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RESUMO
A regido amazobnica € cobicada mundo a fora, pois, apresenta um grande
potencial hidrico, sendo uma regido estudada principalmente na area ambiental.
No centro dessa regido geogréfica, encontra-se a cidade de Manaus (capital do
Amazonas). Os igarapés (cursos d"agua) que cortam a cidade, estdo altamente
submetidos ao descarte de esgoto domeéstico, efluentes industriais e lixo, sendo
submetido a uma série de compostos quimicos, muitos dos quais considerados
como marcadores quimicos. A cafeina, os esterdis antropogénicos e 0s
hormdnios estdo incluidos nessa classe. A cafeina e os hormdnios sao
considerados marcadores quimicos urbano. Ja os esterois, podem ser de origem
natural ou antropogénica e sdo considerados como biomarcadores. Neste
contexto, este projeto visou a determina¢do quantitativa através da técnica LC-
MS/MS da cafeina, horménios (estrona, estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol e
progesterona) e esterdis (colesterol, epicoprostanol, coprostanol, colestanol,
brassicasterol, ergosterol, campesterol, p-sitosterol, estigmasterol e
estigmastanol) em 36 amostras de aguas dos igarapés das principais
microbacias de Manaus e do Rio Negro, a fim de avaliar a concordancia entre
diferentes indicadores quimicos de poluicdo antropogénica em corpos aquaticos
amazonicos. Este estudo apresenta amostras coletadas em igarapés da Reserva
Florestal Adolpho Ducke (area preservada), amostras do igarapé Taruma-Acu
(area periurbana), amostras dos igarapés do Quarenta e Mindu (&reas urbanas),
e do Rio Negro (area periurbana). A cafeina e os hormonios foram determinados
na matéria organica dissolvida (MOD) e os esterdis na matéria organica
particulada (MOP). Os resultados deste trabalho mostram que os igarapés da
Reserva Adolpho Ducke e Taruma-Agu apresentaram semelhancas quanto ao
aspecto de maior contribuicdo de matéria organica de origem natural (plantas
terrestres e aquaticas) e nas concentracdes de marcadores antropogénicos,
porém se diferem quanto ao seu aspecto da area de coleta e volume de agua.
Foi constatado também uma contaminacao acentuada por esgoto doméstico ndo
tratado nos igarapés do Mindu e Quarenta, com maiores contribuicbes de
matéria organica de origem antropica, e uma contaminacao leve a moderada em

areas de confluéncia com o do Rio Negro.



ABSTRACT

The Amazon region is coveted worldwide, as it has great water potential, being a
region studied mainly in the environmental area. In the center of this geographic
region, the city of Manaus (capital of Amazonas) is located. The igarapés
(watercourses) that cross the city are highly subject to the disposal of domestic
sewage, industrial effluents and garbage, in which a series of chemical
compounds are found, many of which are considered chemical markers.
Caffeine, anthropogenic sterols and hormones are included in this class. Caffeine
and hormones are considered urban chemical markers. Sterols, on the other
hand, can be of natural or anthropogenic origin and are considered as
biomarkers. In this context, this project aimed at the quantitative determination
through the LC-MS/MS technique of caffeine, hormones (estrone, estradiol,
estriol, 17a-ethinyl estradiol and progesterone) and sterols (cholesterol,
epicoprostanol,  coprostanol,  cholestanol, brassicasterol, ergosterol,
campesterol, B-sitosterol, stigmasterol and stigmastanol) in 36 water samples
from streams of the main watersheds of Manaus and Rio Negro, in order to
evaluate the agreement between different chemical indicators of anthropogenic
pollution in Amazonian water bodies. This study presents samples collected from
streams of the Adolpho Ducke Forest Reserve (preserved area), samples from
the Taruma-Acu stream (peri-urban area), samples from the Quarenta and Mindu
streams (urban areas), and the Rio Negro (peri-urban area). Caffeine and
hormones were determined in dissolved organic matter (MOD) and sterols in
particulate organic matter (MOP). The results of this work show that the creeks
of the Adolpho Ducke Reserve and Taruma-Acu presented similarities regarding
the aspect of greater contribution of organic matter of natural origin (terrestrial
and aquatic plants) and in the concentrations of anthropogenic markers, however
they differ in their aspect of the collection area and volume of water. An
accentuated contamination by untreated domestic sewage was also observed in
the Mindu and Quarenta streams, with greater contributions of organic matter of
anthropic origin, and a light to moderate contamination in areas of confluence

with the Rio Negro.
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1. Introducéo

O monitoramento dos recursos hidricos € uma das principais preocupacoes
em todo mundo, pois os impactos ambientais causados pelas alteracbes das
caracteristicas naturais de corpos hidricos refletem diretamente ndo apenas em
nos ecossistemas, mas também na salde publica e em questdes
socioeconfmicas.

Muitos paises adotam diretrizes especificas que determinam os limites
aceitaveis das caracteristicas fisicas e quimicas dos recursos hidricos, seja para
aguas dulcicolas ou salgadas, potavel, de esgoto, subterraneas etc. No Brasil, 0
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) é o érgdo responsavel por
estudar e propor diretrizes e politicas governamentais a nivel nacional para o
meio ambiente e deliberar, sobre normas e padrdes incluindo 0s recursos
hidricos. No entanto ainda ha necessidade de novos estudos capazes de
determinar e estabelecer limites de contaminantes que ainda néo estéo
contemplados em legislacédo. A necessidade de estabelecer limites de tolerancia
das caracteristicas fisicas e quimicas dos ambientes aquaticos vem do crescente
desenvolvimento urbano, numa forma de amenizar os impactos ambientais em
corpos hidricos ocasionados a partir da expanséo urbana.

Na Amazénia brasileira, existem cidades que ocupam lugar de destaque no
crescimento urbano, porém com a falta de planejamento em infraestrutura
acabaram levando a expansao populacional desordenada e como consequéncia
a ocupacdo em moradias proximas ao leito de rios, nascentes e igarapés,
gerando a degradacdo, como é o caso de Manaus-AM.

Parte desses compostos quimicos sao frequentemente estudados como
marcadores quimicos. Os marcadores sao compostos organicos de origem
definida, podendo ser natural ou antrOpica, com estruturas moleculares
guimicamente estaveis, resisténcia a degradacdo e a intempéries. Sao
estudadas como indicadores de evento, indicadores de processos que
ocorreram no passado ou indicadores de contribuicdo relativa de matéria
organica (terrestre, aquatica e antropica).

Nesse contexto, este estudo buscou avaliar a distribuicdo de cafeina,
hormdnios esteroidais e esterdis em aguas de corpos hidricos da cidade de
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Manaus (AM), a fim de avaliar os perfis de distribuicdo entre diferentes
marcadores.

A presenca de cafeina no ambiente aquatico, € um forte indicio de
contaminagdo por esgoto doméstico. Ela estd presente em inUmeros produtos
do cotidiano, como café e chas, e os residuos gerados desses produtos caem
na rede de esgoto e quando nao tratado, vao parar diretamente nos rios. Apesar
da cafeina apresentar baixa toxicidade, sua presenca pode indicar a presenca
de outros contaminantes mais toxicos.

Os horménios por exemplo, mesmo em baixas concentragdes sdo capazes
de afetar o sistema enddcrino. Existem estudos que relacionam a presenca de
hormonios esteroidais e outros contaminantes em ambientes aquaticos com a
feminizac&o encontrada em algumas espécies de peixes e a formacao de 6vulos
em animais machos, indicando que mesmo pequenas quantidades, o0s
hormoénios que sao provenientes de medicamentos, podem ser nocivos ao
organismo.

Os esterdis sdo bastante Uteis como biomarcadores geoquimicos na
avaliacdo das fontes de MO biogénica (terrestre e aquatica) e antropogénica
(esgoto doméstico). Neste sentido, a contaminag¢do de corpos aquaticos pode
ser avaliada a partir da determinacdo de esterdis fecais, como coprostanol e
epicoprostanol.

Além de expandir o conhecimento cientifico sobre os igarapés e rios da
regido amazoénica, os resultados obtidos neste estudo fornecerdo informacdes
Uteis para acessar os niveis de cafeina, horménios e esterdis e as fontes desses
compostos na regido de Manaus, podendo assim, contribuir para futuras
pesquisas relacionadas a melhorias dos igarapés através de politicas ambientais
capazes de propor a minimizacdo dos niveis de contaminacao pelo despejo de
esgoto doméstico ndo tratado. Além disso, ha um vasto campo ainda ndo
explorado na avaliacdo dos niveis de contaminacéo de aguas devido ao aporte
de esgoto doméstico, derivados de petréleo e descartes industriais,

principalmente em grandes capitais como Manaus.
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2. Referencial tedrico

2.1. Recurso hidrico amaz6nico

Os recursos naturais sdo quaisquer elementos ou aspectos da natureza
gue estédo a disposicdo do homem para uso direto ou indireto para atender as
suas necessidades, sendo a agua e o0 ar 0os mais importantes, considerados
indispensaveis para os seres humanos (VENTURI, 2006). Apesar de serem
considerados renovaveis (capacidade de se restabelecerem naturalmente), é
essencial o uso sustentavel, para que para que a exploracdo excessiva nao
prejudique a capacidade de certos recursos naturais de se reestabelecerem
naturalmente (BICUDO; TUNDISI; SCHEUENSTUHL, 2017).

Portanto, € necessério respeitar o tempo de renovacdo de cada tipo de
recurso renovavel, de modo que estes continuem disponiveis para satisfazer as
necessidades do homem. Caso contrario, 0S recursos naturais renovaveis
poderdo chegar a ficar indisponiveis futuramente (BICUDO; TUNDISI;
SCHEUENSTUHL, 2017).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, a exploracdo da 4gua tornou-se
uma das maiores problematicas ambientais. Fato que ja € observado ao longo
das ultimas décadas (grafico 1), com o aumento populacional e a urbanizagéo
desordenada das cidades que contribuem para a elevacdo dos indices de

consumo de agua (ANDRADE et al., 2002).
Gréfico 1: Disponibilidade de agua por habitante no mundo (1000 m3). Fonte: Adaptado
de Andrade et al., 2002.
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A agua é um recurso fundamental para o desenvolvimento dos seres
vegetais e animais e para 0s seres humanos, a agua € essencial ndo so para
suprir as necessidades basicas, mas também para o progresso social e
econdmico (YASSUDA, 1993; CAl et al., 2016). No Brasil, o recurso hidrico € um
dos principais recursos naturais no territorio nacional, no qual também, localiza-
se a maior regido hidrografica do mundo (MORAIS & JORDAO, 2002). As
regibes hidrogréaficas sdo bacias, grupo de bacias ou sub-bacias hidrograficas,
com caracteristicas naturais, sociais e econdmicas similares, que tem como
objetivo orientar o planejamento e gerenciamento dos recursos hidricos em todo
o pais (TUCCI, 1997). No Brasil, os recursos hidricos tém sua gestao organizada
por bacias hidrograficas, seja em corpos hidricos de titularidade da Unidao ou dos
Estados (PORTO et al., 2008).

