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RESUMO

Apesar de ser o bioma brasileiro mais preservado, a Amazonia engloba os
estados da regido norte do Brasil, os quais apresentam os piores indices de esgotamento
sanitario. De forma semelhante, estudos ambientais que avaliam niveis de contaminagédo de
corpos aquaticos amazonicos sdo escassos, especialmente em regides distantes das capitais.
Diante do exposto, este estudo visa avaliar a contaminacdo de corpos aquaticos de Parintins
(AM) por esgoto doméstico utilizando ester6is como marcadores moleculares. Para tal
finalidade, foram coletadas dezesseis amostras de sedimentos superficiais nos seguintes
corpos aquaticos: Lagoa da Francesa, Lago Macurany, Lagoa Azul, Lago do Areal, Lago
Parananema e Lago do Aninga. A extracdo da matéria organica sedimentar foi auxiliada por
ultrassom e o extrato bruto fracionado para a obtencdo de uma fracdo rica em ester6is que
foi analisada por Cromatografia Liquida acoplada com Espectrometria de Massas Sequencial
para a determinacdo de colesterol, epicoprostanol, coprostanol, colestanol, brassicasterol,
ergosterol, campesterol, p-sitosterol, estigmasterol e sitostanol. A concentracdo total de
esterodis variou de 1,04 a 206,68 pg g, enquanto a concentragdo de coprostanol variou de
0,040 a 10,00 pg g, revelando que alguns corpos aquaticos de Parintins apresentam altos
niveis de contaminag&o por esgoto doméstico. As concentra¢Ges absolutas do marcador fecal
foram corroboradas pelas proporc¢des relativas e pelas razdes diagndsticas. Dessa forma, este
estudo revelou que a Lagoa da Francesa e o canal do Lago Macurany que se liga ao Rio
Amazonas sdao as regides que mais acumulam matéria organica proveniente de esgoto
domeéstico ndo tratado. Ainda, verificou-se que a expansdo da malha urbana em direcdo aos
lagos Macurany, Parananema e Aninga esta comprometendo a qualidade de tais corpos
aquaticos, apesar de serem regides circundadas predominante por vegetacdo. Este estudo
pioneiro demonstrou a necessidade de expandir as investigacdes e monitoramento dos corpos
aquaticos de Parintins em relacdo a composicdo e ao fluxo de matéria organica, bem como
de exigir acdes de politicas publicas imediatas, como a implantacdo de um sistema de coleta

e tratamento de esgoto, especialmente na area urbana.

Palavras-Chave: Amazonia, Bacia Amazonica, Agua, Polui¢do, Coprostanol.



ABSTRACT

Despite being the most preserved Brazilian biome, the Amazon encompasses the
states of the Northern region of Brazil, which presente the worst rates of sewage collection
and treatment. Similarly, environmental studies assessing levels of contamination of
Amazonian water bodies are scarse, especially in regions far from the capitals. Therefore,
this study aims to assess the contamination of aquatic bodies of Parintins (AM) by domestic
sewage using sterols as molecular markers. For that, sixteen samples of surface sediments
were collected in the following water bodies: Lagoa da Francesa, Lago Macurany, Lagoa
Azul, Lago do Areal, Lago Parananema, and Lago do Aninga. Extraction of sedimentar
organic matter was assisted by ultrasound, and the crude extract was fractionated to obtain a
fraction rich in sterols, which was analyzes by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry to determine cholesterol, epicoprostanol, coprostanol, cholestanol,
brassicasterol, ergosterol, campesterol, g-sitosterol, stigmasterol, and sitostanol. The total
sterol concentration ranged from 1,04 to 206,68 ug g*, whereas coprostanol concentration
ranged from 0,040 to 10,00 pg g%, revealing that some water bodies of Parintins present high
levels of contamination by domestic sewage. The absolute concentrations of the fecal marker
were corroborated by the relative proportion and the diagnostic ratios. Therefore, this study
revealed that the Lagoa da Francesa and the Lago Macurany channel that connects to
Amazon River are the regions that most accumulate organic matter from untreated domestic
sewage. In addition, it was found that the expansion of urban network towards Macurany,
Parananema e Aninga lakes is compromising the quality of such aquatic bodies, although
they are regions surrounded predominantly by vegetation. This pioneering study
demonstrates the need to expand investigations and monitoring of aquatic bodies of Parintins
regarding composition and fluxes of organic matter. It also shows the need to require
immediate public action, such as implementation of a sewage collection and treatment

system, especially in the urban area.

Key words: Amazon, Amazon Basin, Water, Polution, Coprostanol.
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1 Introducéo

A Amazodnica € um bioma impar que se destaca pela floresta, bacia hidrogréafica
e biodiversidade. A Bacia Amazonica representa cerca de 45% do territorio brasileiro e mais
de 60% de toda a disponibilidade hidrica do Brasil, sendo formada por um complexo sistema
de rios, igarapés, lagos, furos e paranas. A preservacdo e conservacao dos corpos aquaticos
amazonicos e da floresta sdo indispensaveis para a manutencao da biodiversidade aquéatica
e terrestre, regulacdo do clima e do ciclo de chuvas. Dentre as atividades antropogénicas que
causam a deterioracdo do ecossistema aquatico, a mineracdo tem o seu papel de destaque ha
mais de meio século, enquanto o lancamento de efluentes domésticos sem qualquer
tratamento é muitas vezes minimizado devido a baixa densidade populacional e a alta
capacidade de diluicdo dos rios. Segundo o Instituto Trata Brasil, a regido norte do pais
apresenta as piores taxas de coleta e tratamento de esgoto. Nesse sentido, pesquisadores tém
se dedicado a avaliar as fontes e fluxos de matéria organica antropogénica na Amazonia.
Compostos da classe dos esterdis sdo bastante utilizados em estudos que avaliam as
contribui¢cbes de matéria orgénica antropogénica e biogénica em um ambiente aquético.
Coprostanol, por exemplo, é o principal marcador molecular do aporte de matéria organica
fecal, enquanto os fitoesterois sdo biomarcadores indicativos do aporte de matéria organica
proveniente de plantas. As concentragOes absolutas e relativas, bem como a utilizagdo de
algumas razBes diagndsticas permitem inferir sobre a diversidade de fontes de matéria
organica em um determinado ambiente. Estudos baseados na utilizacdo de esterdis para
avaliar a contaminacdo de corpos aquaticos por esgoto doméstico tém sido realizados em
diversos paises, inclusive no Brasil. Entretanto, a maior parte de tais estudos sdo realizados
nas regides sul, sudeste e nordeste. Considerando a area de abrangéncia da Amazoénia Legal,
foi encontrado apenas um estudo baseado na determinagdo quantitativa de esterois, o qual
revelou que os igarapés inseridos na malha urbana de Manaus (AM) estdo altamente
contaminados por matéria organica fecal. Nesse sentido, é notorio a falta de informacdes e
dados cientificos sobre os niveis de contaminacdo por esgoto doméstico, aos quais 0s
inimeros corpos aquaticos amazonicos estdo expostos. Esta dissertacdo de mestrado
contribuird com conhecimento acerca da composicdo da matéria organica sedimentar de
corpos aquaticos de Parintins, o segundo municipio mais populoso do Amazonas, que

apresenta Areas de Preservacdo Ambiental (APA) submetidas a degradagio ambiental.



2 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de possivel contamina¢do dos corpos aquaticos da area urbana de
Parintins (AM) por esgoto doméstico utilizando esterdis como marcadores moleculares.

2.1  Objetivos Especificos

e Determinar as concentracdes dos esterois colesterol, epicoprostanol, coprostanol,
colestanol, brassicasterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, pg-sitosterol e
sitostanol em sedimentos da Lagoa da Francesa, Lago Macurany, Lagoa Azul, Lago
do Areal, Lago Parananema e Lago do Aninga;

e Avaliar as fontes de MO presentes nos corpos aquaticos de estudo por meio da
contribuicéo relativa de diferentes esterois e das razdes diagnosticas;

e Comparar 0s corpos aquaticos de estudo em relacdo aos parametros indicativos de
contaminacdo por esgoto domestico;

e Comparar 0s corpos aquaticos da cidade de Parintins com outros ambientes
brasileiros em relagdo aos parametros indicativos de contaminacdo por esgoto

domeéstico.



3 Revisdo da Literatura
3.1 Hidrografia da regido amazonica

A regido amazénica tem alcancado destague mundial, tanto por sua extensao
como por sua sociobiodiversidade (VASCONCELOS & FREITAS, 2012). A Bacia
Hidrogréafica Amaz6nica tem 63,88% do seu territério no Brasil, 16,14% na Colémbia,
15,61% na Bolivia, 2,31 % no Equador, 1,35 % na Guiana, 0,60 % no Peru e 0,11% na
Venezuela (SOUZA FILHO et al, 2006). Considerada a maior bacia hidrografica do mundo,
a Bacia Amazonica cobre cerca de 40% da América do Sul (SCHIAVETTI & CAMARGO,
2002), ocupando uma area total de 6.925.674 de km? (BRASIL, 2006). O Rio Amazonas,
principal rio da referida bacia, nasce na Cordilheira Andina do Peru com o nome de
Marafion, entra no Brasil com 0 nome de Solimdes e, ao encontrar-se com o Rio Negro em
Manaus (AM), passa a ser denominado de Rio Amazonas, nome adotado até desembocar no
Oceano Atléantico (OLIVEIRA & ANDRADE, 2010).

No Brasil, a Bacia Amazonica representa cerca de 45% do territorio nacional e
mais de 60% de toda a disponibilidade hidrica do pais (BRASIL, 2006). A Amaz6énia Legal
abrange nove estados brasileiros: Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Roraima, Rondonia,
Mato Grosso, Para e Tocantins (SUDAM, 2019). A bacia do Rio Amazonas é formada por
mais de 1.000 afluentes, incluindo rios menores, igarapés e outros corpos d’agua que drenam
seu volume para a bacia (AB’SABER, 2010). Além dos inimeros rios e igarapes, a
Amazonia abriga também a maior floresta tropical do mundo, detendo cerca de 40% da
biodiversidade mundial (HANSEN et al., 2013). Nesse sentido, a conservagao da Amazonia
e suas riquezas sdo de crucial importancia devido aos inimeros servi¢os que presta a
populacdo, como a manutencdo de espécies de plantas, animais e fungos, regulacédo do clima
global e do ciclo de chuvas nas demais regides do Brasil (CAMPOS & HIGUCHI, 2009).
Entretanto, a ocupacdo dos solos desordenada, em especial as margens dos rios e igarapés,
aliada a falta de saneamento bésico contribui para a contaminacao dos recursos hidricos da
regido amazénica (GOMES, 2015).

O ambiente aquéatico € um dos ecossistemas que mais sofre impactos causados
pela acdo antrépica, uma vez que constitui o compartimento final de varios produtos gerados
pela atividade humana (AKAISHI, 2003). Na ultima década, mudancas importantes foram

feitas nos marcos institucionais do pais referentes as questfes relacionadas ao saneamento
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basico. A Lei Federal do Saneamento Basico (Lei n. 11.445, de 05.01.2007) e o Decreto n.
7.217, de 21.06.2010, que a regulamenta, apresentam uma série de normas relacionadas ao
exercicio da sua titularidade, regulacéo, planejamento e gestdo. Entretanto, as taxas de coleta
e tratamento de esgoto ainda sdo baixas, especialmente na regido norte (INSTITUTO
TRATA BRASIL, 2020). Por exemplo, a capital do estado do Amazonas, Manaus, é a quinta
pior cidade no ranking do saneamento de 2020. De acordo com o levantamento divulgado
pelo Instituto Trata Brasil, apenas 12,43% de todo o esgoto produzido na capital amazonense
é coletado, sendo a maior parte langada diretamente nos igarapés. No interior do estado, a
situacdo ndo é diferente. O municipio de Parintins, por exemplo, apresenta um servico de

coleta de esgoto muito precario e o de tratamento € inexistente (ARCHANJO, 2016).
3.2 O municipio de Parintins e seus recursos hidricos

Para entender quaisquer aspectos de uma cidade é necessario conhecer a sua
localizacdo geogréfica, evolucdo historica e economia (ARCHANJO, 2016). O municipio
de Parintins faz parte da Bacia Hidrografica Amaz6nica, estando localizado na Sub-Bacia
Sedimentar do Baixo Amazonas, onde sedimentos quaternarios e terciarios constituem uma
das maiores faixas de varzeas do estado do Amazonas (SOUZA, 2013). Com uma area
territorial de 5 952 km?, Parintins esta localizado a leste do Estado do Amazonas, a 369 km
da capital Manaus em linha reta e 420 km por via fluvial. A cidade esté localizada na Ilha de
Tupinambarana que faz parte do arquipélago de mesmo nome, localizado & margem direita
do Rio Amazonas (BITENCOURT, 2001). Parintins também ¢é circundada por diversos
outros corpos aquaticos, com destaque para os lagos Parananema, Aninga e Macurany.
Desde 1990, quando se criou a Lei Orgénica de Parintins, tais lagos passaram a ser
consideradas APA (SOUZA, 2013).

