucdo e sua duracdo. Em periodo curto de tempo, sdo
avaliados na toxicidade aguda os efeitos sofridos pelos organismos-teste, sendo

eles a mortalidade e a imobilidade dos individuos.

Além do indice de morte, os organismos podem sofrer anomalias ou
aparecimento de tumores, alteragdes na taxa de reprodugcdo, comprimento e massa
corporal, dentre outros problemas fisiolégicos e até mudan¢ca comportamental, como

falta de reacdo a um estimulo (Zagatto e Bertoletti, 2008).

No caso do ensaio agudo com a bactéria marinha bioluminescente (Figura 5),
Vibrio fisheri, a inibicdo ou estimulo de producdo de luz também & um critério de
medicdo de efeito, uma vez que a inibicdo de luz ndo esta necessariamente atrelada

a morte do organismo.

A eficiéncia dos ensaios de ecotoxicidade com o organismo-teste Vibrio
fischeri jA foi exaustivamente comprovada por pesquisas internacionais, e suas
inimeras vantagens — boa reprodutibilidade, rapidez e simplicidade de sua execucao
— fizeram com que varios paises desenvolvidos adotassem o seu uso (Rosa et al
2016).



29

Figura 5: llustracdo de Aliivibrio fisheri, organismo utilizadopara teste de toxicidade

Fonte: http://labs.medmicro.wisc.edu

Vibrio fischeri é apenas uma das espécies de bactérias marinhas
bioluminescentes. Muitos organismos do mar profundo dependem desta bactéria
para gerar luz. Nesses casos, as bactérias vivem em col6nias dentro do corpo de um
hospedeiro, numa relacdo de mutualismo. Estas bactérias produzem luz através de
uma reacdo quimica que se da dentro das células. A Vibrio fischeri também existe
como organismo livre, que se move através da agua gracas a um flagelo e se
alimenta de matéria organica. Largamente utilizada como agente de oxidagcdo de
matéria organica em projetos de tratamento de efluentes, bem como é utilizada para

monitoramento de toxidade das 4guas em diversos meios.

Vibrio fischeri € uma bactéria gram-negativa e anaerébia facultativa e sua luz
natural é azul-esverdeada sob condicbes ambientais favoraveis e concentracdo de
oxigénio superior a 0,5 mg/L. Quanto ao seu formato, as suas células sdo em forma

de bastdo e medem 0,003 mm, tendo sua predominancia em nivel mundial.

Os testes luminescentes podem ser aplicados para investigar a presenca de
toxicidade em amostras de aguas, sedimentos ou solo, sendo muito utilizados para a
deteccdo de toxicidade de efluentes. Os ensaios com bactérias luminescentes sao
usados para uma avaliagdo inicial dentre uma bateria de testes, em razdo da maior
velocidade de execucdo e a menores custos de manutencdo. Caracterizados como
microensaios, eles aplicam quantidades de amostras e reagentes na ordem de
microlitros, o que permite as analises, além de menos espaco para a disposi¢cao dos

materiais e instrumentacao.

Apds 30 anos de aplicacdo, os ensaios com V. fischeri encontraram grande

aplicabilidade, principalmente com a padronizacéo, em 1993, pelo DIN, norma 38412
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parte 34, e em 1998pela ISO norma 11348. Em 2006, a ABNT publicou a NBR
15411:2006 - “Ecotoxicologia aquética - determinagdo do efeito inibitério de
amostras de agua sobre a emissdo de luz de Vibrio fischeri (ensaio de bactéria
luminescente)”, que, baseada na ISO 11348, emprega o tempo de exposi¢cao de 30

minutos

Contudo, todo ensaio possui a sua limitagdo, e como apontado por Souza
(2018) o ensaio com este organismo-teste apresenta uma baixa sensibilidade em
amostras que tenham amonia, o que pode ser frequente em amostras de sedimento,
além disto, a variabilidade genética da bactéria e a necessidade do
recondicionamento da bactéria liofilizada também sdo apontadas como

desvantagem do método.

No entanto, pode-se constatar que ha expressividade na utilizacdo deste
organismo para ensaios de ecotoxicidade com sedimentos, visto que existem

metodologias replicaveis e normatizadas para tal.
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Este trabalho foi realizado em duas diferentes fases, a primeira foi chamada fase teste, onde foi utilizado sedimentos-testes

para determinacdo de metodologia adotada na fase seguinte. A segunda fase do trabalho foi a etapa experimental, onde foram

coletadas amostras de sedimento em campo e estas foram submetidas a sucessivas andalises. A Erro! Fonte de referéncia nio e

ncontrada. representa todas as etapas realizadas nesta fase do trabalho.