Ha certamente dificuldades em se lidar com esse recorte geografico, uma
vez que o0s recursos hidricos exigem a gestdo compartihada com a
administracdo publica, 6rgaos de saneamento, instituicbes ligadas a atividade
agricola, gestdo ambiental, entre outros, e cada um desses setores corresponde
a uma divisdo administrativa certamente distinta da bacia hidrogréfica (PORTO
et al., 2008). Portanto, a gestdo integrada dos recursos hidricos tem como
finalidade assegurar sua preservacdo, uso, recuperacao e conservagao em
condicdes satisfatorias para os seus multiplos usuérios e de forma compativel
com a eficiéncia e o desenvolvimento equilibrado e sustentavel da regido
(YASSUDA, 1993).

A Resolucéo n.32 do Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH), de
15 de outubro de 2003 (BRASIL, 2003), define a divisdo hidrogréafica nacional
em 12 regides hidrograficas como mostrado na figura 1. Cada regido possui suas

proprias caracteristicas naturais, sociais e econémicas.
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Figura 1: Divisdo das bacias hidrogréaficas do Brasil. Fonte: Agéncia Nacional de Aguas.

Cerca de um quinto das aguas doces correntes do mundo, encontram-se
na regido amazonica, que abrange o norte da Ameérica do Sul estendendo-se por
sete paises (Brasil, Coldmbia, Bolivia, Equador, Guiana, Peru e Venezuela),
totalizando uma éarea de aproximadamente 6 milhdes de km2, desde os andes
peruanos até a foz do Rio Amazonas, no Oceano Atlantico (BRASIL, 2015).
Cerca de 63% da bacia amazbnica se encontram em territorio brasileiro, o que
traz varias questbes transnacionais nas areas social, econbmica, da
biodiversidade e ambiental (BICUDO; TUNDISI; SCHEUENSTUHL, 2017).

Essa regido concentra 81% da disponibilidade de aguas superficiais do
Brasil, sendo que cerca de 85% da area da regido amazénica permanece com
cobertura vegetal nativa (BICUDO; TUNDISI; SCHEUENSTUHL, 2017).

A bacia hidrografica amazénica € a mais extensa rede hidrografica do
mundo com mais de 15500 km de rios navegaveis de acordo com o Plano
Hidroviario Estratégico - PHE (Ministério dos Transportes, 2013). Segundo a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA), a bacia amazénica ocupa 45% do territorio

nacional, abrangendo éareas (figura 2) de diferentes estados como: Acre,
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Amazonas, Rondb6nia, Roraima, Amapa, Pard e Mato Grosso. Possui uma
extensa rede de rios com grande abundéncia de agua, sendo 0s mais
conhecidos: Amazonas, Xingu, Solimdes, Madeira e Negro.

SURINAME

Figura 2: Regido da bacia Amazédnica e principais cidades. Adaptado de Brasil, 2015.

A bacia amazénica compreende a maior floresta tropical do mundo,
apresentando cerca de 40% das florestas e 40% de todas as espécies existentes
(HANSEN et al.,, 2013). No entanto, apesar da abundancia hidrografica do
territério amazonico, seus ecossistemas aquaticos estdo cada vez mais em risco
devido as alteracBes hidrolégicas, que podem ser ocasionadas por varios
fatores, incluindo a expansdo da agricultura, construcbes de represas,
desmatamento e a contaminacao por residuos domeésticos e industriais (ALHO
et al., 2015). Essas alteracbes hidrolégicas podem ocasionar potenciais
impactos sociais para a populacao, pois o recurso hidrico é uma das principais
fontes de economia para a regido amazbnica (BICUDO; TUNDISI;
SCHEUENSTUHL, 2017).
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2.2. Contaminacao dos corpos hidricos de Manaus

O Brasil € um pais conhecido por suas riquezas naturais, caracterizado
principalmente pela fauna, flora e pela presenca abundante de 4guas dulcicolas,
na qual ha muitos rios (BICUDO; TUNDISI; SCHEUENSTUHL, 2017).

Na Amazobnia, quase todos os rios sdo resultantes da juncédo de pequenos
e médios cursos d’agua chamados de igarapés. Os igarapés caracterizam-se por
um longo caminho de rio ou canal que que nasce ou correm pelo interior da mata
em geral de pouca profundidade, sendo apenas navegavel por peguenas e
médias embarcacdes, como canoas e pequenos barcos (VIEIRA; BRITO;
TEIXAIRA, 2012). A palavra “Igarapé” é um termo nativo originado da lingua
indigena, e significa “caminho de canoa” (ygara, canoa e apé, caminho).

Por correrem no interior das matas, os igarapés estéo estreitamente ligados
a floresta atuando como corredores ecoldgicos e area de abrigo ou passagem
de diversas espécies de animais e vegetais (BICUDO; TUNDISI;
SCHEUENSTUHL, 2017). As alteracbes ambientais causadas por
desmatamento, construcao de estradas e poluicado antropica, podem acabar com
os igarapés pequenos, especialmente os que se encontram em meio aos centros
urbanos (LA ROVERE et al. 2002; VIEIRA; BRITO; TEIXAIRA, 2012).

Em grandes cidades da regido norte do Brasil, a contaminacdo dos
igarapés tem crescido a cada ano devido ao aumento da industrializagéo,
constante exploragcéo dos recursos naturais e o crescimento populacional, como
€ 0 caso de Manaus (capital do Amazonas) (PINTO et al. 2009).

O municipio de Manaus esta localizado no centro da grande bacia
hidrografica da Amazénia. O municipio ocupa uma superficie de 11458,5 km?
com uma area urbana de apenas 3,9% do municipio (MARQUES & PINHEIRO,
2011). Manaus fica situada a margem esquerda do Rio Negro (préximo a foz com
0 Rio Solim@es), e é o maior afluente da margem esquerda do Rio Amazonas
sendo o sétimo maior rio do mundo em volume de agua (BRASIL, 2015).

Durante o apogeu de industrializacdo, em meados da década de 60,
aproveitando a capacidade de autodepuracdo das aguas do Rio Negro, foi
instalado um emissério sublfuvial para dispersao de efluentes (RIOS, 1982). Um
emissario subfluvial € um tipo de tratamento de esgoto onde ele lan¢a o residuo

tratado em corpos hidricos a grandes profundidades, em pontos distantes da
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terra firme. Assim como a estacdo de tratamento de esgoto (ETE) terrestre, ele
tem etapas por onde passam o0s rejeitos, incluindo, grades, caixa de areia,
decantador, reator bioldégico e um segundo decantador. O objetivo é que o esgoto
seja transformado para ser auto depurado pela agua, tornando-se apenas
matéria organica para a vida aquatica (RIOS, 1982). Porém, os igarapés que
passam pelas areas urbanas de Manaus tém menor eficiéncia de depuracao
natural da carga organica devido ao seu pequeno porte e como consequéncia a
gualidade da agua nesses corpos hidricos fica baixa, prejudicando os seus
ecossistemas (BRASIL, 2015; VIEIRA; BRITO; TEIXAIRA, 2012).

Os igarapés sao ambientes facilmente contaminados, e assim como em
muitas cidades, desdguam diretamente ou indiretamente em grandes rios
(PINTO et al., 2009). O problema de contaminagédo toma proporgdes cada vez
maiores, a medida em que esses rios sado captados pelas estacbes de
distribuicbes de agua, o que pode ocasionar potenciais riscos a saude da
populacédo (PINTO et al., 2009).

O crescimento desordenado de Manaus, a partir da implantacdo do modelo
de industrializacdo da Zona Franca de Manaus (ZFM) em 1967, levou a
ocupacado urbana de forma irregular ao longo dos igarapés que atravessam a
cidade e contribuiu para a contaminacao gradual, em grande parte devido ao
descarte de esgoto doméstico e industrial. Apesar dos riscos em residir a
margem dos igarapés, muitas pessoas ndo possuem outra escolha a nao ser
viver nestes locais, propensas a riscos de saude, devido a vulnerabilidade das
moradias precarias em relacdo aos alagamentos e inundacdes constantes e,
principalmente, devido a falta de saneamento basico (LA ROVERE et al. 2002;
NOGUEIRA, 2007; PIO et al., 2013; SANTANA,2015).

Tal problema, néo se restringe apenas a capital de Manaus, segundo 0s
dados do Instituto Trata Brasil (2022), a regido norte do pais € a que apresenta
as maiores deficiéncias no saneamento basico com baixas coberturas de coleta
e tratamento de esgotos domésticos, no abastecimento de agua e na destinacao
de residuos solidos (figura 3).

Na regido Norte, 13,1% da populacédo tem acesso a coleta de esgoto e
apenas 21,4% do esgoto domeéstico coletado é tratado. De acordo com dados do
Instituto Trata Brasil (2022), a média brasileira € de 55% de coleta de esgoto, e
desse percentual, 50,8% é tratado. Ainda segundo o Instituto Trata Brasil,
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existem capitais na regido norte com indicadores de tratamento de esgoto bem
inferiores a média nacional, como é o caso de Manaus-AM, onde apenas 24,14%
de esgoto é tratado.

89
Manaus

Rio Branco

Figura 3: Ranking das posi¢cdes de saneamento basico das capitais brasileiras, levantado
pelo instituto Trata Brasil em 2022. Das 100 maiores cidades monitoradas pelo instituto, a maioria
das capitais do Norte estdo entre as piores no ranking.

z

A regido de Manaus é entrecortada por uma densa rede hidrografica
composta por nove microbacias (figura 4). Dentre estas, destacam-se cinco:
Puraquequara que esta inserida em area de floresta, Taruma que esta
parcialmente inserida em area urbana e as microbacias do Educandos, Mindu e
Colbnia Antdnio Aleixo, as quais estdo inseridas totalmente em area urbana (LA
ROVERE, 2002; ALBUQUERQUE, 2012).
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Figura 4: Divisdo Hidrogréafica da cidade de Manaus constituida pelas microbacias: Col6nia
Antdnio Aleixo, Educandos, Mauzinho, Maud, Mindu, Ponta Negra, Puraquequara, Refinaria e
Taruma. Outras pequenas bacias configuram-se como vias fluviais com regime de cheias e
vazantes condicionado pelo Rio Negro, rio que banha a cidade. Adaptado de Albuquerque, 2012.