Parintins é o sequndo municipio mais populoso do Estado do Amazonas, com 114
273 habitantes e densidade demografica de 17,14 hab/Km? (IBGE, 2018). Embora a
urbanizacéo da cidade de Parintins tenha sido lenta, o crescimento gradativo se deu de forma
desordenada. O maior crescimento populacional do municipio foi observado a partir das
décadas de 70 e 80, devido ao fluxo migratorio de nordestinos. Também se destaca o fluxo
migratério da zona rural para a zona urbana, tanto no &mbito inter quanto intramunicipal

(SOUZA, 2013). Atualmente, a cidade conta com vinte e cinco bairros, sendo a maioria



estabelecida de forma completamente desordenada, impactando negativamente a paisagem
dailha (IBGE, 2018).

A economia de Parintins é historicamente baseada no setor primario, com destaque
paratrés periodos de maior crescimento: I) periodo da pesca de pirarucu, 1) periodo do cacau
e 1) periodo da producdo de juta. Atualmente, a economia de Parintins no setor primario se
concentra na pecuaria, especialmente com a criacdo de bovinos e bubalinos. Outro setor
importante da economia de Parintins € o comércio, sendo o fluxo de mercadorias feito
exclusivamente por via fluvial, com embarcacgdes que chegam diariamente no cais do porto
vindas principalmente de Manaus e Santarém (PA) (SEPLAN, 2012).

No més de junho acontece o Festival Folclérico de Parintins, conhecido também
como Boi-Bumba, no qual as agremiagdes folcloricas “Caprichoso” e “Garantido” se
apresentam a fim de concorrer ao melhor boi. O festival atrai recursos do governo para obras
de infraestrutura na cidade no periodo que o antecede. Muitos trabalhadores sdo contratados
para confeccionar alegorias e roupas para as apresentacdes. De forma geral, a populacdo da
cidade dobra durante o festival, aquecendo a economia local e gerando renda para inimeros
moradores (FRANCA, 2014). O festival folclérico ndo afeta apenas a renda da populagéo,
mas também a demanda por recursos naturais e a geracdo de residuos. Durante o evento, o
consumo de energia e agua é praticamente duplicado, assim como a quantidade de lixo
gerada e o volume de efluentes domésticos (FRANCA, 2014). O lixo gerado é, em parte,
coletado e direcionado para a lixeira publica e, em areas em que ndo ha coleta, ele €
queimado ou despejado na natureza (FRANCA, 2014). Devido a falta de uma estacdo de
tratamento de esgoto, a populacdo utiliza fossas sépticas e, principalmente, fossas negras
como alternativas para destinacdo dos efluentes domésticos. Existe também uma parte das
moradias que os lancam diretamente nas ruas e/ou igarapés (GALUCIO, 2012; FRANCA,
2014).

Estudos realizados por pesquisadores da Universidade Estadual do Amazonas e da
Universidade Estadual de Campinas sobre a qualidade da d&gua de corpos aquaticos da cidade
de Parintins indicaram contaminacdo em niveis preocupantes, principalmente nas areas
habitadas ou proximas as areas urbanizadas. Tais estudos avaliaram parametros fisico-
quimicos, alguns metais e/ou caracteristicas microbioldgicas em amostras coletadas na
Lagoa da Francesa, no Lago Macurany e na Lagoa Azul (KIMURA etal., 2011; ANDRADE
et al., 2016; KIMURA et al., 2017; GOMES at al., 2018). De acordo com os estudos



mencionados, a Lagoa da Francesa foi considerada contaminada por esgoto doméstico
devido as altas concentracGes de nutrientes (N e P) e coliformes fecais (KIMURA et al.,
2011; KIMURA et al., 2017). No entanto, os autores sugerem que a Lagoa da Francesa tem
alta capacidade de diluicdo de tal contaminacéo, especialmente no periodo chuvoso. Com
base em andlises microbioldgicas, a Lagoa Azul e o Lago Macurany também foram
considerados contaminados por esgoto doméstico (ANDRADE et al., 2016; GOMES at al.,
2018).

3.3 Matéria organica sedimentar

Sedimentos sdo camadas de matéria relativamente fina encontrada em leitos de
rios, riachos, igarapés, estuarios e oceanos. Em geral, sedimentos sdo compostos por uma
mistura de minerais particulados, como argila, silte e areia, misturados com matéria organica
(MO) (MANAHAN, 2004). Owens (2008) define sedimentos como solidos suspensos ou
depositados que integram ecossistemas aquaticos, sendo o principal componente de uma
matriz susceptivel ao transporte pela &gua. A deposicao de sedimentos nos leitos dos corpos
hidricos é resultado de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, podendo assim servir de
reservatdrio para uma variedade de compostos sintetizados por organismos no ambiente
(MANAHAN, 2004). A quantidade e a composi¢do da MO sedimentar refletem as condigdes
ambientais histéricas pelas quais o ecossistema foi submetido. Fatores, como sedimentacéo,
taxa de acumulacdo, energia do ambiente aquatico e condi¢bes oxidantes/redutoras,
influenciam a preservagdo da MO nos sedimentos (KILLOPS & KILLOPS, 2005). Os
compostos organicos presentes na MO dissolvida, particulada e sedimentar de corpos
aquaticos podem sofrer diagénese, processo em que hd mudanca na estrutura quimica. Dessa
forma, a composicdo qualitativa e quantitativa da MO em ambientes aquaticos pode ser
diferente daquela nos materiais originais, podendo influenciar nos registros paleoambientais
geoquimicos (PREMUZIC, et al, 1982; KILLOPS & KILLOPS, 2005).

Uma fonte natural de MO € considerada fonte primaria de producdo, como o
plancton, os vegetais terrestres e as bactérias heterotroficas (KILLOPS & KILLOPS, 2005).
Pode-se citar ainda a contribuicdo da degradacdo quimica e enzimatica das substancias
himicas e os combustiveis fésseis, como carvao, carvdo vegetal, fuligem e residuos de
petrleo (MANAHAN, 2004). A MO é denominada autoctone quando a producdo se da no

proprio ambiente, usualmente pelo plancton, enquanto a MO proveniente do ambiente



terrestre € denominada aldctone, podendo ser de origem biogénica ou antropogénica
(MEYERS, 1997; PERDUE et al., 2007). A Figura 1 mostra as fontes de MO em um
ecossistema aquatico.

ALOCTONE AUTOCTONE

Figura 1 - Fontes de matéria organica autéctone e aléctone em ecossistemas aquaticos.

Em um ambiente preservado, as plantas terrestres representam a principal fonte
de MO aléctone. Em areas urbanizadas, a MO aldctone frequentemente contém uma ampla
gama de compostos gerados por atividade industriais, pela combustdo de combustiveis
fosseis e demais atividades comerciais e domésticas, 0s quais podem contaminar 0s
sedimentos aquéticos (LEMIERE et al., 2014; FRENA et al, 2016a). Assim, a composi¢do
da MO sedimentar é uma mistura complexa com mudltiplas fontes. A composi¢do elementar
da MO possui os elementos carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N),
enxofre (S) e, eventualmente, outros elementos em menor quantidade. A composi¢do
isotopica darazdo C/N é um parametro usado para distinguir as origens da MO, considerando
a diferenca de contribuicdo de tais elementos pelos diferentes organismos (MEYERS et al,
1993). Uma segunda abordagem bastante utilizada no estudo da composicdo da MO é
baseada no uso de biomarcadores geoquimicos como indicativos de produtividade priméria,
fluxo de material terrestre, mudancas climéticas e aporte de poluentes (MADUREIRA,
2002).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono

3.4 Biomarcadores geoquimicos

Sdo moléculas de natureza especifica ligada intrinsecamente a um precursor
bioldgico e que possuem resisténcia a mudancas estruturais por apresentar alta estabilidade
quimica (EGANHOUSE, 1997). Assim, os biomarcadores geoquimicos, também chamados
de marcadores moleculares, surgem como alternativas para estudar as origens e
caracteristicas da MO (SIMONEIT, 2005; FANG et al., 2014; STRONG et al., 2012). A
importancia de tais compostos na geoquimica organica esta relacionada a alta capacidade de
fornecer informac6es sobre as fontes e os fluxos de MO em um ambiente aquético, tanto
qualitativamente quanto quantitativamente (EGANHOUSE, 2004). Os biomarcadores
geoquimicos podem ser divididos em trés classes, conforme descrito abaixo:

o fosseis: sdo residuos de MO biogénica resultantes de processos diagenéticos
e/ou catagenéticos, os quais sdo usados para caracterizar petroleo bruto ou
identificar contaminacdo em ambientes aquaticos. Alguns exemplos
incluem n-alcanos, isoprenoides, triterpanos, esteranos e hopanos
(VOLKMAN et al., 2003; PETER et al., 2004);

e biogénicos contemporaneos: sdo sintetizados por organismos Vivos e
utilizados para identificar fontes biogénicas de MO e/ou caracterizar
estruturas de comunidades microbianas. Alguns exemplos incluem esterois,
acidos graxos, alcoois graxos e fofoslipideos (TAKATA & EGANHOUSE,
1998);

e antropogénicos: sdo provenientes da atividade humana, incluindo atividades
industriais, emissdes de veiculos e efluentes domésticos. Alguns exemplos
incluem  alquilbenzenossulfonatos  lineares,  esterdis  fecais e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (TAKADA & EGANHOUSE,
1998; HARWOOD, 2014).

Em relacdo aos marcadores moleculares antropogénicos, eles podem ser usados
para determinar a origem de suposta contaminacéo fecal, discriminando origem humana de
origem animal pelo perfil de distribuicdo de esterois (KAHLE et al., 2010; HARWOOD,
2014; LIMA et al., 2019).



3.5 Esterois

Ester6is sdo comumente utilizados como indicadores de fontes de MO em
ambientes aquaticos, incluindo plancton, plantas aquéticas e plantas terrestres, uma vez que
estdo presentes em todos os organismos com células eucarioticas (NGUYEN et al., 1995;
VOLKMAN, 2003; MELO et al, 2019). Os esterdis possuem boa resisténcia a diagénese e
sdo moléculas hidrofébicas que tendem a se associar aos particulados presentes na coluna
d’agua, incorporando-se facilmente aos sedimentos. Dessa forma, o0s esterdis sdo
preservados na MO sedimentar e podem ser explorados como rastreadores de origem e fluxo
de MO (NGUYEN et al, 1995; BAYONA & ALBAIGES, 2004; MARTINS et al., 2012;
FRENA et al., 2016a). A oxidacdo enzimatica e ciclizacdo do esqualeno constituem a
biossintese dos esterdis, cuja estrutura tetraciclica resultante apresenta trés anéis com seis
carbonos e um anel com cinco carbonos (nucleo esteroidal) (KILLOPS & KILLOPS, 2005),

como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura basica dos esterois e estanois e variacfes na cadeia lateral (R).



Os esterois podem apresentar ramificag@es na cadeia lateral (R) ligada ao ndcleo

esteroidal pelo C-17, sendo Cz7, Cas € C29 05 mais comuns. Ainda, insaturagdo pode ocorrer
diferentes posi¢oes, originando uma diversidade de esterdis (KILLOPS & KILLOPS, 2005),

como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1- Esterois mais comumente encontrados em sedimentos, suas estruturas e

principais fontes.

Formula Principais o
Composto o Estrutura Quimica
Quimica Fontes
zooplancton/
colesterol C27H460 o
fitoplancton
HO'
_ MO de origem
epicoprostanol Ca7H1g0
fecal
o
MO de origem
coprostanol Ca7H1g0
fecal
HO'
H
zooplancton/
fitoplancton/
colestanol C27H480
produto de
degradacéao
AN
ergosterol C2sH440 fungos
HO'
“continua”
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Tabela 1 - Esterois mais comumente encontrados em sedimentos, suas estruturas e
principais fontes.