Figura 6: Esquema metodolégico da 22 fase do trabalho (etapa experimental)
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2.1 Coleta e preservacao

Os sedimentos da fase experimental foram coletados em trés pontos em duas
praias, praia Grande e praia da Biscaia, localizadas no municipio de Angra dos Reis,
em dois periodos (Figura 7). A primeira campanha de coleta foi realizada na
Primavera (outubro/2017), periodo com maiores indices pluviométricos; e a segunda
coleta no Outono (abril/2019), periodo do ano no qual o clima esta mais seco. Os
pontos selecionados para coleta foram escolhidos por uma analise visual de
acessibilidade e pontos de despejo de efluente das regides. Foram utilizados frascos
de vidro previamente descontaminados com uma sequéncia de solventes e agua
ultrapura (acetona, agua do sistema Milli-Q e hexano) para a coleta da fracdo do
sedimento usada na extracao e deteccdo de contaminantes emergentes. A parte do
sedimento para caracterizacdo fisico-quimica e ensaio ecotoxicolégico foi coletada
em recipiente plastico. O material coletado foi armazenado refrigerado em isopor até
a chegada ao laborat6rio, onde foi transferido para uma geladeira (aproximadamente

a 3°C) até realizacdo das analises.

Figura 7: Mapa de localizagdo dos pontos de coleta nas praias de Angra

Em todos os seis pontos descritos acima foi feita coleta de amostras de agua.

Houve ainda coleta de mais trés pontos de agua no rio do Choro, um curso hidrico
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gue recebe bastante aporte de efluente doméstico néo tratado devido a ocupacgao

urbana intensa em suas areas de entorno.

2.2 Parametros fisico-quimicos

Para a caracterizagdo fisico-quimica dos sedimentos foram realizadas as
andlises de pH, salinidade, COT (carbono organico total), granulometria, teor de
umidade e teor de matéria organica.

Para a andlise de pH foi usada a metodologia adaptada descrita por Gastalho
et al. (2009). O sedimento foi homogeneizado manualmente por 5 minutos com
auxilio de espétula, separado 10g em um béquer, adicionado 25mL de &agua
destilada e agitado por manualmente por 5 minutos. Apos esperar 30 minutos para
sedimentacao, o pH foi medido na fase aquosa através de um eletrodo combinado
de vidro da marca Quimis (modelo). A partir desta mesma aliquota foi medida a
salinidade de cada ponto com uso de um refratbmetro de salinidade, com os
resultados expressos em ppm.

2.3 Teor de umidade

Os sedimentos foram analisados in natura, onde as capsulas de porcelana
foram secas na mufla por 30 minutos a 500°C, e posteriormente pesadas a fim de
determinar a tara de cada um dos recipientes. Foi pesado 5g de sedimento e
deixado a 105°C em estufa por 24 horas para garantir toda a remocao dos teores de
agua. Apos este periodo, as capsulas de ceramica foram deixadas em dessecador
por 30 minutos para que atingissem a temperatura ambiente pra a pesagem final. O
teor de umidade em cada ponto foi calculado pela diferenca de massa dos
sedimentos antes e ap0s o periodo na estufa, sendo calculado conforme a Equacéo
1

TU (%) = [Z5=2] 100 (1)
Onde: P — peso da amostra depois de aquecida a 105°C;

C — peso da capsula;

S — massa de sedimento in natura



34

2.4 Matéria organica de sedimentos

A determinacdo do teor de matéria organica pelo método da mufla foi feita
seguindo-se método estabelecido por Goldin (1987), com as seguintes modificacdes:
secagem prévia das amostras em estufa a 105 °C, por um periodo de 24 h, visando
eliminar toda a agua presente nos residuos, como a higroscépica, a capilar ou de
cristalizacdo (Rodella & Alcarde, 1994). Apds esse periodo, os cadinhos de ceramica
com as amostras foram acondicionados em forno do tipo mufla e incinerados em
uma temperatura de 550 °C, por 3 h.

Posteriormente, o conjunto (cadinho+residuos) foi acondicionado em
dessecador e, em seguida, pesado. O teor de matéria organica foi determinado em
razdo da perda de massa do residuo incinerado, considerando-se o material perdido
pela queima no intervalo de variacado da temperatura de 105 °C a 550 °C, conforme

a Equacao 2:
MO (%)= [=52] 100 )
Em que: P = peso da amostra (g) depois de aquecida a 105 °C;

C =tara do cadinho (g); e
T = peso da cinza + cadinho (g).