Os igarapés que cortam a area urbana de Manaus estdo praticamente
todos contaminados. S&o observados varios efeitos decorrentes da
contaminacdo por esgoto doméstico e industrial, como a presenca de
contaminantes organicos emergentes, o aumento do pH da agua, diminui¢cdo do
oxigénio dissolvido (OD) e altos teores de metais, como Zn, Co, Cu, Fe, Ni, Mn,
Cr e Cd, e consequentemente a presenca de espécies de peixes com altas
concentracfes de metais presentes em seus organismos (PINTO et al., 2009;
PI1O et al., 2013; SANTANA, 2015; SANTANA, 2016).

Estima-se que 80% da malha de igarapés que cobre a cidade de Manaus
esta contaminada (SANTANA, 2015). A microbacia do Mindu é a maior inserida
na malha urbana, tendo o igarapé do Mindu como principal tributario (SANTOS
& ALVES 2013). O Mindu é o igarapé mais extenso na area urbana de Manaus.
A regido da microbacia deste igarapé ocupa aproximadamente 1/4 do territorio
urbano (BORGES & SANTOS, 2011). Ao cruzar inUmeros bairros, desde sua
nascente na zona norte passando pela zona leste até a zona oeste da cidade, o
igarapé do Mindu recebe grande quantidade de esgoto ndo tratado oriundos de
residuos domiciliares, constatados pelas altas concentracdes de esterol fecal



28

(coprostanol; 523-6113 ng g') encontrados em varios pontos deste igarapé
(MELO et al., 2019).

Outros igarapés contribuintes da microbacia do Mindu também estdo em
condi¢cdes degradaveis, como por exemplo o igarapé do Binda, que, segundo
Santos e Alves (2013), encontra-se degradado devido ao lancamento in natura
de esgoto domeéstico ao longo do igarapé, sendo que, os residuos solidos,
também estao presentes na paisagem, embora exista o servico de coleta de lixo
periodico, o ambiente encontra-se nessas condic¢des.

A microbacia do Educandos é a segunda maior da malha urbana, e passa
por bairros densamente povoados, sendo o Quarenta o seu principal igarapé. O
igarapé do Quarenta € o segundo maior igarapé da area urbana de Manaus,
atravessando bairros populosos da cidade, como Educandos, Raiz e Crespo,
além também da éarea industrial de Manaus (MACHADO, ZANETI E HIGUCHI,
2019). E nele constitui emissdes de efluentes industriais e domiciliares (PINTO
et al.,, 2009; RODRIGUES, SANTOS e SANTOS 2009; MELO et al., 2019). Os
altos niveis de esterol fecal encontrados nas amostras de sedimento do igarapé
do Quarenta (509 a 12830 ng g !) apontam para uma grande contaminacgao por
esgoto ndo tratado (MELO et al., 2019). Além da presenca de poluentes
organicos, 0s metais toxicos presentes no igarapé do Quarenta também foram
estudados. Na tabela 1, estdo listados alguns valores maximos de metais
encontrados em trabalhos realizados no igarapé do Quarenta tanto em agua

guanto sedimento em estudos publicados desde a década de 80.

Tabela 1: Alguns trabalhos publicados relacionados ao pH e a concentragcdo de metais no
igarapé do Quarenta. Adaptado de TORREZANI, 2016.

Amostras pH Cu Zn Cd Cr Ni Fe Autores
Agua * 55 0,19 1,4 Bringel (1986)
Sedimento** 6,1 1524 1048 11 274 491 40 Valle (1998)
Agua * 5,8 1,2 19,6 nd 0,7 29 Sampaio (2000)
Sedimento** 59 1,2 2,3 nd 114 Sampaio (2000)
Agua* 6,9 0,3 27,6 nd 0,2 9,4 9 Dias (2001)
Agua* 67,8 406,1 nd 10,5 1468 187 Guedes (2003)
Sedimento** 6,5 0,04 4,85 0,57 5,14 20,9 Oliveira (2002)
Sedimento** 44,86 174,86 1,95 37,54 29,26 Melo et al. (2020)

*mg L% "mg g%; " n&o detectado.

Analisando os valores encontrado na tabela 1, notamos que todos o0s

metais apresentados na tabela estdo acima dos limites estabelecidos pela
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resolucédo 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para as
amostras de agua. O CONAMA, ¢6rgédo responsavel por estabelecer normas e
padrbes ambientais no Brasil, ndo especifica os limites de metais determinados

em sedimentos de aguas doce em suas resolugdes.

Tabela 2: Padrdes de qualidade de agua de acordo com a resolugao 357/05 do CONAMA.
Adaptada de Brasil 2005.

Parametros Valor limites
pH 6,0-9,0
Cu 0,009*
Zn 0,18%*
Cd 0,01%*
Cr 0,05*
Ni 0,025*
Fe 0,3*
*mg L.

A microbacia do Tarumda localizada na zona Oeste de Manaus ainda
mantém aspectos naturais preservados, como areas de vegetacao nativa. Mas,
as atividades econbmicas se ampliam na medida em que a area urbana da
cidade se expande. Seus tributarios, como o igarapé Acara, cujas nascentes se
encontram em area de protecdo na Reserva Florestal Adolpho Ducke, ainda
estdo preservadas, mas grande parte dos demais tributarios, entre eles os
igarapés Bolivia e Matrinx&, se encontram em processo de degradacgdo causada
pelo aterro controlado da cidade, segundo estudos de Santos, Horbe e Silva
(2006). Ja o igarapé Taruma-Acu, localizado na extremidade do perimetro
urbano, compde um dos maiores tributarios do Rio Negro na regido da cidade.
Segundo Melo et al. (2019), o igarapé Taruma-Acgu apresenta uma entrada leve
a moderada de esgoto domeéstico nessa regido, corroborada pela variagdo de
coprostanol (<LOD-142 ng g1), sendo que a maioria das amostras apresentaram
concentracGes variando de 5 a 19 ng g? (valores acima de 100 ng g* sédo
considerados indicativos de contaminacdo por esgoto doméstico). Esses
resultados corroboram que o igarapé do Taruma-Acu esta sujeito a um leve a
moderado aporte de esgoto doméstico.

De modo geral, os igarapés inseridos na malha urbana, manifestam-se em
varios niveis de degradacdo ambiental produzidos principalmente pelo

adensamento populacional, pela auséncia de uma infraestrutura urbana e de



30

politicas publicas que possam impedir o lancamento de efluentes e melhore o
sistema de rede de esgoto na cidade. A figura 5 mostra a situacdo de alguns

igarapés que estdo inseridos na &rea urbana.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5: Os igarapés urbanos de Manaus possuem moradias ao longo de sua extensdo
na qual é observado despejo esgoto direto nos afluentes. O mau cheiro e a grande quantidade

de lixo, também sao caracteristicos na maioria desses igarapés.

Caso nado se reverta esse quadro, os niveis de degradacdo ambiental
tenderdo a aumentar, contaminando cada vez mais os igarapés, lencol freatico
e solo, consequentemente prejudicando a saude da populacéao.

Podemos destacar também os estudos realizados em amostras do Rio
Negro, que mostraram a presenca de poluentes organicos emergentes como o
diclofenaco, comparaveis aos encontrados nos rios europeus que recebem
aguas de esgoto tratadas e que indica a incapacidade das estacbes de
tratamento convencionais em remover estes compostos (THOMAS et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2015).

De acordo com Thomas et al 2014, além do diclofenaco, também foram
constatadas a presenca de amitriptilina, carbamazepina, citalopram, metaprolol
e sertralina nas aguas do Rio Negro, em concentragdes que variaram de 0,02 a
0,62 ug L.

A presenca de poluentes organicos emergentes em agua do Rio Negro
confirma a auséncia de tecnologias avancadas para remoc¢ao de contaminantes
organicos no tratamento de esgoto, que é a consequéncia da falta de politicas
publicas de regulamentacao rigidas por parte do Ministério da Saude.
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2.3. Monitoramento ambiental através de compostos organicos

O crescimento populacional e industrial durante o século XX levaram ao
aumento da producao de inUmeros compostos quimicos que sao consumidos em
larga escala para as mais variadas aplicagcdes e eliminados continuamente por
milhdes de pessoas no mundo inteiro (STARLING et al., 2018). No entanto, uma
das desvantagens da producéo e utilizacdo destes compostos quimicos esta nos
residuos que sao gerados, que podem impactar de forma negativa na saude e
no meio ambiente (STARLING et al., 2018).

Através das agéncias ambientais regulatérias, varios paises buscam
estabelecer procedimentos de caracterizagdo e controle de substancias
prejudiciais ao meio ambiente. Dentre essas substancias estdo o0s
contaminantes organicos, encontrado em baixas concentracdes, que estao
sendo estudados desde os anos 70 em matrizes ambientais (SALDANHA et al.,
2010).

A Comissao Europeia sobre Meio Ambiente (European Commission for
Environment) designa 33 substancias ou grupos de substancias organicas que
estdo na lista de contaminantes prioritarias para as quais foram estabelecidos
padrdes de qualidade ambiental. Similarmente a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos E.U.A. (USEPA, do inglés United States Environmental Protection Agency)
apresenta uma lista com 129 compostos prioritarios, sendo 12 deles
classificados como as mais toxicas substancias conhecidas.

No Brasil, a resolugdo do CONAMA 357/05, estabelece os limites de
sustancias quimicas em corpos aquaticos, bem como as diretrizes ambientais
para sua classificacdo. Esta resolucdo inclui 54 compostos organicos e 33
espécies inorganicas.

Ja a resolucdo 375/06 do CONAMA, foi fundamentada em resultados de
pesquisas nacionais e em legislacfes internacionais. A resolucdo 375/06
estabelece 34 substancias consideradas contaminantes organicos em esgoto,
dentre compostos industriais e agrotéxicos e que inclui 12 compostos
estabelecidos na Convencao de Estocolmo (2001), cuja producdo e uso estéo
proibidos no Brasil desde 2004 (BRASIL, 2006).

Sabe-se que a maior parte desses contaminantes tem como destino os

corpos hidricos, seja por acao da chuva ou principalmente pelo lancamento de
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esgoto (BITTENCOURT et al. 2016; STARLING et al., 2018). Como o0 consumo
de agua pelos seres humanos também ajuda no funcionamento do organismo,
apos a agua ser usada ou ingerida pelas pessoas, caem no sistema de esgoto,
gque em muitos casos, nao passam pelo sistema de tratamento, levando consigo
uma infinidade de moléculas contaminantes para os corpos hidricos que sdo
canalizados até o rio principal (SILVA& COLLINS, 2011).