“continuacio”
Formula Principais .
Composto Quimica Fontes Estrutura Quimica
AN
) zooplancton/
brassicasterol CasH160 o
fitoplancton
HO'
plantas
campesterol C2sHas0
HO'
N\
_ plantas
estigmasterol C29H480
HO'
] plantas
[-sitosterol Ca29H500
HO'
plantas/
sitostanol C29H520 produto de
degradacao
HO'

As variagdes nas estruturas dos esterdis podem ser atribuidas as modificagdes
que ocorrem durante a produc¢do nos organismos o que altera a posi¢do da dupla ligacéo e o
tamanho da cadeia lateral, conferindo especificidade de origem (VIANA et al., 2008). Os
esterois Cz7, como colesterol, sdo considerados biomarcadores de MO proveniente de

plancton. Alguns esterdis Czs, como brassicasterol e epibrassicasterol, também sé&o



produzidos pelo fitoplancton. J& o ergosterol, um esterol C2s com duas insaturagdes, é um
biomarcador de MO de fungos. Os esterois Cz9, cOmo p-sitosterol e estigmasterol, sdo
amplamente considerados biomarcadores de plantas terrestres (KILLOPS & KILLOPS,
2005). Os esterois produzidos por organismos fotossintetizantes sdo também chamados de
fitoesterois, porém este termo é mais utilizado para se referir aos esterdis produzidos por
plantas superiores (KILLOPS & KILLOPS, 2005). Alem das fontes biogénicas (aquatica e
terrestre) possiveis para os esterois, alguns homologos também sao Uteis para avaliar o aporte
de MO antropogénica de origem fecal. Para avaliar aporte de esgoto doméstico em corpos
aquaticos, os isdmeros coprostanol e epicoprostanol sdo os principais esterdis fecais
utilizados como marcadores. O coprostanol é produzido no trato digestivo de mamiferos pela
reducdo microbiana do colesterol e compreende cerca de 40-60% do total de esterdis
excretado pelas fezes humanas (FRENA et al., 2016a; SPERANZA et al., 2018; Melo et al.,
2019). J& o epicoprostanol € produzido durante o tratamento de esgoto, mais precisamente
na etapa de digestdo anaerdbica, e por isso, a razdo entre os isdbmeros é utilizada como
indicativo do grau de tratamento ao qual o efluente foi submetido antes de ser lan¢ado no
ambiente (MARTINS et al., 2012; TOLOSA et al., 2014). A Figura 3 ilustra a conversao do
precursor colesterol aos homologos saturados.

Figura 3- Reducdo do colesterol aos homologos saturados.

Em ambientes pristinos, o coprostanol é raramente detectado e, por isso, um
estudo pioneiro sugeriu que 10 ng g™ fosse a concentragdo maxima a ser encontrada devido
a uma possivel conversdo minima no préoprio ambiente (HATCHER & McGILLIVARY,

1979), especialmente naqueles com condigdes redutoras. JA& em estudos posteriores, as
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concentragdes de coprostanol iguais a 100 e 500 ng g tém sido estabelecidas como
indicativas de contaminacdo moderada e acentuada, respectivamente (GONZALEZ-OREJA
& SAIZ-SALINAS, 1998; TOLOSA et al., 2014; LYONS et al., 2015; MELO et al., 2019).
Quando a concentracdo de coprostanol indica contaminagdo por MO fecal, o perfil de
distribuicdo de esterdis pode ser utilizado para discriminar fontes poluidoras, como
humanos, aves, suinos e bovinos, se presentes no ambiente de estudo. O coprostanol, por
exemplo, é encontrado em alta proporcao nas fezes de onivoros e carnivoros, enquanto o 24-
etilcoprostanol e o 24-etilepicocoprostanol sdo encontrados em altas proporcoes em fezes de
herbivoros (HARRAULT et al., 2019). Varios estudos distinguem precisamente fontes
humanas e animais de MO fecal em amostras ambientais e geoldgicas, uma vez que os perfis
de esterdis das fezes servem como “impressao digital” (BULL et al., 2003; ZOCATELLI et
al., 2017).

Razbes diagndsticas baseadas em esterdis sdo amplamente utilizadas, em
conjunto com as concentracdes absolutas e relativas, para avaliar a contaminagdo de
ambientes aquéaticos por esgoto domeéstico. A Tabela 2 resume as principais razdes
diagnosticas e os valores utilizados para avaliar a contaminacdo de corpos aquaticos por

esgoto domeéstico.

Tabela 2 - Razbes diagnosticas e os respectivos valores utilizados para avaliar a

contaminacao de corpos aquaticos por esgoto doméstico.

Indicativo coprostanol/ coprostanol/ coprostanol/ epicoprostanol/
colesterol colestanol (coprostanol + coprostanol
colestanol)
ndo contaminado <0,2 <0,2 <0,3 >0,8
contaminado 0,2-0,5 0,2-0,5 0,2-0,7 <0,2
altamente >0,5 >0,5 >0,7

contaminado

indeterminado -- -- -- 0,2-0,8

A razéo coprostanol/colesterol, por exemplo, fornece um indicativo da relacéo
entre o esterol precursor e o produto de conversdo antropogénico. Valores de

coprostanol/colesterol maiores que 0,2 sdo considerados indicativos de contaminacéo,
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enquanto aqueles maiores que 1,0 sugerem acentuada contaminacdo (LYONS et al., 2015).
Outras razbes bastante utilizadas relacionam os isdbmeros C,7 saturados, coprostanol e
colestanol. Uma delas € baseada na simples razdo coprostanol/colestanol, onde valores acima
de 0,2 indicam contaminagdo por esgoto domeéstico (BATAGLION et al., 2016). A outra
possibilidade e a razdo do estanol antropogénico pela somatdéria dos isdmeros,
coprostanol/(coprostanol + colestanol), onde valores acima de 0,3 indicam contaminacao
(TOLOSA et al., 2014).

A concentracdo absoluta, proporcdo relativa razbes diagndsticas para o
coprostanol tém sido amplamente utilizadas como indicadores de contaminagdo em
diferentes corpos aquaticos (rios, estuarios, mares e oceanos) e regides (preservadas,
urbanizadas, portuarias e litoraneas) como abordagem alternativa a microbioldgica
(MARTINS et al., 2001). Além disso, existem estudos que demonstraram uma boa
correlagéo entre as concentracOes de coprostanol em sedimentos e os teores de coliformes
fecais em agua (LYONS et al., 2015).

3.6 Técnicas de analise para a determinacao de marcadores geoquimicos

Na geoquimica organica classica, técnicas como a cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS do inglés Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry), cromatografia a gas com detector por ioniza¢do em chama (GC-FID do inglés
Gas Chromatography Flame lonization Detector) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS, do inglés Liquid Chromatography
coupled to tandem Mass Spectrometry) sdo empregadas para identificacdo e quantificacdo
de diversas classes de marcadores moleculares (SIMONEIT, 2005; MARTINS et al., 2010).

Devido & complexidade de amostras ambientais, como sedimentos, a técnica de
GC-MS ¢ preferivel & GC-FID na determinacdo de esterois, e representa a maior parte dos
estudos (SIMONEIT, 2005). Nessa abordagem, uma etapa de purificacdo utilizando colunas
abertas com alumina e silica € realizada a fim de separar os esterois de outras classes de
compostos e reduzir a complexidade do extrato a ser analisado por GC-MS (SIMONEIT,
2005). Ainda, frequentemente o extrato é submetido a uma segunda etapa, chamada de
derivatizacdo, para converter os esterdis em seus trimetilsilil éteres e, assim, aumentar a
volatilidade, melhorar o pico cromatografico e diminuir o limite de deteccdo (PETROVIC
et al., 2005; COSTA et al., 2011; BATAGLION et al., 2015). A técnica de LC-MS/MS,
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embora mais recente, também tem sido utilizada em alguns estudos geoquimicos com
esterois.

A técnica de LC-MS/MS apresenta alta seletividade e sensibilidade
(PUGAJEVA et al., 2017), sendo amplamente utilizada na determinacdo de farmacos,
poluentes industriais e pesticidas em amostras ambientais (LEMBCKE et al., 2005,
PETROVIC et al., 2005). O equipamento de LC-MS/MS consiste no acoplamento de um
cromatadgrafo liquido a um espectrdmetro de massas, normalmente do tipo triplo quadruplo,

como mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema representativo de um analisador triplo quadrupolo.

A fonte de ionizacdo é escolhida de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
dos analitos de interesse (HOFFMANN & STROOBANT, 2007). No caso dos esterdis, a
fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure
Chemical lonization) é relatada como a mais adequada, considerando a baixa polaridade dos
analitos (MATIC et al., 2014; BATAGLION et al, 2015). Nesta técnica de ionizacéo, a
corrente da agulha corona ioniza moléculas de nitrogénio gasoso, 0s quais transferem as
cargas para moléculas da fase movel, usualmente metanol, por reagfes ion-moléculas. Tais
fon secundarios reagirdo com os analitos de interesse ionizando-os (HOFFMANN &
STROOBANT, 2007). Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos esterdis, a ionizacdo
ocorre por meio da protonacdo das moléculas e, imediatamente, ocorre a perda neutra de
agua (M + H — H20)" (MATIC et al., 2014; BATAGLION et al, 2015). Em estudos
quantitativos, a detec¢do no espectrdmetro de massas ocorre preferencialmente pelo método
de monitoramento de reacdo selecionada (do inglés Selected Reaction Monitoring)
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007). O quadruplo consiste em 4 barras paralelas,
conectadas ao mesmo potencial elétrico, levando a uma transmissdo seletiva de ions de
acordo com a razdo massa-carga (m/z). Desta forma, apés a ionizacdo, o analito segue em

direcdo ao primeiro analisador quadruplo (Q1), onde sera selecionado o ion precursor de
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acordo com a sua razdo m/z (Figura 4). Apenas ions com o valor de m/z estabelecida terdo
trajetdrias estaveis para atravessar o Q1 e alcancar um segundo quadrupolo (g2), também
chamado de célula de colisdo. Nesse compartimento, o ion precursor colide com um gas
inerte de alta energia cinética, por exemplo, o N, fragmentando-se em um ou varios ions
produto. Usualmente, dois ions produto para cada composto sdo escolhidos para serem
monitorados no terceiro quadrupolo (Q3). Novamente, apenas 0s ions com os valores de m/z
estabelecidas terdo trajetorias estaveis para atravessar o Q3 e alcangardo o detector
(ARDREY, 2003; HOFFMANN & STROOBANT, 2007).
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4  Materiais e Métodos
4.1 Areade estudo

O municipio de Parintins, coordenadas geograficas de 2°37°40°” (S) e 56°44°09” (0O),

esta localizado na microrregido mais ocidental do estado do Amazonas, fazendo fronteira

com o estado do Para (Figura 5).
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Figura 5 - Mapa da area de estudo e pontos de amostragem de sedimentos superficiais.

Parintins distancia-se da capital do estado, Manaus, por 372 km em linha reta e
420 km por via fluvial. O municipio tem uma &rea territorial total de 5 952,333 kmz, sendo
a area urbana de apenas 15,336 km2. Parintins integra a Bacia Hidrogréfica Amazénica e a
Sub-Bacia Sedimentar do Baixo Amazonas (CARVALHO, 2006). A area urbana do
municipio de Parintins esta situada na Ilha Tupinambarana, que na verdade é um arquipélago
formado por um grupo de ilhas, entre as quais se destacam: Ilha de Santa Clara, Ilha de Santa
Rita e Ilha do Parananema (SOUZA, 2013).
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A vegetacdo do municipio corresponde aquela classica encontrada na Amazénia,
ou seja, mata de varzea, mata de igapo e floresta de terra firme. Devido a importancia da
conservacao e preservacao das areas verdes, dos mananciais e da biodiversidade, a Lei
Orgénica do Municipio de Parintins (Lei n° 01/90-CCMP), no art. 207 do cap. VI, Do Meio
Ambiente, criou cinco APAS, a saber: as bacias hidrograficas da Francesa, Parananema,
Macurany, Aninga e Macuricand. Algumas dessas areas, entretanto, encontram-se
comprometidas em relacdo a preservacdo. A Lagoa da Francesa, por exemplo, é ocupada por
varios bairros e a vegetacdo ja foi em grande parte removida. O Lago Macurany, por sua
vez, possui regides de bastante contraste quanto a ocupagdo e presencga de vegetacdo. Um
braco do Lago Macurany atravessa a cidade passando por inimeros bairros contrasta com a
regido mais caudalosa que € ocupada por intensa vegetacdo. Os lagos Parananema e Aninga
estdo localizados na area periurbana de Parintins, sendo as suas margens ocupadas
predominantemente por vegetacdo, embora existam pequenas comunidades nas
proximidades de ambos (SOUZA, 2013).