2.5 Carbono organico total de sedimentos

A andlise do C total dos residuos foi feita por combustdo seca em analisador
marca Shimadzu, modelo SSM 5000A TOC, sendo as pesagens das amostras (1g)
de cada residuo realizadas em balanga analitica, do nivel “Classic”, com precisao de
pesagem de 0,00001 g. Os residuos orgéanicos utilizados foram macerados em
almofariz; em seguida, foram secos em estufa a 65°C, durante 48 h, para retirar a
umidade, antes da pesagem e analise no analisador TOC/SSM.

As amostras foram acondicionadas em céapsulas de porcelana, sendo, em
seguida, incineradas em temperatura aproximada de 90°C, por 5 min, em um tubo
de quartzo de combustdo catalitica, sendo utilizado como carreador o gas Oz, com
99,998 % de pureza. Apds a combustdo, toda a matéria organica foi convertida em
CO:2 e um sensor infravermelho detectou a quantidade de dioxido de carbono (CO32)
gerado pela combustéo, relacionando-a automaticamente com a quantidade de C

elementar existente na amostra.
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Na confeccdo de curva-padrdo de C para o analisador automatico, foram
utilizadas amostras puras para analise de PHP (Potassium hydrogen phthalate,
47,05 % de C) e de sacarose (42,1 % de C).

2.6 Preparo de elutriato para o Sistema Microtox®

Os sedimentos foram homogeneizados manualmente com auxilio de espatula
por 5 minutos, posteriormente foi pesado o equivalente de 7g de massa seca (foi
feito o desconto de teor de umidade anteriormente calculado) de cada um dos
pontos de analise em um béquer, onde foram adicionados 35 mL da solu¢éo diluente
do ensaio (NaCl 2%). Esta solucdo foi deixada em agitacdo orbital em mesa da
marca Quimis a 1500rpm por 24 horas. O sobrenadante for retirado e submetido ao

ensaio com a bactéria bioluminescente, Vibrio fischeri.

2.7 Granulometria de sedimentos

O ensaio de granulometria foi realizado no Laboratorio de sedimentologia da
Universidade Federal Fluminense com uso do equipamento analisador de
distribuicdo de tamanho de particulas, o CAMSIZER da marca Macrolab.

O instrumento permite a medi¢do simultanea de distribuicdo de tamanho de
particulas, formato e parametros adicionais de granulos e pés. A analise é baseada
em mais de 60 imagens digitais por segundo, este tipo de medi¢do permite mensurar
particulas no intervalo de 30 um a 30 mm, ndo sendo necessario utilizar mais de
uma metodologia para medicéo.

Para o uso deste analisador, os sedimentos foram previamente lavados
repetidamente com agua corrente a fim de retirar toda a salinidade dos gréos. Apés
a retirada do sal, as amostras foram levadas a estufa (Nova Etica) a 55 °C por 24
horas, posteriormente foi realizado o quarteamento, onde essa fragéo foi depositada
no equipamento para gerar os dados granulométricos. Os dados de diametro de
particulas foram processado no Gradistat v4.0 para gerar a classificacdo dos pontos

de sedimento.
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2.8 Extracdo dos sedimentos

Neste trabalho a etapa de extracdo dos sedimentos para analise dos
contaminantes emergentes foi realizada em diferentes etapas. Estudos anteriores
apresentaram interferentes nas analises de atividade estrogénica e cromatografia
para as amostras de sedimento (Santos et al, 2016; Lima, 2017), mostrando que
alguns compostos presentes nas amostras foram capazes de inibir o crescimento

das leveduras utilizadas no ensaio de estrogenicidade.

A fim de evitar resultados falsos negativos, este trabalho inicialmente se
propés a realizar uma comparacao inicial entre métodos de extracdo que visassem
remover os interferentes desta complexa matriz e realizar uma melhor remocéo de
possiveis compostos que promovessem erros nos ensaios cromatograficos e de
atividade estrogénica. Com isso, foram adotadas duas metodologias iniciais para
otimizacdo da extracdo em fase sdlida. Nesta fase do trabalho foi usado um
sedimento teste, previamente estudado com presenca de metais, citoxicidade

quantificada pelo ensaio YES.

A Figura 8 € uma ilustracdo esquematica dos procedimentos adotados.



37

Figura 8: Esquema com as etapas de extracdo de sedimentos adotadas.
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Na primeira etapa desenvolvida foram testadas duas formas de preparo do
sedimento-teste, a primeira com a secagem da amostra em estufa a 60°C por 24
horas e a segunda com a secagem da amostra em dessecador por 24 horas. A
premissa estudada a partir destas foi a possivel volatilizacdo dos compostos
estrogénicos nas amostras de sedimento quando submetidas a temperaturas

superiores a temperatura ambiente.

Na segunda etapa, foi testado o uso do solvente metanol e acetato de etila
como extratores dos compostos de interesse da fase solida para os extratos liquidos

de analise. Esta etapa teve como objetivo identificar o solvente com maior
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capacidade de solubilizar os microcontaminantes organicos dos granulos de

sedimento.