No Brasil, alguns compostos que ndo estao incluidos em resolucdes do
CONAMA, estdo sendo estudados, devido aos niveis crescentes de utilizacdo e
ao potencial risco a saude e ao ambiente, pois, temos uma variedade de classes
de compostos que sao inseridos diariamente no ecossistema, uma vez que no
Brasil a pesquisa sobre o tema ainda € escassa (BITTENCOURT et al. 2016;
STARLING et al., 2018).

Os estudos das classes de compostos organicos utilizados como
marcadores geoquimicos, podem utilizar-se dessa classe a fim de monitorar os
niveis de contaminacdo de corpos aquaticos ou de contribuicdo de matéria
organica (CARREIRA et al., 2011; SOJINU et al.,2012; MARTIN et al., 2012;
FRENA et al., 2016). Os marcadores geoquimicos, sd80 compostos que
apresentam uma origem conhecida, podendos ser natural ou antropica, sao
guimicamente estaveis e frequentemente utilizados em monitoramentos
ambientais (MELO et al., 2019). O destino dos marcadores geoquimicos nos
corpos hidricos depende de suas propriedades fisico-quimicas e sua interacao
com a matriz ambiental, podendo estar suspensos na coluna d’agua ou
associados aos materiais particulados. Uma vez que um marcador geoquimico
ou seu metabdlito ou produto de sua transformacéo chega ao ambiente aquatico,
ele pode sofrer varios fenbmenos como adsorcédo, absor¢ao, diluicdo, hidrélise,
fotdlise, biodegradacdo, volatilizacdo, oxidacdo ou complexacdo. Cada um
desses fendbmenos leva a degradacdo, transformacdo ou persisténcia do
composto no ambiente (STARLING et al., 2018).

Gracas aos avancos de técnicas instrumentais de quimica analitica, a
determinacdo e quantificacdo de marcadores geoquimicos tornou-se cada vez
mais expressiva, permitindo a deteccdo desses compostos a niveis cada vez
mais baixos (nanogramas e microgramas) em compartimentos ambientais tais
como solo, aguas superficiais, aguas subterraneas e sedimentos (MATIC et al.,
2014).
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Os marcadores geoquimicos se apresentam nas mais variadas classes de
compostos. As classes dos contaminantes emergentes e 0s esterois foram
selecionadas para este estudo. Dentre 0s compostos incluidos como
contaminantes emergentes estdo a cafeina e os hormonios esteroidais, que
serdo objetos deste estudo e que podem ser determinadas a partir da matriz
organica dissolvida ou suspensa particulada (GARDINALI & ZHAO, 2002; FENT,
2015; MELO et al., 2019). Ja a classe dos esterdis, pode ser dividido em esterois
naturais e antropogénicos e sdo comumente determinados na matriz sedimentar,
porém também uma fracao destes compostos podem ser determinados na matriz
organica suspensa particulada (COSTA; PESSOA; CARREIRA, 2018; MELO et
al., 2019; ARAUJO et al., 2021).

2.4. Contaminantes emergentes

Os contaminantes emergentes, referem-se a qualquer composto quimico
presente numa variedade de produtos ou ainda qualquer micro-organismo, que
podem ser encontrados em matrizes ambientais e bioldgicas, que nao séo
usualmente monitorados ou que ainda ndo possuem legislacdo regulatéria
correspondente, mas que apresentam risco potencial a sadde humana e ao meio
ambiente (SILVA& COLLINS, 2011; STARLING et al., 2018). Os contaminantes
emergentes ndo necessitam persistir no meio ambiente para causar efeitos
negativos, visto que suas altas taxas de transformacdo e remocao sao
compensadas pelas suas continuas introdugdes no meio ambiente (SILVA&
COLLINS, 2011; STARLING et al., 2018).

Dentro da classe de contaminantes emergentes, podemos destacar sao 0s
produtos farmacéuticos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais
de 50% de todos os medicamentos sdo prescritos de forma incorreta, além do
mais, cerca de 50% dos pacientes usam os medicamentos de forma incorreta. A
situacdo € pior em paises em desenvolvimento, com menos de 40% dos
pacientes do setor publico e menos de 30% no privado sendo tratados de acordo
com as diretrizes clinicas (BRASIL, 2012). Durante as Ultimas décadas, o
aumento significativo do consumo e do uso indiscriminado de medicamentos
vem sendo motivo de discussfes, pois boa parte desses medicamentos tem
como destino o0 meio ambiente, incluindo os ecossistemas aquaticos (LIU &

WONG, 2013). Dentre as principais fontes de produtos farmacéuticos presentes
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em ambientes aquaticos estdo os processos de eliminacdo animal e humano,
efluente da industria farmacéutica, os residuos hospitalares e descarte
inadequado dos medicamentos vencidos e/ou ndo utilizados Os farmacos séo
intensamente consumidos nas regides desenvolvidas do mundo, principalmente
na Europa e nos Estados Unidos, paises esses que possuem legislacdes bem
definidas em sua literatura por seus Orgdos governamentais responsaveis e
muitos desses farmacos possuem potencial de bioacumulagcédo e ainda podem
apresentar um potencial de toxicidade (LIU & WONG, 2013; STARLING et al.,
2018).

2.4.1. Cafeina

A cafeina (figura 6) € um composto quimico classificado como alcaloide do
grupo das xantinas. No grupo das xantinas, a cafeina é a molécula que mais atua
sobre o sistema nervoso central. Ela atua ainda sobre o metabolismo e aumenta
a producéo de suco gastrico (CARVALHO et al., 2022). No seu uso comercial, é
empregada em medicamentos, moderadores de apetite, estimulantes fisicos,
cha, refrigerantes, chocolates e café (GONCALVES, RODRIGUES e SILVA-
FILHO 2017).

A cafeina é encontrada em cerca de 60 espécies de plantas e sua funcao
no organismo vegetal é atuar como uma espécie de pesticida natural, agindo
como paralisante e até matando de insetos que tentam se alimentar da planta
(NATHANSON, 1984; CARVALHO et al., 2022). As principais plantas que
contém cafeina sdo: as folhas da erva-mate, sementes do café, frutos do cacau,

frutos do guarand e nas folhas da coca.

,O C|:H3 Férmula molecular
HBC\N N CsH10N40;
k | /> Nome oficial (IUPAC)
O? I}I N 1,2,7-trimetilxantina
CH

Numero CAS
3 59-08-2

Figura 6: Estrutura molecular da cafeina.

A cafeina € uma droga que pode causar dependéncia quimica. Sua dose
letal é cerca de 10 g para administracao oral para um adulto, o que corresponde

a 100 xicaras de café, 200 latas de refrigerante de cola e 50 kg de chocolate. A
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cafeina também causa maleficios para o organismo e sintomas desagradaveis,
tais como irritabilidade, insbnia, taquicardia e vasodilatacao periférica, diarreia e
efeito diurético (MARASCO JR; LUCHIARI; GOMES 2019).

O consumo médio global de cafeina por dia é aproximadamente 70,0 mg
por pessoa. Contudo, paises como Suica, Reino Unido e os Estados Unidos da
Ameérica tém esta média de consumo por pessoa estimado em 300 mg, 440 mg
e 210 mg, respectivamente. Estima-se que grande parte da populacdo adulta
brasileira consome a dose diaria igual ou superior a 300 mg de cafeina
(MARASCO JR; LUCHIARI; GOMES 2019).

O amplo uso dessa substancia levanta uma questéo importante sobre seu
destino. Por apresentar uma alta solubilidade em &agua (13,4 g L) e baixa
volatilidade, é facilmente detectada nos efluentes das grandes cidades. As
concentracbes de cafeina encontradas em corpos hidricos ndo fazem
necessariamente mal a saide com seu contato direto em seres humanos, porém,
sua presenca na agua sinaliza a existéncia de outros contaminantes advindas
da entrada de esgoto néo tratado (GLASSMEYER et al., 2005; IDE et al., 2013)

Em ambientes naturais, a cafeina tem um tempo de meia-vida de 30 dias,
permitindo sua mensuracdo em amostras ambientais mesmo algum tempo apés
a contaminacao inicial. Por esse motivo, a deteccdo de cafeina também pode
indicar uma entrada recente de esgoto doméstico (GONCALVES; RODRIGUES;
SILVA-FILHO 2017).

Aproximadamente 3% da cafeina é excretada do corpo humano de forma
inalterada por meio da urina (LELO et al., 1986), entretanto alimentos e bebidas
gue ndo sao consumidos podem ser lancados junto a efluentes liquidos, os quais
constituem em uma importante fonte desta substancia nos esgotos (IDE et al.,
2013).

A determinacdo da concentracdo da cafeina pode ser empregada como
indicador de entrada de esgoto ndo tradado, com maior eficiéncia que analises
microbioldgicas (coliformes, por exemplo), devido a sua natureza antropica, sua
estabilidade e relativa resisténcia a degradacao (KNEE et al., 2010; MELO et al.,
2023).

Por ser uma substancia estavel no ambiente e ndo apresenta outras fontes
significativas além da humana, faz com que a torne um Otimo marcador
geoquimico de atividade antrépica (GARDINALI & ZHAO, 2002).
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2.4.1.1. Técnicas analiticas para a determinacao de cafeina em matrizes
ambientais

Por apresenta baixa volatilidade e alta polaridade, a cafeina é ideal para
ser analisada por cromatografia liquida, por isso, € o método mais empregado
para sua determinacdo em matrizes ambientais devido as caracteristicas
moleculares do composto (HOFFMANN & STROOBANT, 2007; GLASSMEYER
et al., 2005; IDE et al., 2013; MELO et al., 2023).

Uma das vantagens da cromatografia liquida é a variedade de detectores
acoplados que podem ser utilizados para a deteccdao de compostos. A
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS do inglés
Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry) permite a multianalise
de compostos ndo volateis com estruturas quimicas diferentes, sem a
necessidade de derivatizagcédo dos analitos. Um segundo ponto relevante desta
técnica é permitir o uso de métodos mais simples para pré-tratamento da
amostra, sendo possivel, em alguns casos, a eliminacdo completa de qualquer
método de extracdo dos analitos. Desta forma, o método é rapido e fornece uma
identificacdo inequivoca da cafeina, com alta preciséo, exatiddo e sensibilidade
(DE MARIA & MOREIRA 2007).