Muitos corpos aquaticos de Parintins sofrem a influéncia do regime hidrologico
do Rio Amazonas decorrente do clima equatorial ou de floresta tropical, segundo a
classificacdo climéatica de Képpen-Geiger. Assim como na maior parte da Amazonia, duas
estacOes apresentam-se bastante diferenciadas: inverno entre junho e novembro e veréo entre
dezembro e maio. O verdo abrange 0s meses mais guentes e secos, com temperatura média
méaxima em torno dos 33°C, enquanto no inverno a temperatura continua alta, mas as chuvas
sdo mais constantes com média mensal maior que 200 mm. No inverno ou periodo de cheia,
por exemplo, o fluxo de embarcacBes na Lagoa da Francesa é intenso devido a area ser
utilizada para o desembarque da producéo rural e embarque de cargas para as comunidades
rurais do municipio (SOUZA, 2013). As embarcacdes também sdo utilizadas para o
transporte de pessoas entre as comunidades rurais e a area urbana. Podemos citar, ainda, a
mudanca de paisagem que ocorre no Lago Macurany. No periodo de cheia, o lago liga-se ao
Rio Amazonas por meio de um brago que atravessa a cidade.

Neste estudo, amostras superficiais de sedimentos foram coletadas em seis
corpos aquaticos, sendo: Lagoa da Francesa, Lago Macurany, Lagoa Azul, Lago do Areal,
Lago Parananema e Lago do Aninga. O material suplementar apresenta as fotografias da
area préxima a cada ponto de coleta. A quantidade de amostras coletadas variou de acordo

com a extensdo do corpo aquatico. A area de estudo e os pontos de amostragem estdo
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apresentados na Figura 5, enquanto as respectivas coordenadas geograficas estao listadas na
Tabela 3.
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Tabela 3- Coordenadas geograficas e caracteristicas dos pontos de coleta das amostras de sedimentos superficiais de Parintins (AM).

Amostra

Corpo Aquético: Caracteristicas do ponto de coleta

Latitude
(S)

Longitude
(®)

Lagoa da Francesa: Localizado no bairro da Francesa - um dos mais antigos da cidade
— atualmente com cerca de 3 mil habitantes. O ponto de coleta esta localizado em uma
regido comercial, onde hd o mercado municipal, um porto de pequenas e medias
embarcacdes, estaleiros, serrarias, marinas e uma olaria. Na estacéo seca, o volume de

agua diminui consideravelmente, porém ndo chega a secar completamente.

Lagoa da Francesa: Também localizado no bairro da Francesa, distante a
aproximadamente 240 m do ponto 1. O local de coleta é circundado predominantemente
por casas de madeira, chamadas de palafitas, as quais estdo suspensas no corpo aquatico.
Na estacdo seca, 0 volume de dgua diminui consideravelmente, porém ndo chega a secar
completamente. A vegetacdo circundante ja foi completamente removida, e muito lixo

pode ser observado na regiao.

Lago Macurany: Localizado entre os bairros Santa Rita e Palmares, os quais somam
cerca de 10 mil habitantes. E uma regifo predominantemente residencial, com pouco
comeércio. O local de coleta é circundado apenas por uma vegetacao rasteira. Durante a

estacdo seca, existe apenas um pequeno curso d’agua e, durante a estagdo chuvosa, o
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maior volume de &gua possibilita a improvisacdo de um porto para pequenas

embarcacdes.

Lago Macurany: Localizado no final do bairro Palmares, distante a aproximadamente

266 m do ponto 3. Possui caracteristicas similares aquelas do ponto 3.

Lago Macurany: Localizado no bairro S&do José — atualmente com cerca de 3 mil
habitantes. Esse ponto de coleta esta localizado a aproximadamente 662 m da ligacdo
com o Rio Amazonas. O local de coleta é circundado por vegetacdo, embora haja a

presenca de algumas palafitas. Na estacdo seca, a regido pode secar completamente.

Lago Macurany: Localizado no bairro Emilio Moreira — atualmente com cerca de 2 mil
habitantes. A &rea é coberta por vegetacdo e apresenta poucas habitagbes. O ponto de
coleta esta distante a aproximadamente 658 m do ponto 5. Mesmo na estacdo seca, a

regido ndo chega a secar completamente.

Lago Macurany: Localizado embaixo da ponte Amazonino Mendes, no bairro Nossa
Senhora das Gragas. O ponto de coleta é circundado por uma area de densa vegetagdo

sem presenca de habitacbes. Entretanto, foi observado acumulo de lixo, despejo de

2°38'01,1"

2°38'12,7"

2°38'19,0"

2°38'23,0"

56°43'23,0"

56°44'41,2"

56°44'28,7"

56°44'16,2”
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esgoto e mau cheiro durante a coleta. O ponto de amostragem estd distante a
aproximadamente 422 m do ponto 6.

Lago Macurany: Também localizado no bairro Nossa Senhora das Gracas, 0 ponto de
coleta é circundado por poucas habitacGes, em sua maioria chacaras. Durante a estacédo
seca, 0 volume de &gua diminui, porém ndo chega a secar completamente. Assim, a area
é navegavel o ano inteiro e abriga um porto improvisado para pequenas embarcagdes

que transportam mercadorias e passageiros entre municipios da regido.

Lago Macurany: Localizado na orla do bairro da Unido, regi&o periférica da cidade. E
uma area pouco povoada, mas também com pouca vegetacdo. Durante a estacdo seca, 0
volume de agua diminui, porém ndo chega a secar completamente. Assim, a area €
navegavel o ano inteiro e abriga um porto permanente para pequenas e médias

embarcacdes que transportam mercadorias e passageiros entre municipios da regiéo.

Lago Macurany: Localizado no final da Estrada Macurany. E uma é&rea
predominantemente ocupada por uma vegetacdo densa. Durante a estacdo seca, 0
volume de agua diminui, porém ndo chega a secar completamente, sendo navegavel o

ano inteiro.
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12

13

14

Lago Macurany: Localizado em uma area utilizada como balneério de lazer, conhecido
como “Regaco Ecoldgico”. E uma regido com pouquissimas moradias e predominio de
extensa vegetacdo. Durante a estacdo seca, o volume de &gua diminui, porém nao chega

a secar completamente, sendo navegavel o ano inteiro.

Lagoa Azul: E um lago perene, localizado entre os bairros Itatna Il e Jacareacanga. A
vegetacdo circundante do lago foi quase que completamente removida e pode-se
observar despejo de esgoto. Apesar de visivelmente poluido, o lago ainda abriga jacarés
e tracajas. Durante a estacdo chuvosa, o lago transborda e chega a alcancar as moradias

que o circundam.

Lago do Areal: A area era utilizada antigamente como um balneério de lazer. Embora
ndo seja povoada, a area acumula uma grande quantidade de lixo doméstico. Durante a
estacdo seca, existem pequenos lagos chamados de “olhos d’agua”, enquanto na estacao

chuvosa, forma-se um grande curso de agua corrente.

Lago do Aninga: Localizado na Comunidade do Aninga, o ponto de coleta € uma area
bastante utilizada como balneario de lazer, conhecida como “Canta Galo”. A regiao é
pouco povoada e apresenta predominio de extensa vegetacdo. Durante a estacdo seca,

formam-se pequenos lagos chamados de “olhos d’4gua”.
g
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Lago Parananema: Localizado na Comunidade do Parananema, a qual é constituida por
algumas familias de agricultores. O local de coleta é uma mata de igap6 que fica

completamente inundada durante o periodo de cheia.

Lago Parananema: Localizado na porcéo final da Comunidade do Parananema, também
conhecida como “Fim da I1ha”. A area ndo € povoada e apresenta predominio de extensa
vegetacao circundante. Durante a estacdo chuvosa, a area é usada como balneario de

lazer.
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4.2 Amostragem e armazenamento

A coleta das amostras de sedimentos foi realizada no més de outubro de 2018
(periodo de seca) para facilitar o acesso aos pontos de coleta. A amostragem dos sedimentos
superficiais (0-10 cm) foi realizada utilizando uma draga do tipo Van Veen. Apés a coleta,
ainda no campo, as amostras foram colocadas em formas de aluminio previamente
calcinadas sob 400°C por 4 horas, e armazenadas em caixas de isopor com gelo até chegar
no laboratorio. As amostras de sedimentos foram, entdo, armazenadas em freezer,
liofilizadas, maceradas em gral com pistilo, e armazenadas sob temperatura ambiente em
formas de aluminio previamente calcinadas. Para evitar qualquer contaminac¢do, todo o
material utilizado no trabalho foi lavado com solucéo de Extran 5 % (V/V), &gua corrente e,
por fim, agua destilada. As vidrarias, exceto as classificadas como volumétricas, foram
submetidas a calcinacdo sob 400 °C por 4 horas. As vidrarias volumétricas foram rinsadas

com pequenas porcoes de acetona ou etanol.
4.3 Andlise granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada no Laboratério de Sedimentologia do
Departamento de Geologia da UFAM, seguindo 0 método de peneiramento e a classificagcao
granulométrica da Norma Brasileira (NBR) 6502/95 da Associacdo Brasileira de Normas

Técnicas (ABNT), conforme tabela abaixo.

Tabela 4 - Classificacdo granulométrica de acordo com a NBR 6502/95 da ABNT.

Areia Silte Argila
1-0,062 (mm) 0,062 - 0,004 (mm) 0,004 - 0,001 (mm)
Muito 1-2
Grossa
Grossa 05-1 Grossa 0,04-0,062 Grossa  0,002-0,004
Média 0,25-0,5 Média 0,02-0,04 Média 0,001-0,002
Fina 0,125-0,25 Fina 0,008-0,02 Fina <0,001

Muito fina 0,062-0,125 Muito fina 0,004-0,008
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Para as analises granulométricas, as amostras de sedimento permaneceram
primeiramente em estufa sob 100°C para eliminar quaisquer resquicios de umidade. Um
conjunto de peneiras granulométricas alocadas uma em cima da outra foi alocado em uma

mesa vibratdria, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Peneiras e mesa vibratdéria utilizadas na analise granulométrica.

Neste estudo, uma quantidade de aproximadamente de 100 g de sedimento foi
adicionada na peneira superior e, em seguida, o equipamento foi submetido a agitacdo
durante 10 minutos. Apds este periodo, 0 conjunto de peneiras foi retirado da mesa vibratdria
e pesou-se individualmente a fracdo de gréos retida em cada peneira. A partir das massas
acumuladas em cada peneira, calculou-se a percentagem de areia muito grossa, areia grossa,
areia media, areia fina, areia muito fina e teor de finos (silte mais argila) acumulados no

fundo.
4.4 Determinacdo de esterois
4.4.1 Ativacao do cobre

A ativacdo do cobre a ser adicionado & amostra de sedimento previamente a
extracdo dos compostos organicos é realizada a fim de remover possivel enxofre molecular.
Aproximadamente 1,0 g de cobre em p6 foi pesado e, em seguida, adicionou-se 2,5 mL de
acido cloridrico (HCI) concentrado e levou-se ao banho ultrassénico por 15 minutos sob
temperatura de 30 °C. Ap0s este periodo, o HCI foi retirado e o cobre passou por um processo
de lavagem que se deu em trés etapas, conforme descrito abaixo:

e 12lavagem: adicionou-se 2,5 mL de metanol (MeOH);
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e 2%lavagem: adicionou-se 2,5 mL de uma mistura de diclorometano (DCM)
e MeOH (1:1, V/IV);
e 32 lavagem: adicionou-se 2,5 mL de DCM.
Ao adicionar cada solvente ou mistura de solventes, o frasco contendo a mistura
era levado ao banho ultrassénico por 15 minutos sob temperatura de 30°C e, em seguida, 0

sobrenadante era descartado. Ao final, o cobre foi seco sob um fluxo suave de gas nitrogénio.
4.4.2 Extracdo dos esterois