J4 a ultima etapa teve como objetivo avaliar a presenca de metais como
possivel fonte de citotoxicidade para a levedura Saccharomyce cerevisiae utilizada
no ensaio de atividade estrogénica. Para isso foi feito o uso do quelante EDTA para
retencdo dos metais presentes no sedimento como uma etapa preliminar da
extracdo em fase solida. O uso do cartucho de limpeza Strata-SAX foi testado como
uma segunda alternativa para uma remocao nao especifica de compostos que

pudessem estar presentes nas amostras e fossem inibidoras do ensaio.

Os experimentos foram realizados em triplicata, a partir de uma mesma
aliguota de sedimento-teste homogeneizado previamente e analisados em um
mesmo momento para que fosse garantida a mesma manipulacdo em todas as

diferentes vertentes.

ApOs essa etapa preliminar, os sedimentos coletados na area de estudo
foram submetidos a seguinte sequéncia de extracdo, conforme representado na

Figura 9.

Figura 9: Esquema representativo das etapas seguidas para extragdo dos sedimentos.
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Apoés a etapa de extracdo em fase sélida o cartucho Strata-X foi eluido com
Acetona sendo recolhido em frasco de vidro graduado e previamente
descontaminado. O volume de acetona percolado no cartucho foi dividido em dois
vials de igual volume, um para realizacdo da cromatografia e outro para realizacédo
do ensaio YES. Cada um dos vials foi submetida a secagem em vacuo, sendo a
massa seca ressuspendida em 1mL de etanol para a realizacdo dos ensaios de
atividade estrogénica — YES , e em 1mL de acetonitrila para a quantificacdo dos
hormonios por cromatografia liquida de alta performance — CLAE/FLU.

Todo processo € realizado em Manifold sob vacuo a uma vazdo de 3 mL/min

em capela, a as etapas sdo descritas a seguir em ordem de execucao:

e Condicionamento dos cartuchos: para os cartuchos Oasis HLB foram
adicionados 6 mL de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de
agua ultra pura com pH 3 (ajustado com HCI);e, para os cartuchos de limpeza
Strata SAX foram adicionados 10 mL de metanol e 10 mL de agua ultra pura
sem modificacdo do pH;

e Passagem da amostra pelos cartuchos: foi percolado um volume 200 mL da
amostra com pH2 (ajustado com HCI);

e Eluicdo: 4 mL de acetona foram percolados pelo cartucho, removendo o0s
analitos de interesse. O volume eluido foi seco em corrente de nitrogénio até
evaporacao completa;

e Ressuspensédo: os analitos foram resssuspendidos em 1 mL de etanol para
determinacdo de atividade estrogénica pelo ensaio YES ou 1 mL de
acetonitrila para analises cromatogréficas(HPLC).

2.9 Dopagem dos sedimentos

A etapa de dopagem dos sedimentos foi realizada para verificar a recuperacao da
metodologia adotada para cada fracdo dos sedimentos. Para isso, foi preparada
uma solucdo de 10 mg Estradiol em 10 mL etanol. A partir desta solugdo méae foi
preparada uma solucdo de dopagem na concentracdo de 0,001 g.L'' Uma aliquota
de 10 mL desta solugao foi adicionada a 10 g sedimento e deixados em mesa
agitadora orbital a 1500 rpm por 24 horas, tampados com parafilme. Os sedimentos
foram deixados por 48 horas no dessecador para retirar a umidade restante e

posteriormente foram submetidos aos procedimentos de extracdo por sonicacao
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seguida de centrifugacdo e a etapa de SPE com uso dos cartuchos Strata-X e
Strata-SAX.

2.10 Ensaio de Atividade Estrogénica — YES

O procedimento de analise pelo ensaio in vtro YES foi desenvolvido de acordo
com a metodologia de Routledge e Sumpter (1996) com algumas modificacbes. As
analises foram preparadas em capela de fluxo laminar e realizadas em microplacas
de 96 pocos incubadas em estufa a 30°C por 72 horas, e ap0s este periodo é feita a
leitura do ensaio, sendo possivel a observacao de alteracdo da coloracdo dos pocos,
de amarelo para rosa, caso haja atividade estrogénica na amostra analisada, em
fungdo da producédo da B-galactosidase. E, ha também aumento da turbidez nos

pocos, em virtude do crescimento da levedura.

Com o auxilio do espectrofotdbmetro (Softmax Pro 5, SpectraMax M3), foi
realizado a leitura dos pogos em cada placa em dois comprimentos de onda: 575 nm
para cor e 620 nm turbidez. Para o célculo dos resultados interpolou-se a curva das
amostras com a do controle positivo 17p-estradiol e os resultados de atividade

estrogénica foram expressos em equivalente estradiol (EQ-E2).