Embora a cromatografia gasosa (GC do inglés Gas Chromatography) tenha
alta precisédo e sensibilidade, o numero de trabalhos cientificos que aborda a
andlise de cafeina pela GC é muito baixo. A fracdo ndo volatil do extrato
contendo a cafeina apresenta uma variedade de moléculas, com isso a analise
torna-se complexa, ja que a presenca desses compostos nos sistemas de
injecdo e separacdo do GC provoca interferéncias sérias na analise (THOMAS
& FOSTER 2004). Além do mais, a cafeina necessita de um passo prévio de
derivatizacdo para aumentar a sua volatilidade e facilitar a analise por GC.
Certamente a derivatizacdo € o fator determinante para o menor uso desta
técnica na andlise de cafeina que geralmente é acoplada em um detector de
espectrometria de massas, GC-MS (do inglés Gas Chromatography-Mass
Spectrometry) (DE MARIA & MOREIRA 2007).

Uma alternativa para andlise de cafeina que vem sendo estudada nos
ultimos anos € o uso da cromatografia de troca i6nica. Entretanto, 0 método

consome muito tempo e as condicbes cromatograficas podem variar
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consideravelmente, em funcdo da composicdo quimica das matrizes a serem
analisadas (DE MARIA & MOREIRA 2007).

Ja o uso HPLC-UV (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
de ultravioleta, do inglés High Performance Liquid Chromatography- Ultraviolet)
para determinacdo de cafeina foi um salto qualitativo importante no que diz
respeito aos parametros de preciséo, exatiddo e rapidez na analise. Também
permitiu pela primeira vez a multianalise de metilxantinas, como cafeina, teofilina
(1,3-dimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) (DE MARIA & MOREIRA
2007). Com o desenvolvimento da HPLC-UV/DAD (Detector de Arranjo de
Diodos- DAD, do inglés Diode Array Detector) a multianalise de metilxantinas
melhorou em termos de precisdo e exatidao, ja que cada alcaloide foi analisado
no seu comprimento de onda maximo de absor¢éo (IDE et al., 2013).

A principal limitacdo da HPLC-UV € a necessidade de uma preparacao
extensiva da amostra (KHALIK et al., 2020). Esta estratégia € essencial para se
eliminar interferentes nas matrizes, particularmente nos fluidos biolégicos, que
coeluem com a cafeina e, também, absorvem na mesma faixa de comprimento
de onda (PETEFFI et al., 2018; MIZUKAWA et al., 2019).

2.4.1.2. Estudos de determinacéo de cafeina em matrizes ambientais no Brasil

Nos ultimos anos, a determinacao de cafeina no Brasil vem sendo cada
vez mais estudada ndo s6 como marcador isolado indicativo de contaminacao,
mais também associada a outros objetos de estudos como forma complementar
de avaliacdo do ecossistema local (CARVALHO et al., 2022). Porém, o Brasil
ainda nado possui uma legislacdo de monitoramento dos limites a cafeina em
corpos hidricos. Os trabalhos encontrados em literaturas, mostram que,
deteccdo de concentracdes de cafeina relativamente altas, apresentam fortes
indicios de contaminacdo por esgoto nédo tratado.

Em um estudo publicado por Gongalves, Rodrigues e Silva-Filho (2017),
as concentracfes de cafeina foram determinadas em amostras coletadas no Rio
Paquequer, dentro da area urbana de Teresopolis (RJ). Nesse estudo, as
concentragGes de cafeina foram encontradas numa faixa de 0,16 mg L't a 47,5
mg L. Os resultados mostraram uma relacdo positiva entre as concentragées

de cafeina, fosfato, nitrato e aménia devido a entrada de esgoto.
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Em um outro estudo levantado por Peteffi et al. (2018), na bacia
hidrografica do Rio dos Sinos (RS), mostrou uma concentragéo total de cafeina
variando de 41,67 ng mL* a 6195,38 ng mL, sendo que os niveis de cafeina
foram associados como indicativo da presencga do virus Human mastadenovirus
e coliformes. As amostras foram coletadas na area urbana e periférica da cidade
de Novo Hamburgo.

No Lago Paranoa (DF) (reservatério urbano de captacdo de agua de
Brasilia), a cafeina foi o contaminante mais abundante (encontrado com
concentracdo me média de 53 ng L?), seguida do atenolol (34 ng L), N, N -
dietil- meta-toluamida (12 ng L) e atrazina (3,8 ng L ). As concentragdes mais
elevadas foram detectadas durante a estacdo seca. Enquanto que nas aguas
nascentes que formam esse lago, as concentra¢cdes foram menores em
comparacdo com as aguas do Lago Paranoad. Nesse trabalho também foi
analisada agua potavel e apenas a cafeina e a atrazina foram detectadas nas
concentracdes médias de 8,6 ng Lt e 3,2 ng L, respectivamente (SODRE et al.,
2018).

Para analisar a possibilidade do uso da cafeina como parametro de
gualidade da agua da bacia hidrogréafica do Iguacu em Curitiba-PR, Mizukawa et
al. (2019), monitorou trés rios dessa regido (Atuba, Belém e Palmital). Os
resultados indicaram que a é&rea de estudo apresenta grande influéncia
antropica, provavelmente pela falta de infraestrutura, que indica a presencga de
efluentes domésticos ndo tratados. As concentracfes de cafeina variaram de
0,07 ug L*a 23,08 ug L%, sendo o Rio Belém o mais poluido. Ainda na regido da
bacia hidrografica do Iguacu, IDE et al. (2017), verificou a ocorréncia de varios
contaminantes emergentes dentre eles a cafeina, que variou de 0,07 ug L™ -
59,81 ug L™, valor esse proximo aos encontrados nos estudos de Mizukawa et
al. (2019).

Um trabalho publicado recentemente por Rico et al. (2021) determinou-se
a concentracdo de uma série de contaminantes emergentes, dentre eles a
cafeina, em varios rios e igarapés das principais cidades da regido amazonica.
No Rio Negro (préximo a Manaus-AM), a concentracao de cafeina variou de 15
ng L1 a 45 ng L. J4 as amostras coletadas dentro da cidade de Manaus
variaram de 7033 ng L't a 12237 ng L't. Nas amostras do Rio Amazonas (AM),
a concentragdo de cafeina variou de 14 ng L' a 61 ng L. Ainda no Rio
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Amazonas, porém estado do Pard, a concentracao de cafeina variou de 49 ng L
1. 573 ng L. As amostras do Rio Tapajés (PA) variaram de 158 ng L' a 153 ng
Lt e na cidade de Santarém -PA, as concentracdes variaram de 185 ng L' a
3289 ng L. Nas amostras coletadas dentro da cidade de Macapa (AP), a
concentracgdo de cafeina variou de 2004 ng L*-7249 ng L™*. J4 as concentracdes
das amostras coletadas no Rio Tocantins (proximo a cidade de Belém-PA)
variaram de 61 ng L*- 133 ng L%, E por fim as de cafeina das amostras coletadas

dentro da cidade de Belém variaram de 284 ng L*- 10265 ng L.

2.4.2. Disruptores endocrinos

Os contaminantes emergentes que sao capazes de interferir no sistema
enddcrino de organismos vivos sdo chamados de disruptores endocrinos, e sua
presenca em ambientes aquaticos esta na maioria das vezes associada ao uso
produtos farmacéuticos. Os disruptores endocrinos sdo substancias quimicas
gue, mesmo presente em concentracdo extremamente baixa, sdo capazes de
interferir no funcionamento natural do sistema endécrino (GHISELLI & JARDIM,
2007; FENT; ZENKER; RAPP, 2010; LI et al., 2016).

Os primeiros estudos sobre disruptores endécrinos surgiram em meados
da década de 80 com a observacdo de caracteristicas femininas em aves
machos devido a exposi¢cdo ao pesticida DDT na regido dos Grandes Lagos
(América do Norte), sendo o mesmo fendmeno encontrado em populacdes de
jacarés em um lago no estado da Florida (EUA). Na Europa, por volta da mesma
época, pescadores britanicos relataram a ocorréncia de caracteristicas sexuais
de hermafroditismo em peixes da espécie Rutilus rutilus que habitavam uma
lagoa onde havia um ponto de despejo de efluentes de uma estacdo de
tratamento de esgoto (REIS FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007).

Com o avanco da tecnologia na area da ecotoxicologia ambiental,
constatou-se que certas classes de contaminantes eram capazes de interferir no
sistema enddcrino do organismo causando efeitos adversos nos seres vivos
como: alteracdo dos genes, interferéncia na reproducao, alteracdo do sistema
neurologico e imunitério, dentre outros efeitos adversos ligados ao sistema
endocrino (STARLING et al., 2018).

Muitas substéncias quimicas tém demonstrado potencial para serem

classificadas como disruptores enddcrinos. A de origem antropica que podem
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ser denominadas como xenoestrogénios e os de ou de origem natural séo
denominados de fitoestrogénios (GHISELLI & JARDIM, 2007).

Os disruptores endocrinos podem ser substancias organicas ou
inorganicas atuando no organismo substituindo os horménios, bloqueando a sua
acao natural, ou ainda, elevando ou reduzindo a quantidade original de
hormonios e levando a alteracdo do funcionamento do sistema endocrino (WEE
& ARIS, 2017).

Para o funcionamento do corpo humano, o organismo conta com uma série
de sistemas que sdo de vital importancia, dentre eles esta o sistema enddcrino.
Cada orgdo que comple este sistema apresenta uma caracteristica
fundamental, que é segregar um certo tipo de horménio e cada horménio tem
suas funcgdes, que sao principalmente regulacdo do funcionamento de outros
orgaos, que estado relacionados (DANGELO & FATTINI, 2002).

Os orgaos que cumprem tal funcdo sdo glandulas de secrecdo interna,
assim chamadas por ndo possuirem dutos, e incluem os testiculos, ovarios, 0
pancreas, as glandulas suprarrenais, a tireoide, a paratireoide, o timo, a hipéfise
e o talamo (figura 7).

| Talamo
s — ‘ Hipofise

Tireoide e paratireoide

Timo

Pancreas

Suprarrenais

" | Testiculos/ovério

Figura 7: Localizagdo das glandulas do Sistema enddcrino no corpo humano.

Isto ndo significa que os horménios figuem restritos as glandulas em si,
pois, ao serem produzidos, entram na corrente sanguinea distribuindo para
outros sistemas do organismo (DANGELO & FATTINI, 2002). Um exemplo claro
€ o figado, que néo faz parte do sistema endécrino, e sim do sistema digestivo,

mas que atua em conjunto, na medida em que mantém o equilibrio hormonal por
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meio da decomposicdo do estrégeno e de outros horménios esteroides, a fim de
permitir sua excrecao (GHISELLI & JARDIM, 2007).
Dentre os problemas ocasionados pelas alterac6es no sistema enddocrino

do organismo humano estéo:

¢ Reducao da qualidade espermética

o Atrofia testicular;

e Criptorquidia;

e Impoténcia;

e Reducao da funcao do sistema imunolégico
o Endometriose;

o Alteracdes do ciclo menstrual;

e Puberdade precoce;

e Problemas comportamentais e neurolégicos;
o Diferentes tipos de neoplasias;

e Hipotireoidismo;

e Aborto;

« Natimortos;

e Prematuridade;

e Hipospadia;
« Alteragfes das glandulas sebaceas;
e Diabetes.