A extracdo dos esterois foi realizada a partir de 5,0 g de sedimento liofilizado,
ao qual se adicionou o cobre ativado e os padrfes de recuperagao n-triacontano-ds2 (2,0 ug),
p-terfenil-di4 (500,0 ng) e colesterol-de (500,0 ng). Adicionou-se 15 mL de DCM e MeOH
(2:1, VIV) ao frasco contendo sedimento, cobre e padrbes de recuperacdo, o qual foi
submetido a extracdo em banho ultrassénico por 30 minutos. Apos este periodo, o
sobrenadante foi retirado com uma pipeta Pasteur de vidro e transferido para um baldo de
fundo redondo. O processo de extracdo foi repetido mais duas vezes, e 0 sobrenadante
combinado foi concentrado por rotaevaporacao e, entdo, armazenado na geladeira até a etapa

de fracionamento.
4.4.3 Fracionamento dos extratos

O método de fracionamento do extrato organico bruto empregado neste estudo é
uma adaptacdo do método EPA 3540C, o qual é muito utilizado em estudos de geoquimica
organica de sedimentos. O fracionamento tem como objetivo isolar classes de compostos a
partir do extrato bruto, diminuindo a complexidade da amostra. Para isso, foram utilizadas
misturas de solventes de acordo com as propriedades de cada classe de biomarcadores
geoquimicos de interesse. Os extratos organicos brutos foram fracionados por cromatografia
em coluna aberta. Uma coluna de vidro com capacidade de 50 mL foi preenchida com 5 g
de silica gel, 1 g de alumina (ambas ativadas sob 200°C por 4 horas e desativadas com 5%
(m/V) de agua destilada). O fracionamento dos extratos brutos resultou em quatro fragdes,
as quais estéo descritas abaixo:

e 1°eluida com 25 mL de Hexano (F1, classe de hidrocarbonetos saturados);
e 2°eluida com 30 mL de uma mistura de hexano/DCM (1:1, V/IV), (F2, classe de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos);
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e 3°eluida com 30 mL de uma mistura de acetato de etila/MeOH (3:1, V/V), (Fs,
classe de esterdis, analitos de interesse neste estudo);
e 4° eluida com 30 mL de acetato de etila/acido acético, (Fs, classe de acidos

graxos).

Apos a eluicdo, as fragcdes foram concentradas por rotaevaporacdo e, entdo,
levadas a secura e armazenadas em freezer até 0 momento da anélise cromatogréfica. A
Fs foi redissolvida em 1 mL de DCM e, posteriormente, diluida em MeOH, conforme
necessario para a analise cromatografica. As demais fracdes foram armazenadas para

analise posterior.
4.4.4 Andlise cromatografica

A analise cromatogréfica foi realizada no Laboratorio de Ecofisiologia e
Evolucdo Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Os esterois de
interesse foram quantificados por LC-MS/MS, cujo método analitico foi previamente
desenvolvido e validado por Bataglion e colaboradores (2015). As analises foram realizadas
em um cromatoégrafo modelo LC 1200 series da Agilent Technologies (Santa Clara, EUA)
acoplado a um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo modelo API 4000 da
Applied Biosystems (Darmstadt, Alemanha). O espectrdmetro de massas foi utilizado com
uma fonte de APCI em modo positivo de ionizacao, utilizando 4,0 pA como corrente da
agulha de descarga corona e temperatura de 450 °C para dessolvatacdo. A separacdo foi
realizada utilizando uma coluna Shimpack XR-ODS IlI de fase reversa, de 150 mm de
comprimento, 2,0 mm de didmetro interno e 2,2 um de tamanho de particula. A separagédo
cromatografica foi realizada utilizando MeOH e agua deionizada como fase mdvel, de
acordo com o seguinte gradiente de eluigdo: 0-2 minutos (90% de MeOH), 2-8 minutos
(100% de MeOH), e 8-10 minutos (90% de MeOH), na temperatura de 30 °C e vazdo de 0,6
mL min™. A temperatura do amostrador automéatico foi mantida em 10 °C e o volume de
injecdo utilizado foi de 10 pL. O espectrémetro de massas foi operado no modo SRM. A

tabela 5 apresenta as transicdes monitoradas para cada esterol de interesse.
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Tabela 5 - Transi¢cdes monitoradas no método SRM para os esterdis de interesse.

Formula Massa Transicdo de Transicdo de
Composto
Molecular Molecular Quantificacéo Quialificacéo
Colesterol Co7H460 386 369>95 369>135
Epicoprostanol C27H480 388 371>95 371>81
Coprostanol C27H480 388 371>95 371>81
Colestanol C27H480 388 371>95 371>81
Ergosterol C2sH440 396 379>69 379>83
Brassicasterol CagH160 398 381>69 381>135
Campesterol C2sH4s0 400 383>161 383>81
Estigmasterol C29H480 412 395>81 395>107
p-Sitosterol C29H500 414 397>95 397>81
Estigmastanol C29H520 416 399>95 399>149

Os padrbes dos esterois colesterol, epicoprostanol, coprostanol, colestanol,
brassicasterol, ergosterol, estigmasterol, f-sitosterol e sitostanol foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA) e apresentam pureza maior que 95%. Foram preparadas solucdes
estoque para cada analito na concentracdo de 1,0 mg mLem DCM. A partir das solugdes
individuais, foi preparada uma solucdo de trabalho contendo todos os analitos na
concentragdo de 2,0 pug mL* em DCM, a qual foi utilizada para o preparo das curvas de
calibragdo em MeOH. Para a construgdo das curvas de calibracdo, optou-se pelo método de
padronizagao interna, sendo as concentracdes dos analitos na faixa entre 10 e 1000 ng mL™*
e a concentragio do padréo interno (PI) colesterol-dg de 500 ng mL™* em todos os pontos da
curva. A razdo entre a area do analito e a rea do Pl representa os valores do eixo y, enquanto
a concentracdo do analito representa o eixo x da curva de calibragdo. Para a quantificacdo
dos esterdis nas amostras, foi calculada a razdo da area do pico de cada analito pela area do
pico do PI, entdo as concentracdes foram obtidas usando a respectiva equagéo da curva de

calibracéo.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Analise granulométrica

Uma avaliacdo foi feita mediante a diferenca entre a massa inicial da amostra e a soma
das massas das fragdes, ou seja, a soma de todas as massas retidas nas peneiras. Essa
diferenca ndo pode ser superior a dois pontos percentuais, pois indicaria perdas significativas
de amostra durante a realizacdo do ensaio (CARRISSO & CORREIA, 2004). Neste estudo,
a analise granulométrica apresentou perda inferior a 1% (m/m). A Tabela 5 mostra a
distribuicdo granulométrica para as amostras de sedimentos superficiais de corpos aquéaticos
da cidade de Parintins.

Tabela 6 - Distribuicdo granulométrica para as amostras de sedimentos superficiais de

corpos aquaticos de Parintins (AM).

Amostra Areia
Muito Grossa Grossa (%) Meédia (%) Fina (%) Muito Fina (%) Silte + Argila (%0)
1 0,0 28,1 46,2 20,9 3.4 15
2 59 24,3 447 20,0 3,8 1,4
3 57 27,7 25,2 17,5 10,6 13,3
4 0,0 18,9 23,4 24,7 16,3 16,8
5 0,2 23,6 32,1 26,0 13,9 4,3
6 50,3 19,2 15,5 9,2 3,2 2,6
7 0,0 8,8 27,0 37,8 194 7,1
8 0,0 10,6 24,8 34,2 19,5 10,9
9 0,0 9,7 21,7 33,6 21,1 13,9
10 0,0 18,0 23,5 22,7 23,2 12,1
11 0,0 6,8 30,6 38,8 19,8 4,0
12 0,0 14,2 414 31,0 8,4 4.8
13 0,0 29,9 43,5 17,5 7,3 1,9
14 0,3 48,4 24,2 13,5 6,2 7,4
15 0,2 27,4 36,2 22,3 8,5 55
16 0,0 20,9 29,9 19,9 14,8 15,1
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As duas amostras da Lagoa da Francesa apresentaram caracteristicas granulométricas
bastante similares. Tais sedimentos sdo predominantemente arenosos, sendo areia média a
principal fracdo. Resultados bastante similares foram observados para as amostras coletadas
na Lagoa Azul e no Lago do Areal. J& a amostra coletada no Lago do Aninga apresentou-se
como altamente arenosa, porém com a maior fragdo sendo a de areia grossa. As duas
amostras coletadas no Lago Parananema foram também dominadas pelas fracdes de areia,
apresentando distintos teores de finos, 5,5 e 15,1%. Todas as amostras do Lago Macurany
sdo classificadas como predominantemente arenosas, porém houve uma variacdo
consideravel do teor de finos, entre 2,6 e 16,8 %. Nao foi possivel observar um padrédo de
distribuicdo granulométrica para as amostras coletadas na por¢do mais caudalosa do Lago
Macurany e/ou no brago que o liga ao Rio Amazonas.

O actimulo de MO em sedimentos é frequentemente dirigida pelo teor de graos finos,
silte e argila, pois tais particulas apresentam maior tendéncia de adsor¢do em comparagdo
aos grados maiores, como areia. Entretanto, ndo foi possivel observar uma correlacédo
significativa entre o teor de grédos finos e a concentracdo total de esterdis ou mesmo com as
concentracOes de esterois individuais. A auséncia de correlacdo significativa indica que o
teor de grdos finos ndo é um fator dirigente do acimulo de ester6is nos sedimentos dos
corpos aquaticos da cidade de Parintins. Nesse sentido, a producdo priméaria de MO pelo
fitoplancton, o aporte de MO proveniente de plantas terrestres e o despejo de efluentes
domeésticos sdo os fatores que influenciam no acimulo de MO nos sedimentos dos corpos

aquaticos estudados.
5.2 Determinacéo de esterdis marcadores

Neste estudo, os esterdis foram quantificados por um método de LC-MS/MS que havia
sido previamente desenvolvido e validado por Bataglion e colaboradores (2015). A analise
das amostras de sedimentos de Parintins foi acompanhada pela anélise de solucdes padrédo
para a construgdo das curvas de calibracdo, as quais estdo apresentadas no material
suplementar. O limite de detec¢cdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados
de acordo com as seguintes férmulas LD = 3,3 xs/S e LQ =10xs/S, onde s é a
estimativa do desvio padrdo do branco e S é o coeficiente angular da curva de calibracéo.

A Tabela 7 mostra os parametros das curvas de calibracdo e os valores de LD e LQ
obtidos neste estudo.
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Tabela 7 - Parametros das curvas de calibracdo e valores de LD e LQ.

Esterol R? Coeficiente  Coeficiente LOD LOQ Ccv

linear angular (nggy) (ngg?h (%)
Colesterol 0,996 3674,1 386,96 2,24 6,78 4,15
Epicoprostanol 0,996 5599,7 350,68 1,35 4,10 6,28
Coprostanol 0,998 2743,2 391,45 1,32 4,01 5,80
Colestanol 0,999 1879,9 309,41 1,69 5,13 6,89
Ergosterol 0,999 5599,7 350,68 2,68 6,78 5,50
Brassicasterol 0,998 2679,5 418,74 1,59 4,81 3,32
Campesterol 0,999 1878,2 305,88 1,34 4,07 4,18
Estigmasterol 0,996 436,62 165,38 2,95 8,95 6,75
S-Sitosterol 0,997 2130,8 418,67 1,19 3,63 7,15
Sitostanol 0,995 995,27 173,08 2,01 6,11 2,85

A partir das curvas de calibracdo obtidas, foram calculadas as concentragdes dos

esterdis nas amostras de sedimento de Parintins, as quais estdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Concentracdes de esterois (g g) nas amostras de sedimento de corpos aquaticos de Parintins (AM).