2.11 Cromatografia

As substancias avaliadas, 173-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), estriol
(E3) e bisfenol A (BPA) foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em um cromatografo fabricado pela Waters Corporation®, Figura 10, utilizando
detector de fluorescéncia com comprimentos de onda de emissdo a 306 nm e

excitacdo a 280 nm.

A coluna cromatografica da Novapak PAH (4,6 x 250 mm, 5 micras) foi
utilizada com temperatura de 30° C com auxilio do forno de colunas. O método
utilizado para deteccdo e quantificagcdo das substancias foi baseado no trabalho de
Oliveira (2015) e adaptacbes conforme apresentado por Silva(2016). As condicbes
utilizadas foram fluxo de 1 mL.min - de fase mével em 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 e 40% apds 13 minutos até o
tempo total de corrida de 15minutos. As injecdes foram realizadas com volume de 20

ML, em triplicata, e a temperatura do mostrador foi fixada em 18°C.
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A curva de calibracdo utilizada foi preparada através da injecdo de uma
solucdo padrdo contendo as quatro substancias avaliadas, E2, EE2, E3 e BPA,
numa concentracdo que variou de 6,5 a 100 pg.L -1 (ppb) de cada composto. A
linearidade foi obtida através da avaliacdo do valor de R 2, o limite de quantificacédo
(LQ) foi obtido pela menor concentracdo da curva analitica e o limite de deteccéo
(LD) foi obtido utilizando a Equacdo 3, sendo DP o desvio padrdo referente a

triplicata da menor concentracao da curva analitica.
LD = DP x 6,965 3

Figura 10: Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado neste trabalho.

2.12 Ensaio de Ecotoxicidade

A analise de toxicidade foi realizada a partir do elutriado do sedimento. O
organismo-teste selecionado para este estudo foi a bactéria bioluminescente Vibrio
fischeri, por se mostrar compativel com a salinidade das amostras e devido a
facilidade de reproducdo do ensaio. A metodologia aplicada seguiu o descrito pela
Norma ABNT NBR 15411-3 (ABNT, 2012).

No ensaio com a bactéria luminescente, foi utilizado o equipamento de

incubacgéo e fotbmetro Microtox 500 (Figura 11), onde as amostras de elutriato foram
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analisadas sem diluicbes em cubetas de borosilicato. Um volume 0,9 mL das
amostras foi transferido para cubetas com 0,1 mL da solucédo de bactéria diluida,

previamente medidas a luminescencia.

Para medicdo do efeito de diminuicdo da emissdo de luz das bactérias foi
realizada a leitura no tempo zero de exposi¢cdo (0 minutos), onde as bactérias nao
estavam em contato com a amostra, e em seguida no tempo de t=30 minutos, sendo
a bactéria exposta a concentracdo de 90% da amostra. Este decréscimo de
luminescéncia € comparado ao controle com NaCl (2%) Para o controle negativo, foi
utilizado o sulfato de zinco heptahidratado (3,42mg/L)Zn como substancia de
referéncia. Os resultados foram calculados a partir das respostas de 0 e 30 minutos
através do software Microtox OMNI 4.1, gerando resultados e respostas expressas

como a reducao da bioluminescéncia da bactéria em cada amostra.

Figura 11: Equipamento Microtox M500

Fonte: Modern Water
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da primeira etapa do trabalho expressam os valores de
equivalente estradiol (EQE2 — ng.g!) quantificado em cada amostra de sedimento-
teste utilizado com uso de quatro metodologias diferentes. Os resultados o ensaio de
atividade estrogénica (YES) obtidos foram compilados e expostos na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de equivalente estradiol para os sedimentos teste analisados para definicdo da metodologia.

12 22 32 Média Desvio Citotoxicidade
1A 0.72 0.65 0.77 0.71 0.08 ND
1B 0.60 0.50 0.67 0.59 0.12 95.55%
1c 0.37 0.37 0.38 0.37 0.01 ND
1D 0.74 0.45 0.90 0.68 0.32 95.48%
10A 0.78 0.72 0.84 0.78 0.08 ND
10B  1.28 1.21 1.35 1.28 0.10 ND
10C 1.57 1.44 1.70 1.57 0.18 ND
10D 0.68 0.65 0.71 0.68 0.05 69.69%

Legenda: Os valores desta tabela estdo expressos em ng de EQE2 por g de sedimento. ND — ndo detectado.