Tais alteracbes na saude podem ocorrer mesmo sob a exposi¢cdo de
disruptores endocrinos em baixos niveis de concentragcédo, e pode ocorrer pela
ingestao de 4gua e alimentos contaminados, inalagéo do ar ou contato com solos
e sedimentos (WEE & ARIS, 2017).

2.4.2.1. Hormonios esteroidais em matrizes ambientais

Os hormonios esteroidais sdo0 compostos que possuem uma estrutura
guimica basica esteroidal contendo quatro anéis fundidos sendo trés anéis com
seis carbonos e um com cinco (figura 8). Sdo produzidos e secretados pelas
glandulas enddcrinas, lancadas na corrente sanguinea, e coordenam o
funcionamento do organismo como um todo (GHISELLI & JARDIM, 2007).
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Figura 8: Estrutura bdsica de um esteroide.

Eles chegam aos ecossistemas aquaticos a partir da excrecao natural de
seres humanos e animais, uso na pecuaria e pelo descarte indevido de alguns
medicamentos. Os hormoénios esteroidais estdo entre 0s mais potentes
disruptores endocrinos (FENT, 2015). Algumas funcdes que controlam s&o:
atividades de 6rgaos completos, niveis de sais, acucares e liquidos no sangue,
0 uso e armazenamento de energia, 0 crescimento e o desenvolvimento de
organismo, reproducdo, caracteristicas sexuais etc. (GHISELLI & JARDIM,
2007).

Além dos hormaonios naturais, temos também os sintéticos, produzidos em
laboratorios com a finalidade de substituir, potencializar ou inibir os efeitos dos
hormonios naturais. Os hormoénios androgénios e estrogénios sdao exemplos de
horménios naturais produzido no organismo humano. Porém alguns hormdnios
naturais como os progesténios também podem ser sintéticos e sdo usados como
hormoénios de crescimento na pecuaria (FENT, 2015). Os androgénios incluem
0os hormbnios testosterona  (T), dehidroepiandrosterona  (DHEA),
androstenediona (ANDRO) e o0s metabdlitos androstenediol (3a-DIOL),
androsterona (ADT) e dihidrotestosterona (DHT).

Os estrogénios como estrona (E1), estradiol (E2) e estriol (E3), séo
hormdnios sexuais feminino produzido pelos ovarios. Sao os estrogénios que
conferem as caracteristicas femininas das mulheres e regulam o
desenvolvimento sexual e a reproducéo (TRINH et al., 2011).

O hormonio sintético 17a-etinilestradiol (EE2) € um derivado do hormdnio
natural E2, e € amplamente utilizado em combinacdes farmacéuticas de
contraceptivos. Efeitos adversos foram observados na reprodugédo de algumas
espécies de peixes devido a exposicdo a esse hormonio (LIU & WONG, 2013;
SANGSTER et al., 2015).
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Em grandes cidades, os horménios E1, E2, E3 e EE2 sdo comumente
encontrados em amostras ambientais de aguas e sedimentos, contendo
concentracfes suficientes para causar efeitos adversos a saude humana
(HAMID & ESKICIOGLU, 2012; CAMILLERI & VULLIET, 2015).

No entanto, estudos evidenciaram que o hormdnio natural progesterona (P)
€ excretado em concentra¢cdes mais altas do que os estrogénios (OJOGHORO
et al., 2017). E assim como o0s estrogénios, a progesterona também é um
hormonio feminino e tem um papel importante na regulagao do ciclo menstrual e
na manutencdo da gestacdo. Além do horménio natural P, varias formas
sintéticas de P sdo agora amplamente produzidas e regularmente usadas em
formulacdes de anticoncepcionais orais e como parte da terapia de reposi¢cao
hormonal (FAYAD et al., 2013).

Em todo o mundo, os progestagénios sao provavelmente os mais usados
de todos os esteroides (ZHANG et al., 2014). O amplo uso reflete nas altas
concentracfes desse composto encontrado em amostras ambientais em
grandes cidades (OJOGHORO et al., 2017).

Pequenas transformacdes podem ocorrer criando assim outras classes de
horménios, como nos estudos levantados por Sangster et al. (2016), que
demonstraram a degradacdo da progesterona em androgénios no meio
ambiente.

A maioria dos estudos sobre determinacdo de horménios sao realizados
em 4guas. Entretanto, a matriz sedimentar também pode representar um
importante compartimento ambiental (SANGSTER et al.,, 2015), pois os
hormonios esteroidais sdo moderadamente hidrofobicos e, portanto, podem ser
adsorvidos em particulas de argilossilicatosmais.

A tabela 3 apresenta a formula molecular, massa molecular, origem e

estrutura quimica dos hormdnios comumente utilizados em estudos ambientais.
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Tabela 3: Férmula molecular, massa molecular, origem e estrutura quimica dos horménios

comumente utilizados em estudos de matrizes ambientais.

c t Férmula Massa Ori Estrutura
omposto molecular molecular rigem Quimica
O
estrona (E1) C18H2202 270 natural /E;i;tj&
HO
OH
estradiol (E2) C18H2402 272 natural (;g“@
HO
OH
] OH
estriol (E3) C18H2403 288 natural
HO
OH
17 a- -
etinilestradiol C20H2402 296 sintético — =
(EE2)
HO
rogesterona
prog ®) C21H3002 314 natural

Nesse sentido, tais matrizes podem representar fontes acumuladoras de

hormbnios em ecossistemas aquaticos. A tabela 4 apresenta algumas

propriedades fisico-quimicas dos horménios E1, E2, E3, EE2 e P encontrados

em amostras ambientais.
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Tabela 4: Propriedades quimicas dos horménios esteroidais: estrona (E1), 17B-estradiol
(E2), estriol (E3) e 17a-etinilestradiol (EE2) e progesterona (P).

Hormonio Férmula Massa molar  Log K Solubilidade em PKa
molecular (g.mol?) Kow sor¢do daguaa20°C(mg.L?)

El CigH2,0, 270,37 3,13 4.882 30 10,4

E2 CisH240; 272,30 4,01 3.300 3,6 10,4

E3 CisH2403 288,37 2,45 1.944 116 -

EE2 Cy0H240, 296,41, 367 4.770 441 10,46-10,7

P C21H300, 314,46 3,86 - - 18,9

2.4.2.2. Técnicas analiticas para a determinacdo de horménios esteroidais em
matrizes ambientais

Véarias metodologias e técnicas tém sido desenvolvidas para a
determinacdo de horménios em amostras ambientais. Os métodos mais
utilizados para extracdo e pré-concentracdo de hormdnios em matrizes
ambientais consistem em Extracdo de Liquido Pressurizado, Extracéo Liquido-
liqguido, QUEChERS - Extracdo, Répido, Fé&cil, Barato, Eficaz, Robusto, Seguro
(do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe), Extracdo Assistida
por Micro-ondas, Extracdo com Barra de Agitacdo, Micro Extracdo em Fase
Solida, Extragéo via Ultrassom e até mesmo o Soxhlet classico (MATIC, et al.,
2014).

Visando uma boa limpeza (clean up) da amostra e concentracéo do analito,
a extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés Solid-phase extraction) usando
cartuchos com fase estacionaria C18 ou polimérica, é a técnica mais utilizada
para a determinacdo de hormdnios em amostras ambientais (KOZLOWSKA-
TYLINGO et al., 2010).

Devido a sua seletividade, sensibilidade e alta precisdo, LC-MS/MS (do
inglés Liquid Chromatography Coupled to Tandem Mass Spectrometry) e GC-
MS sdo as técnicas mais utilizadas para a determinacdo de hormonios
(DARWANO; VO DUY; SAUVE, 2014. Em relagdo a detecc¢do por espectrometria
de massas, a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés
Atmospheric-pressure chemical ionization) e a ionizac&o por eletrospray (ESI, do
inglés Electrospray ionization) sdo as mais utilizadas para a ionizacédo desses
compostos (ISOBONE et al., 2006; CAMILLERI & VULLIET, 2015). As Tabelas
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5 e 6 ilustram alguns métodos empregados na determinacdo de hormonios

esteroidais em amostras de sedimento e agua, respectivamente



Tabela 5: Métodos para a determinacéo de horménios esteroidais em amostras de sedimento.

Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de Recuperagao (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extragdo/clean up detecgao LOD (ngg?)
E1l, BE2, E3, Sedimentos 5g -Ultrassom, LC-DAD-MS 0,5-5 71-103 ALDA &
EE2, DES, P,  derio Metanol/acetona (1: 1) BARCELO 2001
NET e LNG
-SPE C18
El, BE2 aE2, Sedimentos 10g -Ultrassom GC-MS 0,8-2,5 87-140 PENG et al 2006
E3, MEe de mar Acetona/DCM (1:1)
BE2Ac
-Coluna aberta de silica
El,E2eEE2  Sedimentode 3g -Ultrassom, GC-MS 1,5-5 83-133 HAJKOVA et al
rio hexano/acetona 2007
- SPE Oasis HBL
E1, BE2, EE2  Sedimentos 5g Extracdo por liquido GC-MS 0,24-0,52 74-85 ZHANG et al
e DES de lagoa pressurizado -via Dionex 2011

- Coluna CPG
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Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de Recuperacdo (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao LOD (ngg?)
E1l, BE2 e EE2 Sedimentos lg -Micro-ondas GC-MS 0,8-5,1 91-101 AZZ0UZ &
deriose doméstico, BALLESTERQOS,
lagoas Metanol/agua (3:2) 2012
- SPE Oasis HLB
E1l, BE2,E3 e Sedimentode 5g - Extragdo acelerada de LC-ESI-MSMS 0,05-0,2 88-97 CHEM et al 2012
EE2 estuario solvente
- SPE Florisil, HLB
E1l, BE2,E3 e Sedimentos 0,3g Centrifuga, solvente LC-ESI-MSMS 0,03-0,28 93-104 LOPEZ-JIMENEZ
EE2 de riacho supramolecular et al 2013
E1, BE2, E3, Sedimentos 1g - EAM, Metanol/agua LC-APCI-MSMS  0,06-0,15 92-105 MATEJICEK et al
EE2, QUE e de rio (95:5) 2013
EQUI
El, BE2,0E2  Sedimentos 2g -Ultrassom, Metanol LC-APCI- MSMS  0,8-18 73-118 MATIC et al
e E3 de rios 2014