Amostra Corpo Aquéatico  Colesterol Epicoprostanol Coprostanol Colestanol Campesterol Estigmasterol pg-Sitosterol Sitostanol — Total
1 Lagoa da Francesa 0,47 0,22 0,69 0,46 0,57 0,57 0,69 0,29 3,96

2 Lagoa da Francesa 18,14 3,08 10,00 7,55 3,69 2,88 5,06 1,08 51,48
3 Lago Macurany 7,70 2,04 7,20 8,09 14,29 18,23 23,99 9,50 91,03
4 Lago Macurany 5,77 1,33 2,94 10,74 29,46 34,93 38,23 16,69 140,09
5 Lago Macurany 1,86 0,73 2,18 4,93 6,56 11,82 13,35 11,00 52,43
6 Lago Macurany 7,87 1,96 4,36 8,61 39,87 46,63 77,76 19,80 206,86
7 Lago Macurany 8,90 2,34 6,77 10,33 9,50 9,18 16,87 5,60 69,48
8 Lago Macurany 1,11 0,17 0,29 1,27 6,61 6,95 6,79 3,37 26,56
9 Lago Macurany 0,74 0,15 0,33 1,35 3,74 3,88 4,73 2,04 16,97
10 Lago Macurany 2,32 0,30 0,51 3,19 13,59 14,10 12,02 6,64 52,66
11 Lago Macurany 0,29 0,07 0,08 0,23 0,97 1,10 1,84 0,55 5,12

12 Lagoa Azul 0,53 0,13 0,24 0,63 1,83 0,18 2,07 0,97 6,58

13 Lago do Areal 0,30 0,06 0,04 0,11 0,36 <LOQ 0,15 <LOQ 1,02

14 Lago do Aninga 2,72 0,59 1,01 2,99 17,05 16,21 26,53 12,07 79,17
15 Lago Parananema 7,10 1,49 2,59 2,63 11,79 11,53 14,15 5,64 56,92
16 Lago Parananema 0,36 0,07 0,08 0,34 4,11 3,18 3,24 0,93 12,33

* As concentracdes de coprostanol destacadas em vermelho estdo acima de 0,500 pg g sendo, portanto, classificadas como altamente contaminadas por esgoto
doméstico (GONZALEZ-OREJA & SAIZ-SALINAS, 1998).

* As concentracdes de coprostanol destacadas em violeta estio acima de 0,100 pg g™ sendo, portanto, classificadas como moderadamente contaminadas por esgoto

doméstico ((GONZALEZ-OREJA & SAIZ-SALINAS, 1998).

* As concentracdes de coprostanol destacadas em amarelo estdo acima de 0,010 pg g* estando, portanto, acima do valor de base para ambientes preservados
(HATCHER & McGILLIVARY, 1979).
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A concentrago total de esterois variou de 1,02 a 206,86 g g*, sendo as
amostras 6 e 13 as que apresentaram o maior e 0 menor valor, respectivamente. Ambas
as amostras apresentaram um baixo teor de silte e argila. Além disso, ndo foi possivel
observar uma correlacéo significativa entre o teor de gréos finos e a concentracéo total de
esterois. Dessa forma, o acimulo de esterdis nos sedimentos de Parintins deve estar
predominantemente relacionado as fontes de MO presentes em cada corpo aquatico.

A amostra 6 foi coletada na regido do Lago Macurany, mais precisamente na
Ponte do Gambido que da continuidade & rua Paraiba. As redondezas incluem os bairros
José Esteves, Sdo Francisco e Djard Vieira), os quais sdo predominantemente
residenciais. A presenca de vegetacdo € notavel apenas nas proximidades do corpo
d’agua. A amostra 13 foi coletada no Lago do Areal, local utilizado antigamente como
balneério, onde a principal fonte de MO esperada seria a vegetacao terrestre circundante.
Entretanto, a area é eventualmente utilizada de forma inapropriada para descarte de lixo
domeéstico.

As duas amostras coletadas na Lagoa da Francesa, apesar de bastante
similares em relacdo a granulometria, apresentaram concentracdo total de esterdis
bastante diferentes, 3,96 e 51,48 ug g*. Os dois pontos de coleta distanciam-se apenas
em 240 m, porém a amostra 2 foi coletada mais proximo as habitacdes de tipo palafitas,
onde esgoto e lixo sdo comumente visualizados.

A concentracdo total de esterdis também variou amplamente (5,12 — 206,86
ug g1) para as amostras coletadas no Lago Macurany. Esse resultado pode ser relacionado
as caracteristicas bastante peculiares deste corpo aquatico em relacdo a presenca de
vegetacdo e ocupagdo humana. Deve-se levar em consideragdo que o Lago Macurany em
sua porcao mais caudalosa possui a vegetacdo dos arredores mais preservada, enquanto o
braco que atravessa a cidade possui apenas um filete de vegetacdo nas suas margens. As
concentrac0es totais de esterois sdo indicativas do acimulo de MO nos sedimentos, mas
ndo fornecem informacdes sobre as possiveis fontes presentes no ambiente. Desta forma,
as concentracgdes individuais de esterois devem ser avaliadas para inferir a magnitude do
aporte de matéria organica biogénica e antropogénica.

O coprostanol é um estanol marcador do aporte de esgoto domeéstico em
corpos aquaticos. Existem discussdes acerca da concentracdo minima de coprostanol a
ser utilizada como um indicador de contaminacdo, pois cada ambiente tem suas

particularidades em relacdo ao pH, a condigéo redox e a degradagdo por microrganismos.
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Um estudo pioneiro sugeriu que a concentracéo de 0,010 pg g fosse considerada como
o limiar para a classificacio de um ambiente como preservado ou contaminado
(HATCHER & MCcGILLIVARY, 1979). Posteriormente, a concentracéo de 0,100 g g
passou a ser bastante utilizada como indicativa de contaminagdo por esgoto domestico,
enquanto o valor de 0,500 pg g* indicaria contaminacdo elevada (GONZALEZ-OREJA
& SAIZ-SALINAS, 1998). Tais limiares sdo utilizados em diversos estudos acerca da
contaminacdo por esgoto doméstico em ambientes marinhos e fluviais sob diferentes
condicBes ambientais e climaticas (TOLOSA et al., 2014; LYONS et al., 2015; MELO et
al., 2019).

A concentragio de coprostanol variou de 0,04 a 10,00 ug g?, sendo as
amostras 2 e 13 as que apresentaram o maior e o0 menor valor, respectivamente. N&o foi
possivel observar uma correlagdo significativa entre o teor de graos finos e a concentragdo
de coprostanol. Dessa forma, o acumulo de MO fecal nos sedimentos de Parintins esta
predominantemente relacionado ao volume de efluentes domésticos despejados direta ou
indiretamente no ambiente. A menor concentracdo de coprostanol na amostra 13, Lago
do Areal, é compreensivel devido a regido de coleta ser considerada uma area periurbana
com predominio de vegetagdo aos seus arredores. Entretanto, a concentracdo de
coprostanol acima de 0,010 pg g™ indica que existe um aporte minimo de MO fecal no
ponto de coleta. Acredita-se que essa observacdo esteja relacionada a eventual utilizacao
da area como depdsito de lixo. Na sequéncia, as amostras 11 e 16 foram as que
apresentaram as menores concentragdes de coprostanol.

A amostra 11 foi coletada na por¢éo mais caudalosa do Lago Macurany, cuja
margem direita ainda apresenta a vegetacdo relativamente preservada. No entanto, a
margem esquerda ja se encontra bastante degradada devido ao crescimento da malha
urbana para além dos bairros Unido e Teixeirdo na década de 2000 (SOUZA, 2013). A
amostra 16, por sua vez, foi coletada no Lago Parananema, uma area periurbana com
vegetacao nativa relativamente preservada. No entanto, a existéncia da Comunidade do
Parananema explica a concentracdo detectavel de coprostanol em sedimentos do Lago
Parananema. Comparativamente, a amostra 15 também coletada no Lago Parananema,
apresentou maior concentracdo de coprostanol. Esse resultado pode ser relacionado ao
fato da amostra 15 ter sido coletada na por¢do do lago localizada bem proxima a area
ocupada por moradias. De forma similar, a concentracdo elevada de coprostanol na

amostra 14 esta relacionada a Comunidade do Aninga distante cerca de 8 km do centro
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de Parintins. Inicialmente, as comunidades do Parananema e do Aninga foram criadas
para desenvolver a agricultura e pecuaria no municipio, mas acabaram acompanhando o
crescimento gradativo da area urbana devido a proximidade e facilidade de acesso por
estradas (SOUZA, 2013). Ambas as comunidades possuem servicos de agua encanada e
luz elétrica, mas ainda ndo contam com um servico de coleta e tratamento de esgoto
(SOUZA, 2013).

A amostra 12, coletada na Lagoa Azul, apresentou concentracdo de
coprostanol (0,24 pg g) que a caracteriza claramente como um corpo aquatico
contaminado por esgoto doméstico. A lagoa apresenta aproximadamente 100 m de
diametro e 3 m de profundidade na estacdo seca, aumentando de tamanho na estacdo
chuvosa (GOMES et al., 2018) e, eventualmente, chegando a alcancar as moradias que a
circundam. A Lagoa Azul esté localizada no bairro Itatina Il que se originou de invasdes
e teve ocupacdo acelerada na década de 1990, sendo atualmente o segundo mais populoso
de Parintins (SOUZA, 2013).

A concentracdo de coprostanol variou amplamente entre as amostras
coletadas no Lago Macurany (0,080 - 7,20 ug g™). Esse resultado esta relacionado aos
contrastes existentes na paisagem ao longo deste corpo aquético. Parte do Lago Macurany
é circundada por vegetacdo, porém o braco que atravessa a cidade de Parintins estd mais
suscetivel ao aporte de efluentes domésticos dos inimeros bairros que o margeiam. As
maiores concentracfes de coprostanol foram observadas para as amostras de 3 a 7, as
quais foram coletadas na porcdo do Lago Macurany que adentra & &rea urbana de
Parintins. Os bairros José Esteves, Sdo Francisco, Djard Vieira, Itatna I, Itatna Il e Paulo
Corréa sdo alguns dos contribuintes do lancamento de MO antropogénica no Lago
Macurany, sendo os dois Ultimos 0s mais populosos da cidade (SOUZA, 2013). Também
deve-se levar em consideracao que o menor volume d"agua e a maior estagnacao durante
0 periodo de seca devem contribuir para o maior acuimulo de MO nestes sedimentos. As
amostras 8, 9 e 10 também foram coletadas no Lago Macurany, porém em uma por¢ao
caracterizada pelo maior volume d’agua e que nunca chega a secar completamente. As
margens do lago nessa area estdo bastante degradadas devido ao crescimento da malha
urbana para além dos bairros Unido e Teixeirdo na década de 2000 (SOUZA, 2013).
Possivelmente o langcamento de menor quantidade de esgoto aliado ao efeito de dilui¢do
explica as menores concentracdes de coprostanol nas amostras 8-10 em comparacgao as

amostras 3-7.
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As duas amostras coletadas na Lagoa da Francesa apresentaram
concentragdes de coprostanol bastante diferentes, 0,69 e 10,00 pg g. Tal diferenca pode
ser relacionada a localizacdo dos pontos de amostragem, sendo a amostra 2 coletada na
area conhecida como Beco Submarinho, onde moradias do tipo palafita sdo
predominantes e visivelmente ha despejo de esgoto domestico e lixo. Além de tais
caracteristicas, a regido também tem baixa vazéo e as aguas sdo bem calmas, o que deve
contribuir para o acimulo da MO nos sedimentos. A Lagoa da Francesa recebe 0s
efluentes domésticos provenientes dos moradores dos bairros Francesa, Santa Clara,
Palmeiras, Santa Rita e Castanheiras. Além disso, a lagoa ainda é ocupada por estaleiros
para construcdo, reparo e manutencdo de embarcacdes de madeira, por serrarias, pelo
mercado de peixe e por outros comércios de géneros alimenticios, 0s quais também
contribuem com o langamento de efluentes para o corpo aquéatico (SOUZA, 2013). Os
bairros Francesa e Santa Clara sdo oriundos de ocupagdo espontanea e, assim,
representam areas altamente desorganizadas em relacdo a ocupacao. O bairro Palmares é
oriundo da concessdo de lotes pela prefeitura, e os bairros Santa Rita e Castanheiras sdo
oriundos de loteamentos a partir dos anos 2000. Destaca-se, ainda, a desigualdade social,
que pode ser visualizada pela segregacdo espacial. As pessoas socialmente mais
vulneraveis ocupam a orla fluvial da cidade em barracos e palafitas (SOUZA, 2013).
Dessa forma, percebe-se que o crescimento continuo e sem planejamento adequado afeta
diretamente o ecossistema e a qualidade de vida da populagéo.

Com base no valor limiar de 0,010 pg g*, todas as amostras estudadas s&o
classificadas como contaminadas, enquanto pela proposta de Gonzalez e colaboradores
(1998), trés amostras séo classificadas como contaminadas (concentracdo de coprostanol
entre 0,100 e 0,500 pg g*) e dez amostras sio classificadas como altamente contaminadas
(concentragdo de coprostanol maior que 0,500 pg g2). De forma geral, os niveis de
coprostanol mostram que o aporte de esgoto domeéstico é maior na Lagoa da Francesa e
no braco do Lago Macurany que atravessa a area urbana de Parintins.