As siglas de metodologias adotadas na Tabela 4 sdo definidas da seguinte
forma: “A” representa o uso do sedimento seco em dessecador por 24 horas, com
adicdo de EDTA no extrato liquido, para remocdo de metais, sendo submetido a
SPE com uso de cartucho Strata X associado ao uso do cartucho Strata SAX; “B”
representa o uso do sedimento seco em dessecador por 24 horas, com adicdo de
EDTA, sendo submetido a SPE com uso apenas de cartucho Strata X; “C”
representa o uso do sedimento seco em dessecador por 24 horas, sem adicdo de
EDTA no extrato liquido, sendo submetido a SPE com uso de cartucho Strata X
associado ao uso do cartucho Strata SAX. A Metodologia “D” € resultado da
extragcdo da amostra de sedimento sem nenhuma etapa de limpeza de matriz, ou

seja, fez uso apenas da SPE com o cartucho STRATA-X.

Os resultados da Metodologia “C” corroboram a discussao sobre as limitagbes
deste ensaio para a matriz sedimento, pois mostram valores elevados de
citoxicidade que interferem ou mesmo impossibilitam o calculo do potencial

estrogénico de uma amostra. Desta forma, 0 uso de métodos que visem a remocao
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dos interferentes dessa matriz se faz indispensavel. O resultado da Metodologia “A”
mostrou que houve a remocéo da citotoxicidade em ambos os pontos analisados. O
uso do EDTA se mostrou relevante, uma vez que os resultados da Metodologia “B”
evidenciam que a citotoxicidade nao foi completamente removida, sendo assim
possivel desassocia-la da presenca de metais nas amostras. O efeito do EDTA
precisa ser melhor compreendido em novos ensaios com a finalidade de avaliar sua
eficiéncia e seus efeitos nas amostras, como por exemplo se comportando como
antagonista devido a resposta de valor de EQE2 menor do que na metodologia
testada com o uso apenas do X+SAX. Nao é coerente atribuir 0 uso deste quelante
como fundamental para polimento da matriz sedimento. A metodologia “C” foi a que
apresentou melhor custo-beneficio, pois foi capaz de remover a citotoxicidade do
ensaio, apresentou baixos indices de desvio padrdo nas amostras analisadas e fez
uso de menos insumos de preparo de amostra. Com isso 0s demais ensaios das
fases seguinte desta pesquisa adotaram esta metodologia de preparo de sedimento

para extragao.

Na segunda fase do trabalho, foram realizadas coletas de agua e sedimento
em duas campanhas distintas. As amostras de agua foram somente avaliadas
guanto ao potencial estrogénico através do ensaio YES, nenhum outro parametro
apontado para estudo neste trabalho foi analisado. Os resultados expostos na
Tabela 5 representam os valores de EQE2 — ng.L! calculados para os nove pontos
de coleta da primeira campanha ,realizada em outubro de 2017.

Tabela 5: Resultado do ensaio YES para as amostras de agua da primeira campanha de

Angra.
12 22 3a Média Desvio

1 24 2.3 2.5 2.4 0.1
2 5.0 4.8 5.2 5.0 0.3
3 1.9 1.9 2.0 1.9 0.1
4 23.3 24.1 223 23.2 1.2
5 33.7 315 35.7 33.6 2.9
6 31.6 31.2 32.0 31.6 0.6
7 0.8 0.8 0.8 0.8 0.0
8 0.9 0.9 0.9 0.9 0.0
9 0.8 0.8 0.8 0.8 0.0
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Os resultados apresentados na tabela mostram que apesar de todos os
pontos de coleta sofrerem com a contaminacdo por desreguladores enddcrinos ha
uma notdria variagcdo quanto ao aporte que cada um destes ambientes recebe.
Comparando os resultados obtidos das duas praias, Pontos 1 a 3 sao da praia da
Biscaia e pontos de 7 a 9 sdo da praia Grande, é possivel observar que a praia da
Biscaia apresenta maior presenca de contaminacéo por desreguladores endécrinos
do que a praia Grande. Ambas, recebem banhistas em épocas distintas do ano, no
entanto a praia da Biscaia apresenta pontos onde ndo ha um distanciamento das
casas e comércios das aguas do mar. Esta regido possui um descarte direto de
efluentes no mar, o que pode ter acarretado a deteccao de valores mais elevados de
EQE2. A praia grande possui uma faixa de areia mais extensa e visivelmente néo
apresentava pontos de despejo de efluentes. Estudos de correntes maritimas e
dindmica dos oceanos precisam ser efetuados para entender a distribuicdo dos

contaminantes na regiao.