-SPE silica sulfato de

sddio anidro
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Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de Recuperacdo (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao LOD (ngg?)
BE2, EE2, Sedimentos 0,5-1g -Ultrassom, LC-APCI- MSMS  0,7-9,4 38-112 DARWANO et al
NET, P, MPA  deriose Metanol/acetona (3:1) 2014
e LNG
esgoto
-SPE C18
E1, BE2,P e Sedimentos 2,58 -QUEChERS modificado, LC-ESI-MSMS 0,03-0,2 74-120 CAMILLERI e
MegA derio VULLIET 2015
ACN/iPrOH (90/10)
-SPE PSA/C18
El, aE2, BE2, Sedimentos 2g -Ultrassom, Acetato de UPLC-ESI-MSMS  0,02-0,28 74-95 WANG et al
E3, T,ADTe  derio etila 2015
P
-SPE Oasis HLB
E1, BE2, aE2, Sedimentos 59 - Ultrassom, LC-APCI-MS 0,3-1,1 70-105 WANG et al
E3 e EE2 de lago Metanol/DCM (1:1) 2016
-SPE Oasis HLB
E1, BE2, aE2, Sedimentos 10g -Centrifuga, UHPLC-ESI- 0,5-2,5 76-122 MULABAGAL et
EE2, E1S, de estudrio MSMS al 2017
E2S, E3S, Metanol/agua, 7:3
ADT, T, epiT,
DHT, P, LNG, -SPE Kit dispersivo
CT, CTN, QUECHhERS (5982-4956)

PDN, DXN
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Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de Recuperacdo (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao LOD (ngg?)
El,BE2e EE2 Sedimentos 6-7g -Ultrassom, Metanol GC-MS 0,003-0,05 58-110 TAN et al 2017
derio

- SPE Oasis HLB
E1l, BE2,E3 e Sedimentode 5g - Extragdo acelerada de LC-ESI-MSMS 0,02-0,2 55-103 LIU et al 2017
EE2 estuario solvente

- SPE Florisil, HLB
E1l, aE2, BE2  Sedimentos 2g -Ultrassom, Acetato de UPLC-ESI-MSMS  0,053-0,28 75-85 ZHANG et al
eE3 derio etila 2019

- SPE Oasis HLB

Abreviagbes dos hormonios: Estrona (E1), 17B-estradiol (BE2), 17a-estradiol (aE2), estriol (E3), 17a-etinilestradiol (EE2), northindrona (NET), medroxyprogesterona
(MPA), levonogestrel (LNG), acetato de megestrol (MegA), dietilestilbestrol (DES), mestranol (ME), 17 B -estradiol acetato (f E2Ac), estrona 3-sulfato(E1S), estradiol 3-sulfato
(E2S), estriol 3-sulfato (E3S), androsterona (ADT) , testosterona (T), epitestosterona (epiT), 5a- dihydrotestosterone (DHT), progesterona (P), cortisol (CT), cortisona (CTN),
prednisolona (PDN), dexamethasone (DXN), equilin (EQU) , equilenin (EQUI), 17bestradiol-17-valerato (EV), etiocolanolona (ET), dihidrotestosterona (DHT).



Tabela 6: Métodos para a determinagdo de horménios esteroidais em amostras de agua.
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Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de LOD Recuperagao (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao (ngL?Y)
E1l, BE2,E3 e Aguaderio 2000ml - SPE Strata-X LC-Uv 240-510 78-101 STAFIEJ et al
EE2 poliméricos 2007
E1l, BE2, EE2  Aguade 1000ml -SPE C18 GC-MS(LVI) 0,031-0,12 79-98(10ng/Lde  HU et al 2008
efluente PI)

81-91 (1 ng/Lde

PI)
E1,PBE2,E3e Aguaderio 50ml - SPE C18 (pré- LC-UV 0,98 -78,1 85-112 WANG et al
EE2 concentragao) 2008

- SPE on-line HPLC

E1, BE2, EE2, Aguade 150ml - SPE Oasis HLB GC-MS 1,0-2,5 84-99 ZHANG et al
DES lagoa 2011
El, aE2, BE2, Aguas derio 500ml -SPE Oasis HLB GC-EI-MSMS 0,7-15,8 89-109 TRINH et al 2011
E3, EE2, ME,
LNG, T, ADT,
ET, DHT e

ADN
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Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de LOD Recuperacdo (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao (ngL?)
E1, E2, EE2, Agua potavel 1000 ml -SPE Oasis HLB UHPL-TOF-MS 0,25-0,50 46-134 WANG et al
E3eP e derio 2012
E1, BE2, E3, Aguas derio 100ml -SPE Oasis HLB LC-APCI-MSMS 0,6-1,3 92-101 MATEJICEK et al
EE2, EQU e 2013
EQUI
E1, aE2, BE2, Aguasde 2,5ml - SPE on-line HPLC LC-ESI-MSMS  0,15-0,95 75-95 CIOF! et al 2013
E3 e EE2 rios, lagos e

estacGes de

tratamento

de esgoto
E1l, BE2 e E3  Aguas derio 2500ml -SPE C18 Método ELISA 0,2-5 53-148 MANICKUM &

(imuno- JOHN 2014
analitica)

E1,BE2,E3 e AguasdeRio 400e 1000ml - SPE Oasis HLB LC—ESI-MSMS 0,2-15 70-104 XU et al 2014
EE2
E1, BE2, E3, Agua de rio 1000 ml - SPE C18 Sep-Pak LC-MSMS 0,1-2,3 61-110 WANG et al
EE2 e EV 2015
E1, BE2, aE2, Aguadelago  1000ml - SPE Oasis HLB LC-APCI-MS 0,2-0,5 70-105 WANG et al

E3 e EE2

2016




Hormonios Tipo de Quantidade Processo de Método de Faixa de LOD Recuperacdo (%) Referéncia
estudados matriz de amostra extracdo/clean up deteccao (ngL?)
E1l, BE2,E3 e Agua de 2000 ml -SPE HLB e Florisil LC-ESI-MSMS 0,05-0,5 61-91 LIU et al 2017
EE2 estuario
E1, aE2, BE2 Agua derio 500ml -SPE HLB LC-ESI-MSMS 0,8-2,4 75-102(20ng.L-1 HE & AGA 2019
e EE2 de PI)
74-104(100ng.L-1
de Pl)
El,aE2, BE2 Aguadelago  30ml -Agitador orbital LC-ESI-MSMS 0,07-0,11 96-122 RECHSTEINER et
eE3 al 2020
Metanol/MTBE
El,PE2 e Aguaderioe 8ml - Microextragao liquido-  LC-FLD 3,1-20 76-110 SOUSA et al
EE2 estudrio liquido dispersiva 2020
E2 e EE2 Agua de 1000ml -SPE C18 LC-ESI-MS 0,4-30 75-89 COELHO et al
riacho 2020
El,PE2eE3 Aguade 1000 ml - QUEChERS LC-ESI-MSMS 20-33 75-111 SWEENEY et al
agricultura 2021
E1, BE2,E3 e Agua de 20ml -SPE C18 on-line LC LC-APCI-HRMS  0,2-3,9 96-101 BRIAN NG et al
EE2 estuario 2021
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Abreviagbes dos horménios: Estrona (E1), 17B-estradiol (BE2), 17a-estradiol (aE2), estriol (E3), 17a-etinilestradiol (EE2), levonogestrel (LNG), dietilestilbestrol (DES),
mestranol (ME), 17 8 -estradiol acetato (8 E2Ac), androsterona (ADT) , testosterona (T), epitestosterona (epiT), 5a- dihidrotestosterone (DHT), progesterona (P), cortisona (CTN),
prednisolona (PDN), equilin (EQU) , equilenin (EQUI), 17bestradiol-17-valerato (EV), etiocolanolona (ET), dihidrotestosterona (DHT).
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2.4.2.3. Estudos de determinagdo de hormonios esteroidais em matrizes
ambientais no Brasil

Estudos sobre disruptores endécrinos em matrizes ambientais no Brasil
ainda sao poucos. A maioria dos trabalhos existentes para contaminantes
emergentes, foca em farmacos e pesticidas, enquanto os hormdnios
representam uma classe pouco explorada nos ambientes aquaticos brasileiros.

Porém, na legislacdo brasileira ainda ndo ha o monitoramento dos limites
de hormoénios esteroidais em corpos hidricos. Os estudos realizados com a
determinacao de hormonios esteroidais na matriz ambiental ao redor do mundo
abrangem a avaliagcdo das concentragcdes encontradas no meio ambiente,
tratamento e remediacao, avaliacdo de percepcéo de risco e, em menor grau, as
implicacdes a saude humana devido a exposi¢cao desses disruptores endocrinos
(WEE & ARIS, 2017). A simples deteccdo de hormonio esteroidal em corpos
hidricos remete a indicios de contaminacao por esgoto ndo tratado (MOREIRA
etal., 2011).

Podemos destacar alguns trabalhos que nos ajudam a exemplificar os
estudos com horménios em alguns paises. Por exemplo, no Rio Po (Italia) e seus
tributarios, as concentragdes do hormdnio natural E1 variaram entre 0,7 ng g* a
19 ng g?! sedimento seco (s.s) (LUIGI; GIUSEPPE; CLAUDIO, 2015).
Similarmente, para amostras do Rio Bourbre (Franca), as concentracfes de E1
variaram entre 1,1 ng g e 42,6 ng g* s.s. (CAMILLERI & VULLIET, 2015)

No Brasil, um estudo realizado no Rio de Janeiro na ETE da Penha, os
estrogénios E1 e E2 foram detectados com concentragdes médias de 0,021 ug
Lt e 0,040 ug L%, respectivamente (TERNES et al., 1999).

No artigo publicado por Kuster et al., (2009), no qual analisaram um total
de 20 amostras de aguas distribuidas pelos rios Paraiba do Sul, Guandu e
Macaé, no Canal da Pavuna e em duas lagoas situadas na parte sul do Rio de
Janeiro, foram encontrados niveis elevados dos fitoestrogénios daidzeina,
coumestrol e genisteina (<366 ng L) e concentracdo de progesterona de até 47
ng L. O E3 foi detectado na faixa de 1,00 a 7,27 ng L1. Os estrogénios E1, E2
e EE2 ficaram abaixo do LOD (Limit of detection).

Em um outro estudo realizado na parte alta do Rio das Velhas (localizado

entre Ouro Preto e Nova Lima, no estado de Minas Gerais), cinco disruptores
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enddcrinos, dentre eles os E2 e EE2, foram analisados em amostras de aguas
superficiais. As concentracdes de E2 e EE2 variaram de 5,6 ng L' a 63,8 ng L
1(MOREIRA et al., 2011).