Além das concentragdes absolutas de esterois, as proporcdes relativas entre
0s esterois sdo bastante Uteis para avaliar a contribuicdo das diferentes fontes de MO para
0 ambiente de estudo. A Figura 7 mostra as percentagens relativas de cada esterol em

relacdo ao total de esterdis para cada amostra de sedimento do ambiente de estudo.

37



P2

Lagoa da Francesa

P1: Lagoa da Francesa

\00 \00 \00 \00

@% @% @% @%
% U %, U
& ® ® ®

b Y Y Y

“, “, “, “,

s, % % %

%, %, %, N

7 v 7 L4 7 v 7 L4

% % % %

o, o, ", o,

)
% & % oz %, z % B
7 s /o s /4 s ) g

%, = %, = % = %, 5

5 = s 54 s =2 s
%, g %, g %, g %, 2
%, E %, E %, E %, 2

LB = P = L = P =

0 0 ) 0

“%, S %, s “%, S %, eh
, < , < “, < , 3
\oC — \nO | \mu - \nO ~

0, ¥ Z, 8 o, % 7, <

“ ~ “ ~ % ~ %, A~

e,\aw e.sam cﬂ& e.sam
p 2 pG 2 b E pG 2

0

%, “, %, “,

“, %, “, %,

(OWG (OWO &O (OWO
o, o o, Y.
\0.\ )l \0.\ )l \0.\ )os \0.\ )l
% % . %
2 m o nm o wm o w o o] o n o wm o w o o] 2w oy o mnowm o Q o n o wm o w o o] o n g w o w o
224822 2 4 8 - = S8 R48 2= 2 4 8 - = 2 4 8 - =
(%) eAnE[aY WaSejuadIad (%) eATE[eY WadejuadIad (%) eAne[ay wadejuadIad (%) eane[ey wadeiuadIad (%) eANE[Y Wadeua0Iad
\DQ \o@ \00 \o@
@% @% @% @%
o, 0, 0, 0,
% % % %
4 G e G
“, “, “, “,
L, v . v . 12 . v
;w&ma o ;wwwv o &»@mv o ;wwwv o
%, 8 a, 8 ‘a, 8 a, 8

%, 5 %, 2 %, g %, E

= = ] ]

2 T 2 L% =

o, o) ) o)

%, ) Y, ) %, ) Y, S
D, ) %, ) %, a %, <
\cc - \no - \G - \no -

Y 1 “ e % = “ &

G@W\ a D&V a D@V A D&V &
gy U g U
% %, %, %,

Omru Om.O omO Om.O
%, 2, 2, 2,
Q@% Q@% Q@% Q@%
0,\ 0.\ 0.\ 0.\
%, %, %, %,
2, “a, “, “a,
\o.v & \o.v & \o.v & \o.v &
“ “ “, “
0 0 0 0
=} 0 =) " o 2 2 n 9 wm o w o 2 2w 9 wm 9o wn o 2 2 n 9 m o w o 2 o n g mw o w o
& = E 2 4 8 - =2 & 4 a S = & 4 a - = & 4 a - =
(%) eATIR[OY WABRIUDIS (%) rATJR[IY WASRIUdIS] (%) eADR[IY WaSeIUadIsd (%) rATR[OY WadeUadIsg (%) eAIR[OY WagRua0Idd

38

, -

Figura 7 - Graficos de percentagens relativas em relacdo ao total de esterois nas
“continua”

amostras de sedimentos da cidade de Parintins (AM).
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Figura 7 - Gréficos de percentagens relativas em relacdo ao total de esterdis nas
amostras de sedimentos da cidade de Parintins (AM)

Contribuicbes de coprostanol maiores que 2-3% sdo indicativos de
contaminacdo, sendo as maiores que 5-6% encontradas para sedimentos altamente
contaminados (HATCHER & MCcGILLIVARY, 1979; TOLOSA et al., 2014). A
percentagem relativa de coprostanol variou de 0,61 a 19,45 % para as amostras 16 e 2,
respectivamente. A amostra 16 foi coletada no Lago Parananema, que recebe os efluentes
gerados por uma comunidade periurbana distante cerca de oito quilémetros do centro da
cidade. Como discutido acima, a vegetacdo da area é relativamente preservada, mas o
crescimento da malha urbana favorecido pela proximidade com a regido central e a

facilidade de acesso estdo contribuindo para o aumento da ocupagdo da comunidade.
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Comparativamente, a amostra 15, também coletada no Lago Parananema, apresentou
maior contribuicdo relativa de coprostanol (4,55 %). Essa observacgédo é explicada pela
maior proximidade deste ponto de coleta com as moradias da comunidade e corrobora 0s
valores de concentragdes absolutas das referidas amostras.

As amostras 1 e 2 apresentaram as maiores percentagens relativas de
coprostanol, 17,35 e 19,45 %, respectivamente. Embora tais valores sejam proximos, a
amostra 2 apresentou concentracao absoluta do marcador antropogénico muito maior que
aamostra 1. Tais resultados indicam que a composi¢do da MO sedimentar nos dois pontos
de coleta é similar, porém o teor é diferente. A area da amostra 2 é caracterizada por aguas
mais calmas e menor vazdo, contribuindo para o acimulo de MO nos sedimentos. A
acentuada contribuicéo de coprostanol nas amostras da Lagoa da Francesa revela que este
corpo aquatico esta muito mais comprometido pela presenca de esgoto doméstico que o
relatado em estudos prévios baseados em parametros fisico-quimicos, metais e
microrganismos.

Em relacdo ao Lago Macurany, as amostras de 3 a 7 — coletadas no braco que
atravessa a cidade — apresentaram as maiores percentagens relativas de coprostanol. Esse
resultado corrobora as maiores concentracfes absolutas observadas para tais amostras em
relacdo aquelas coletadas na por¢cdo mais caudalosa do Lago Macurany.

A amostra 12, coletada na Lagoa Azul, apresentou percentagem relativa de
coprostanol de 3,60 %, indicando que este corpo aquatico se encontra contaminado por
esgoto doméstico, corroborando também os resultados de concentracdo absoluta. A
origem da MO fecal presente nos sedimentos da Lagoa Azul inclui os efluentes
domésticos lancados diretamente a partir de tubulacbes visiveis, o lixo despejado por
moradores do bairro Itatna Il e o material carreado pelas dguas das chuvas. A situacao da
Lagoa Azul e preocupante tanto do ponto de vista ambiental quanto de satde publica. A
lagoa, que inicialmente serviu para aumentar o numero de nascentes de dgua na cidade,
estad atualmente associada ao elevado nimero de casos de doengas decorrentes da falta de
infraestrutura bésica de esgotamento sanitario. Embora contaminada, a Lagoa Azul
apresentou niveis de MO fecal muito menores que aqueles apresentados pela amostra 7,
indicando que a maior parte do esgoto doméstico gerado no bairro Itatna Il é direcionado
para o Lago Macurany.

A amostra 13, coletada no Lago do Areal, apresentou percentagem relativa de

coprostanol de 3,67 %, valor indicativo de contaminagéo por esgoto domestico. O lago
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fica na area periurbana de Parintins e é cercado predominantemente por vegetacao.
Durante a coleta, ndo foi observado descarte direto de esgoto doméstico no corpo
aquatico, mas as concentracdes absoluta e relativa de coprostanol encontradas neste
estudo indicam que existe aporte de MO fecal. SupGe-se que a lixiviagdo a partir do lixo
doméstico depositado frequentemente nas proximidades do Lago do Areal seja a principal
fonte de contaminacao.

Os fitoesterdis, campesterol, estigmasterol e g-sitosterol apresentaram forte
contribui¢do na grande maioria das amostras, revelando que a vegetacdo é um importante
contribuinte de MO nos sedimentos de estudo. Tais fitoesterdis foram particularmente
importantes em abundancia nas amostras coletadas nos lagos Macurany, Parananema e
Aninga. O perfil de distribuicdo de fitoesterdis bastante similar para tais amostras é
resultado da vegetacdo comum aos trés lagos. Ja as amostras coletadas na Lagoa Azul e
no Lago do Areal apresentaram notaveis diferencas nos seus perfis de fitoesterdis. A
pequena contribuicdo ou auséncia de estigmasterol reflete a menor diversidade de
vegetacdo nesses dois corpos aquaticos em relacdo aquela dos lagos Macurany,
Parananema e Aninga. A determinacgéo de outras classes de biomarcadores em associacdo
com a avaliacao das espécies de plantas presentes em cada ambiente poderia agregar nesta
discussao.

As amostras da Lagoa da Francesa, por sua vez, apresentaram as menores
contribuicbes de fitoesterdis devido a acentuada presenca de coprostanol, colesterol e
colestanol. Embora colesterol e colestanol sejam frequentemente associados ao
fitoplancton e zooplancton, a origem antropogénica para estes compostos € bastante
plausivel para as amostras da Lagoa da Francesa. Duas possibilidades ndo excludentes
podem explicar as altas contribuigdes de colesterol e colestanol para tais amostras: 1) as
fezes humanas possuem colesterol como o segundo esterol em maior quantidade e tragos
de colestanol e I1) o grande aporte de MO e nutrientes no corpo aquatico leva ao aumento
da produtividade primaria que tem colesterol e colestanol como os principais
biomarcadores.

Além da concentracdo absoluta e percentagem relativa de coprostanol, outras
razBes diagndsticas como coprostanol/(coprostanol + colestanol), coprostanol/colesterol
e epicoprostanol/coprostanol sdo frequentemente utilizadas para avaliar o aporte de MO
fecal em corpos aquaticos. A Tabela 9 apresenta as razfes diagndsticas obtidas para as

amostras de sedimentos de corpos aquaticos de Parintins.
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Tabela 9 - Raz6es diagndsticas para avaliacdo de contaminagéo para as amostras de sedimento dos corpos aquaticos de Parintins (AM).

Amostra Corpo Razdes Diagndsticas
Aquético Coprostanol/ Coprostanol/ Coprostanol/ Epicoprostanol/
(Coprostanol+Colestanol) Colestanol Colesterol Coprostanol

1 Lagoa da Francesa 0,6 1,5 1,5 0,3
2 Lagoa da Francesa 0,6 1,3 0,6 0,3
3 Lago Macurany 0,5 0,9 0,9 0,3
4 Lago Macurany 0,2 0,3 0,5 0,5
5 Lago Macurany 0,3 0,4 1,2 0,3
6 Lago Macurany 0,3 0,5 0,6 0,4
7 Lago Macurany 0,4 0,7 0,8 0,3
8 Lago Macurany 0,2 0,2 0,3 0,6
9 Lago Macurany 0,2 0,2 0,4 0,5
10 Lago Macurany 0,1 0,2 0,2 0,6
11 Lago Macurany 0,3 0,3 0,3 0,9
12 Lagoa Azul 0,3 0,4 0,5 0,5
13 Lago do Areal 0,3 0,4 0,1 1,5
14 Lago do Aninga 0,3 0,3 0,4 0,6
15 Lago Parananema 0,5 1,0 0,4 0,6
16 Lago Parananema 0,2 0,2 0,2 0,9
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A razdo coprostanol/(coprostanol + colestanol) maior ou igual a 0,3 €
considerada um indicativo de que o ambiente recebe esgoto doméstico sem tratamento
(TOLOSA et al., 2014). Similarmente, a razdo coprostanol/colestanol é outra forma de
avaliar a proporcao entre o isdmero antropogénico e o isdmero natural, onde valores
iguais ou acima de 0,2 sdo considerados indicativos de contaminag¢do por esgoto
doméstico (BATAGLION et al., 2015).

Dentre as dezesseis amostras estudadas, onze foram enquadradas como
contaminadas com base na razéo coprostanol/(coprostanol + colestanol) e, considerando
a razdo coprostanol/colestanol, todas as amostras foram classificadas como contaminadas
por esgoto doméstico. As amostras coletadas na Lagoa da Francesa foram as que
apresentaram os maiores valores para tais raz0es, indicando novamente que esta regido
da cidade é a que mais recebe esgoto doméstico. Em relagdo ao Lago Macurany, as
amostras 3 e 7 se destacam quanto aos maiores valores para as duas razdes baseada nos
isdbmeros C27A0. Esse resultado estd de acordo com as maiores concentragdes absolutas e
relativas de coprostanol observadas para estas amostras. Algumas amostras que
aparentemente seriam classificadas como ndo contaminadas por esgoto doméstico
utilizando a raz&o coprostanol/(coprostanol + colestanol) devem ser interpretadas como
equivocos, pois as suas concentracdes de coprostanol ndo deixam davidas sobre a
presenca de MO fecal. Tal reflexdo também é valida para a razao coprostanol/colesterol.