Vé-se, no entanto, que os valores mais expressivos desta tabela foram para
0s pontos coletados ao longo do rio do Choro, curso hidrico este que ja sofreu
grandes interferéncias antrépicas e é corpo receptor de grandes descargas de
esgoto in natura proveniente das ocupacfes urbanas adjacentes. Pode—-se esperar
gue estes contaminantes possam ser enxergados na analise dos sedimentos
referentes aos mesmos pontos, uma vez que 0S compostos de interesse tém uma
afinidade tedrica maior com solidos e matéria organica, no entanto nédo foi possivel

realizar a coleta dos sedimentos a longo deste rio.

As amostras de sedimento coletadas nas duas campanhas foram submetidas
a todos os parametros de andlise abordados neste texto. Os resultados fisico-
quimicos da primeira coleta de Angra coleta realizada em Outubro de 2017 estéo

descritos na Tabela 6.



Tabela 6: Resultado dos parametros fisico-quimicos das amostras de sedimento da primeira

campanha.
N° do Tegr de Matéria coT
Ponto Coordenadas do Ponto | umidade | organica (mg/L)
(%) (%)
1 -23,02974  -44,23576 14,08 0,75
2 -23,03108  -44,23576 18,69 0,55
3 -23,03270  -44,23713 19,17 0,57
7 -23,02484  -44,33695 14,93 0,34 0,39
8 -23,02219  -44,33940 24,51 0,28 0,41
9 -23,02294  -44,34236 11,58 0,30 0,42
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Os sedimentos coletados apresentaram baixos percentuais de matéria

organica e carbono total. A granulometria destes pontos apresentou um teor de finos

mais elevados para os pontos 1, 3, 8 e 9.

A partir da segunda etapa do trabalho, todos os sedimentos foram submetidos

ao mesmo procedimento de extragdo para o ensaio de atividade estrogénica e de

cromatografia, de acordo com o resultado obtido da primeira etapa. Os resultados de

cromatografia e atividade estrogénica foram calculados levando em consideracao a

massa seca de sedimento usada na etapa da extragao.

Os valores de EQEZ2 para esta campanha na matriz de sedimentos estao

expressos na Tabela 7.

Tabela 7: Resultado de atividade estrogénica para as amostras de sedimento de Angra da primeira campanha.

EQE2 (ng/g)
Pontos 1° 2° 3° Média Desvio Citotoxicidade
1 <LD <LD <LD <LD 4%
2 <LD <LD <LD <LD 14%
3 0.15 0.14 0.16 0.15 0.01 ND
7 <LD <LD <LD <LD ND
8 <LD <LD <LD <LD ND
9 <LD <LD <LD <LD ND

O resultado corrobora o encontrado para as amostras de agua, onde a

primeira praia apresentou maior teor de contaminacdo. No entanto dentre as

amostras de sedimento os dois primeiros pontos coletados na primeira praia

apresentaram citotoxicidade o que pode ter impossibilitado o calculo da atividade
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estrogénica da amostra. O uso do cartucho de limpeza SAX néo foi suficiente para
remover todos 0s compostos interferentes neste determinado caso. O terceiro ponto
da praia Biscaia foi possivel calcular o EQ. Os pontos da segunda praia
apresentaram resultados abaixo do limite de deteccdo do ensaio, pode-se
correlacionar com os resultados de baixo teor de matéria organica destes pontos,

inferiores a 5%.

Em todos os pontos desta coleta analisados por HPLC n&o foi possivel
quantificar nenhum dos compostos (E2, EE2, BPA), pois em alguns casos os valores
ficaram abaixo do limite de deteccdo e quantificacdo do método e em outros os
ruidos provocados por interferentes impossibilitaram a quantificacdo na curva

analitica.

A segunda campanha foi realizada em abril de 2019, e todos os sedimentos
foram submetidos as andlises descritas neste trabalho. Os dados das aguas
coletadas na segunda campanha ndo foram analisados a tempo de concluir este
estudo. Os resultados dos parametros fisico-quimicos dos sedimentos coletados em

abril de 2019 estdo relacionados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado dos parametros fisico-quimicos das amostras de sedimento da segunda

campanha.
N° do Teor de | Matéria
Ponto Coordenadas do Ponto | umidade | organica pH
(%) (%)

1 -23,02974  -44,23576 16,38 0,91 7,16
2 -23,03108  -44,23576 22,98 0,9 7,42
3 -23,03270  -44,23713 23,71 0,91 7,71
7 -23,02484  -44,33695 17,55 0,96 8,32
8 -23,02219  -44,33940 32,48 0,95 7,31
9 -23,02294  -44,34236 13,1 0,96 7,43

Os pontos 7 e 8 da praia Grande foram caracterizados como areia grosseira,
enquanto o ponto 9 foi tido como moderadamente grosseiro. Os pontos de
sedimento da praia Grande foram classificados como moderadamente grosseiro,
areia, areia grosseira, respectivamente sendo eles os pontos 1, 2 e 3. Houve uma
variacdo sazonal nos percentuais de matéria organica destes pontos, sendo nesta

segunda campanha os sedimentos mais organicos que na primeira.
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Os resultados do ensaio YES estao representados em valores de EQE2 para

esta segunda campanha na matriz de sedimentos na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultado de atividade estrogénica para as amostras de sedimento de Angra da
segunda campanha.

EQE2 (ng/g)
Pontos 1° 2° 3° Média Desvio Citotoxicidade
55 <LD <LD <LD <LD <LD ND
56 <LD <LD <LD <LD <LD 27%
57 <LD <LD <LD <LD <LD ND
61 4.8 3.8 5.6 4.7 1.3 ND
62 <LD <LD <LD <LD <LD ND
63 2.1 2.0 2.2 2.1 0.15 ND

Os resultados de ecotoxicidade do elutriato dos sedimentos expostos a
bactéria mostrou que ndo houve toxicidade aguda das amostras expressos em
concentracdo de efeito em 50 % dos organismos com o tempo de exposi¢cao de 30

minutos.

No entanto, Jaques et al (2016) fizeram um trabalho comparativo deste
bioensaio a partir da exposicao direta do organismo-teste aos sedimentos com 0s
elutriatos destes mesmos pontos coletados em rios da Republica Tcheca. Neste
trabalho, constataram que o0 ensaio apresenta limitacdo na resposta quando ha o
preparo de elutriato, pois os valores de toxicidade com o uso direto dos sedimentos
apresentam valore mais expressivos. Este fato pode acarretar em resultados falsos
negativos de ecotoxicidade. Desta maneira, os autores inferem que a extracdo prove
perdas de contaminantes. Os autores afirmam haver uma alta correlacao de teor de

carbono organico total com a toxicidade de uma amostra.

Outro estudo elaborado por Romano et al (2019) analisou a toxicidade de
elutriatos de sedimentos marinhos com fracGes grosseiras de granulometria
(predominantemente areia) e baixos percentuais de carbono organico total nas
amostras. Os autores também obtiveram resultados conflitantes de toxicidade,
mostrando que mesmo 0s pontos com presenca de metais pesados o elutriato nao
permitiu o célculo da ecotoxicidade em CE 50% por ndo promoveram o decréscimo

de bioluminescéncia da bactéria.

As amostras de sedimento que possuem altos niveis de contaminacao por

metais podem provocar aumento na incidéncia de luz emitida pelas bactérias, sendo
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este uma problematica na elaboracdo de laudos de ecotoxicidade para areas

contaminadas (Baran e Tarnawski, 2013).

Com isto, fica aparente que mais estudos precisam ser realizados para que se
consiga correlacionar as caracteristicas que promovem essa interferéncia nos
resultados, visto que existem 7 trabalhos cientificos indexados com a tematica
(palavras-chave de busca: “elutriato”; “sedimento”, “vibrio fischeri”) nos ultimos 8
anos. Sendo necessario ainda avancga nos resultados comparativos de exposi¢cao
direta do sedimento quando comparado ao preparo de elutriatos, precisando ainda

estabelecer parametros de correlacdo entre ambas as respostas.
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4 CONCLUSAO

Aos sedimentos e aguas das praias Grande e da Biscaia apresentaram
potencial estrogénico medido através do ensaio YES. Desta maneira a regido
apresenta um aporte de contaminantes emergentes que pode vir a representar um
efeito para a populagao exposta

O estudo mostrou as limitagbes analiticas para o0 estudo das matrizes
ambientais, principalmente os sedimentos. Os resultados de cromatografia
apresentaram muitos interferentes, o que pode ter interferido na quantificagcédo dos
compostos de interesse.

A aplicacdo da etapa de preparo e limpeza das matrizes ambientais se
mostrou importante para a remocéao de interferentes, principalmente para a remocao
da citotoxicidade do ensaio YES. O uso do cartucho Strata-SAX foi satisfatorio,
porém nao obteve sucesso em 100% das amostras estudadas.

Ensaio de ecotoxicidade com bactéria Vibrio fischeri ndo se mostrou
adequado para elutriatos de praias, uma vez que apresentou valores de estimulo de
luminescéncia nos pontos analisados. Outros estudos com a exposi¢cao direta deste
organismo-teste aos sedimentos in natura precisam ser realizados para um
diagndstico ecotoxicolégico mais representativo.

A importancia dos parametros fisico-quimicos dos sedimentos precisa ser
melhor estudada, bem como a dindmica dos ambientes aquaticos para um melhor
entendimento da distribuicdo e acédo dos contaminantes emergentes, em especial 0s

desreguladores enddcrinos.
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