As amostras 1 e 2, coletadas na Lagoa da Francesa, por exemplo,
apresentaram coprostanol/colesterol igual a 1,5 e 0,6, respectivamente. Em termos de
concentragdo absoluta de coprostanol, a amostra 2 apresentou um valor mais de uma
ordem de grandeza maior que a amostra 1. Esta aparente contradicdo pode ser explicada
com base nos perfis de distribuicdo de esterdis das duas amostras. O fato da amostra 2
apresentar contribuicéo relativa de colesterol maior que a amostra 1 resultou em um valor
de coprostanol/colesterol que subestimou a contaminacao por esgoto doméstico.

A razdo epicoprostanol/coprostanol é empregada a fim de avaliar o grau de
tratamento do esgoto lancado no corpo aquético. Valores menores que 0,2 indicam
predominio de esgoto ndo tratado, valores maiores que 0,8 sdo indicativos de auséncia de
contaminacdo, aporte de esgoto tratado ou MO antiga, enquanto valores intermediarios
sdo considerados inconclusivos (FRENA et al., 2016a). Algumas amostras apresentaram
valores para epicoprostanol/coprostanol maiores que 0,8, indicando presenca de esgoto

tratado. Porém, se deve considerar que a cidade de Parintins ndo tem estacdo de
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tratamento de esgoto e, portanto, a presenca de epicoprostanol pode ter origem na
conversdo a partir do isbmero colestanol no préprio ambiente. Ainda, a maioria das
amostras apresentaram valores entre 0,2 e 0,8 para a razdo epicoprostanol/coprostanol,
sugerindo que ha consideravel conversdo de colestanol para epicoprostanol no meio
aquatico. Estudos complementares com amostras de dgua e a avaliacdo das condicdes
redox do meio seriam interessantes para investigar o comportamento do coprostanol
quanto a conversao nos ambientes estudados.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser comparados aqueles obtidos em
um estudo prévio do grupo com amostras de sedimentos de igarapés de Manaus (AM). A
Tabela 10 abaixo mostra as concentra¢des absolutas de coprostanol, percentagem relativa
e valores para as razoes diagnosticas para as amostras de sedimentos de corpos aquaticos
de Parintins e de Manaus.

De forma geral, as concentragOes absolutas de coprostanol encontradas nos
sedimentos dos corpos aquaticos de Parintins sdo comparaveis aquelas encontradas nos
sedimentos de igarapés de Manaus. Os sedimentos da Lagoa da Francesa e do Lago
Macurany (porgdo que atravessa a cidade de Parintins) apresentaram concentragdes
absolutas de coprostanol similares aquelas encontradas para o Igarapé do Mindd e o
Igarapé do Quarenta no estudo de Melo e colaboradores (2019) (Tabela 9). As amostras
menos contaminadas (11, 13 e 16) apresentaram concentragfes de coprostanol
comparéaveis aquelas encontradas nos sedimentos do lgarapé Taruma-Acu no estudo de
Melo e colaboradores (2019). Além disso, este estudo mostrou que areas periurbanas com
presenca de comunidades também contribuem para a contaminacao dos corpos aquaticos
por MO fecal. Com base em tais resultados, podemos visualizar como a expanséo da
malha urbana sem planejamento aumenta o nivel de contaminacao dos corpos aquaticos
amazoénicos. Em relacdo as percentagens relativas de coprostanol, bem como as demais
razdes diagnosticas, as amostras de Parintins apresentaram resultados que indicam menor
contribuicdo de coprostanol na MO sedimentar em relacdo aquelas de Manaus. Supde-se
que o maior aporte de matéria organica biogénica (autéctone e aloctone) em relacdo ao
aporte antropogénico resultou em valores menores para as percentagens relativas de
coprostanol e demais razdes diagndsticas.

A fim de ampliar a comparacdo com ambientes de outras regides do Brasil,
os resultados obtidos neste estudo foram comparados aqueles obtidos em estudos previos,

conforme listados na Tabela 11.

44



Tabela 10 - Comparativo entre amostras de sedimentos de corpos aquéticos de Parintins (AM) e Manaus (AM).

Corpo Aquatico Concentracdo de  Percentagem relativa Coprostanol/ Coprostanol/  Epicoprostanol/

Parintins (AM) coprostanol (ng g)  de coprostanol (%)  Coprostanol +colestanol  colesterol coprostanol
Lagoa da Francesa 688 — 9 995 17,35-19,45 0,6 06-15 0,3
Lago Macurany 75-7199 0,96 -9,74 0,1-05 02-172 0,3-09
Lagoa Azul 237 3,60 0,3 0,5 0,5
Lago do Areal 37 3,67 0,3 0,1 1,5
Lago Parananema 76 —2 591 0,61 -4,55 0,2-0,5 02-04 0,6-0,9
Lago do Aninga 1007 1,27 0,3 0,4 0,6
Corpo Aquatico
Manaus (AM) (MELO et al., 2019)
Igarapé do Mindu 523 -6 113 20,68 — 53,56 08-1,0 15-53 0,08-0,1
Igarapé do Quarenta 509 -12 830 33,49 — 50,45 0,7-0,9 1,1-33 0,07-0,1
Igarapé Taruma-Acu <LOQ - 142 0-7,13 0,3-0,7 01-04 02-11
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Tabela 11 - Comparativo entre amostras de sedimentos de corpos aquaticos de

Parintins (AM) e outros ambientes brasileiros.

Caracteristica do Coprostanol o
Local ) Referéncia
Ambiente (ng g}
Engloba o Porto de Itajai e
terminais portuarios menores,
Estuario  Itajai- todos com intenso trafego FRENA et al.,
) ) ) 120-8930
Acu, SC comercial. Também existe forte 2016a
presenca de indUstria pesqueira as
margens.
~_ E banhado pelo Rio Barigui.
Parque Tinguli, o _ _ MACHADO
A area é fortemente influenciada  13,6-447
PR ) etal., 2014
pela urbanizacgéo.
Possui 0 maior porto comercial do
_ pais. A area é fortemente
Estuario de _ _ ] BATAGLION
influenciada pela urbanizacdo. H4  21,7-48,2
Santos, SP etal., 2015
a presenca de um complexo
industrial.
Sofre pressdo de atividade urbana,
Lagoa de Patos, rural e industrial (industria 6.5.1423 MARTINS et
RS pesqueira, refinaria de petroleo e ' al., 2007
producéo de fertilizantes).
Sistema estuarino Cercado predominantemente por
lagunar de vegetacdo. Recebe cerca de 60% 10-44 BATAGLION
Cananéia-lguape, do fluxo do Rio Ribeira de Iguape etal., 2016
SP por um canal artificial.
H& presenca de vérias inddstrias
Rio Sd0 de processamento de peixes e
) ) . FRENA etal.,
Francisco, SE e comunidades as margens. <2-101,3 2016b

AL

Atividades agricolas e navegacao

Sd0 comuns.
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Passa por areas densamente

povoadas.
_ ) . FRENA et al.,
Rio Sergipe, SE Ha presenca de atividades 27-1072 2019
industriais, agricultura e
aquicultura no seu percurso.
Regido afetada por
derramamento e descarga de
Baia do Araca, ) i L KIM et al.,
petréleo. Area proxima a 100-18900
SP ) ) 2018
Estacédo de esgoto de Araca e do
Terminal maritimo.
Lagoa mais urbanizada da
) cidade e
Lagoa Rodrigo de ) STEFENS et
] usada para fins de lazer. 80-3980
Freitas, RJ al., 2007

Possui baixa hidrodinamica das
aguas.
Igarapés circundados
o em algumas areas por densa
Parintins, AM y 37- 9995 Este estudo
vegetagdo, e em outras por

habitac6es do tipo palafita.

Comparando as concentracGes de coprostanol obtidas para os corpos aquaticos de
Parintins com aquelas relatadas em estudos prévios, nota-se que eles apresentam niveis de
contaminacao tdo elevados quanto regiGes muito mais urbanizadas, como o Estuério Itajai-
Acu (SC) e a Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ) (STEFENS et al., 2007; FRENA et al., 2016a).
Em especial, as amostras da Lagoa da Francesa e algumas amostras do Lago Macurany
apresentaram concentra¢es bem proximas as concentragdes maximas observadas para tais
ambientes que estdo localizados em regides que possuem mais que o dobro da populagéo de
Parintins. De forma geral, as concentragdes de coprostanol encontradas neste estudo séo
superiores aquelas relatadas para o Parque Tingui (PR), a Lagoa dos Patos (RS), o Rio Sdo
Francisco (SE/AL) e o Rio Sergipe (SE), cujas margens sdo ao menos parcialmente
urbanizadas (MARTINS et al., 2007; MACHADO et al., 2014; FRENA et al., 2016b;

FRENA etal., 2019). As menores concentragdes de coprostanol observadas neste estudo sdo
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comparaveis aos maiores valores encontrados para sedimentos do Sistema estuarino lagunar
de Cananéia-lguape (SP) e do Estuario de Santos (SP), apesar deste Gltimo estar sob
influéncia do maior porto comercial do pais (BATAGLION et al., 2015; BATAGLION et
al., 2016). Ambas as regides estuarinas apresentam extensa area de vegetacao circundando
0 corpo aqutico e auséncia de ocupacdo por moradias, contrastando com a paisagem
observada nos corpos aquaticos de Parintins. Apenas a Baia do Araca (SP) apresentou niveis
de coprostanol mais elevados que os encontrados neste estudo (KIM et al., 2018). Esse
resultado pode ser relacionado ao fato da area de estudo estar localizada proxima a uma
estacdo de tratamento de esgoto.

As comparacdes discutidas acima revelam que os sedimentos dos corpos
aquaticos de Parintins acumulam uma grande quantidade de MO derivada de esgoto
doméstico. Alguns fatores, como inexisténcia de estacdo de tratamento de esgoto,
lancamento direto de dejetos domésticos nos corpos aquaticos, amplo uso de fossa negra e
carreamento de residuos pelas chuvas, podem colaborar para os altos niveis de coprostanol
observados. Estudos mais especificos que visem avaliar tais relacdes seriam de grande valia
para aumentar o conhecimento sobre a composicao e o ciclo da MO nos corpos aquaticos de

Parintins.
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6 Conclusao

A MO proveniente de vegetacao representada pelos fitoesterois (especialmente
campesterol, p-sitosterol e estigmasterol), apresentou forte contribuicdo em todas as
amostras de sedimentos coletadas nos corpos aquaticos de Parintins, com exce¢do da Lagoa
da Francesa. Algumas amostras apresentaram importante contribuicdo de MO
antropogénica, sendo as principais aquelas coletadas na Lagoa da Francesa e no braco do
Lago Macurany que atravessa a cidade em sua por¢do mais urbana. Além das contribuicdes
relativas, as concentrac@es absolutas de coprostanol e as razdes diagndsticas revelaram que
0S corpos aquaticos de Parintins apresentam niveis de contaminacdo comparaveis aqueles
apresentados pelos igarapés da capital Manaus. Tais resultados indicam que a capacidade de
diluicdo dos corpos aquaticos da cidade de Parintins ndo é suficiente para evitar a
contaminacéo relacionada ao lancamento de esgoto doméstico. Além disso, a expansao da
malha urbana em direcdo aos lagos Macurany, Parananema e Aninga ja apresenta
consequéncia na qualidade dos sedimentos de tais corpos aquaticos, mesmo em regides
circundadas predominante por vegetacdo. E importante que os corpos aquaticos de Parintins
continuem sendo investigados e monitorados em relacdo a composicdo da MO. Além disso,
a acentuada contaminacdo por MO fecal € um problema de carater ambiental e social e exige
acdes de politicas publicas imediatas, como a implantacao de rede de coleta de esgoto, bem

como de estacdo de tratamento de esgoto, especialmente na area urbana do municipio.
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ANEXO |

Imagens dos pontos de coleta das amostras de sedimentos da cidade de Parintins.
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