Amostras do Rio Grande no estado de Sao Paulo mostraram uma
concentragdo de <1.700 ng L* de E2 e <1.200 ng L*para EE2 no periodo seco
enquanto que no periodo chuvoso as concentracées foram de <1.720 ng L para
E2 e < 320 para EE2 (COELHO et al., 2020).

No Rio Bacanga, localizado no estado do Maranhao, foram determinadas
altas concentragbes dos hormonios E1, E2 e EE2 analisados nas amostras de
agua daquele rio, suas concentracdes totais foram 590, 640 e 820 ng L*
respectivamente (SOUSA et al.,2020).

Torres et al. (2015) determinaram as concentracfes de E1, E2, E3, EE2,
progesterona e testosterona em amostras de agua do Rio Piracicaba no estado
de Sdo Paulo. Os autores relatam que algumas amostras apresentaram
contaminacgéao pelos horménios estudados, sendo as concentracdes observadas
para E1 (14-82 ng L1), E2 (90-137 ng L), E3 (nd-26 ng L), EE2 (24-480 ng L
1) significativamente superiores aquelas relatadas em estudos de outros paises
ao redor do mundo.

Um outro estudo avaliou as concentracdes de hormonios estrogénios em
sedimentos de manguezais do sul e do nordeste brasileiro. Em todas as
amostras, os horménios naturais Ele E2 e o horménio sintético EE2 foram
detectados. Segundo os autores, as concentracdes de E1 variaram de 0,02 ng
gt a49,27 ng g* s.s., enquanto as concentracdes de E2 variaram entre 0,03 ng
gl e 39,77 ng g* s.s., 0 estrogénio sintético, EE2, foi encontrado em maiores
concentragdes, variando entre 0,45 e 129,78 ng g*! s.s. (FROEHNER et al.,
2012).

Um estudo em amostras de agua tratada e nao tratada da regido da Bacia
Hidrografica do Rio Paraiba do Sul (na regido de SP) mostraram os hormoénios
E1<0,54-0,56 pug L, E2 <0,59-1 ug L* e EE2 <0,56 ug Ltpara agua néo tratada
e somente EE2 (<0,56 pg L?) foi detectado em amostras de agua tratada
(OTOMO et al 2010).

No trabalho publicado recentemente por da Cunha et al. (2021), observou-

se atividade estrogénica no corrego Sdo Domingos, municipio de Santa Maria
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Madalena (RJ), com concentracdes de E2 de 23 ng L't a 10,4 ng.L no periodo
seco e chuvoso, respectivamente.

Na regido de Campinas (SP), Ghiselli (2006) encontrou concentracdes
expressivas de disruptores enddcrinos, com EE2 variando de 1,2 ug L*a 3,5 pg
L para &gua superficial e de 1,6 pg La 1,9 pg L't em agua potavel.

Amostras analisadas por Sodré et al. (2010), coletadas ao longo do Rio
Atibaia, no Estado de S&o Paulo, mostraram as seguintes concentracdes de
estrogénios: E12,2-39ng L1, E20,6-7,3ngLt, E30,6-2,3ngL? EE2nd -
25 ng L. O xenostrogénio de 25 ng Lt a 84 ng L.

Pusceddu et al. (2019) determinou as concentracfes de estrogénios em
sedimentos superficiais no sistema Estuarino Santos-Séo Vicente (SP),
encontrando niveis quantificaveis de E3 em todos os locais amostrados,
variando de 20,9 ng gt a 694,2 ng g~1. Os horménios E2 e EE2 também foram
detectados em quase todos os locais amostrados, com as maiores

concentragdes sendo de 23,9 ng g e 86,3 ng g1, respectivamente.

2.4.3. Esteroéis

Os esterois sdo compostos presentes em todos 0s organismos com células
eucarioticas (VOLKMAN, 2003). Devido a especificidade e relativa resisténcia
estrutural, os ester6is sdo bastante Uteis como marcadores geoquimicos
(LEEMING et al., 1996; VOLKMAN, 2003; MARTINS et al., 2012; ABREU-MOTA
et al., 2013). Os principais esterdis encontrados em plantas sdo campesterol, -
sitosterol e estigmasterol, enquanto colesterol e brassicasterol sdo os principais
esterdis indicativos de fontes aquaticas (ABREU-MOTA et al., 2013). As
distribuicbes de ester6is em microrganismo como as microalgas variam de
acordo com a espécie, no entanto, frequentemente o colesterol é o esterol
predominante. Similarmente, diatomaceas (microrganismos eucariontes
unicelulares que ocorrem nos mais diversos ambientes Umidos e aquaticos,
suspensos na coluna d"agua ou aderidos a diversos substratos) apresentam o
brassicasterol como um dos principais esterois (VOLKMAN, 2003). Ja o
coprostanol e epicoprostanol sdo esterodis fecais utilizados como marcadores
antropogénicos (MARTINS et al.,, 2012; BUJAGIC et al 2016). A tabela 7
apresenta a formula molecular, massa molecular, principais fontes e estrutura

guimica dos esterdis mais comumente utilizados em estudos ambientais.
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Tabela 7: Formula molecular, massa molecular, principais fontes e estrutura quimica dos

esterdis mais comumente utilizados em geoquimica organica.

Formula Massa Principais Estrutura
Composto L
molecular  molecular fontes quimica
zooplancton/
colesterol C27H460 386
fitoplancton
HO'
. esgoto
epicoprostanol  C27H4s0 388
picop arrias tratado
Ho™"
esgoto sem
coprostanol C27H4s0 388 9
tratamento
HO
H
zooplancton/
colestanol C27H480 388 fitoplancton/
degradacgéo
N\
ergosterol CasH440 396 Fungos
HO
zooplancton/
brassicasterol  C2gH460 398 fitoplancton/
HO'
plantas
campesterol Ca2sH4s0 400 superiores

HO'




plantas N
estigmasterol  C2oHag0O 412 superiores
HO'
plantas
B-sitosterol C29Hs500 414 superiores
HO'
plantas

superiores/

estigmastanol  CzoHs520 416 ~
degradacéo

O coprostanol € o principal esterol fecal humano e representa entre 40 e
60% dos esterais totais encontrados nas fezes humanas (LEEMING et al., 1996).
Este estanol é formado a partir da reducao microbiana de colesterol no intestino
de mamiferos e, entdo, eliminado pelas fezes (GRIMALT et al., 1990). Outra
fonte minoritaria de coprostanol € a producdo in situ devido a degradacao
diagenética em sedimentos em ambientes andxidos (TOLOSA et al., 2014). A
figura 9 ilustra as possiveis rotas de degradacéo do colesterol. O epicoprostanol
€ um isdémero do coprostanol e é utilizado como um indicador de tratamento de
esgoto, uma vez que ele é formado durante a etapa de digestao anaerdbica,
comum durante o processo de tratamento de esgoto (MARTINS et al., 2012;
TOLOSA et al., 2014).
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Figura 9: Rotas de degradacéo do colesterol. Adaptado de GRIMALT (1990).

Considerando que a maior fonte de coprostanol no ambiente é decorrente
da presenca de fezes e que todos os mamiferos podem contribuir para a sua
concentracdo (MELO et al 2023), alguns estudos tém se focado em revelar a
composicdo de esterdis em diferentes animais (LEEMING et al.,, 1996;
ZOCATELLI et. al., 2017). Gatos e porcos, por exemplo, possuem perfis de
esterdis fecais semelhantes ao do homem, porém a concentragéo de coprostanol
nas fezes de seres humanos é cerca de 10 vezes maior (LEEMING et al., 1996).

O gréfico 2 compara as concentracfes de coprostanol presente nas fezes

de diferentes animais.



60

Gréfico 2: Comparacédo das concentracdes de coprostanol em fezes de diferentes animais.
Adaptado de Leeming et al., (1996).
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O grafico 2 mostra que a concentracdo de coprostanol € muito maior nas
fezes de seres humanos que em outros animais (LEEMING et al., 1996). Desta
forma, na auséncia de fontes potenciais de coprostanol a partir de fezes de
animais, como pecuaria e suinocultura, a sua presenca em corpos aquaticos
pode ser confiavelmente atribuida a fezes humanas (MELO et al., 2023). As
"impressodes digitais de esterois" das fezes de seres humanos e de outros
animais sao suficientemente distintas para diagnosticar a origem da
contaminacdo fecal de corpos aquaticos (LEEMING et al., 1996; ZOCATELLI et.
al., 2017). Nesse sentido, a determinacdo de uma série de esterodis proporciona
informacdes mais consistentes e reveladoras sobre as fontes de Matéria
Organica (MO) de um ambiente (BIRK et al., 2012; MELO et al., 2023).

Para uma avaliagdo com maior confiabilidade e minimizar a ambiguidade
de fontes. A percentagem de coprostanol em relagdo ao somatorio de esterois
indica a contribuicdo relativa de esgoto domeéstico diante de fontes biogénicas,
como plantas terrestres e organismos aquaticos para a MO. Também diversos
indices diagnésticos tém sido utilizados para corroborar as concentracdes
absolutas de coprostanol (MARTINS et al., 2014). Venkatesan e Santiago (1989)
propuseram o indice epicoprostanol/coprostanol para avaliar o grau de

tratamento do esgoto despejado nos corpos aquaticos. A relacdo entre os
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isbmeros fecal e natural, coprostanol/(coprostanol + colestanol), também é muito
utilizada, onde valores > 0,7 séo indicativos de contaminacao e valores < 0,3 sé&o
indicativos de ambientes preservados (RESENDE et al., 2014; TOLOSA, et al.,
2014; GRIMALT et al., 1990). Valores intermediarios sdo algumas vezes
considerados duvidosos, embora alguns autores considerem o intervalo 0,3-0,7
como indicativo de contaminacdo moderada. O indice coprostanol/colestanol
também pode ser utilizada no mesmo sentido, sendo os valores > 0,2 indicativos
de contaminacgédo por esgoto doméstico (BATAGLION et al., 2016; RESENDE et
al., 2014). Outro indice frequentemente utilizado é coprostanol/colesterol, o qual
revela a relacdo entre o coprostanol e seu precursor colesterol. Valores maiores

gue 0,2 sao indicativos de MO de origem antropogénica.

2.4.3.1. Técnicas analiticas para a determinacdo de esterbis em matrizes
ambientais

A técnica de GC-MS é comumente usada para a determinacéo de esterois
em amostras ambientais (MATIC, et al.,, 2014). No entanto, o0 uso de
cromatografia gasosa possui certas limitagcdes, como a dificuldade da analise de
esterdis sem a etapa de derivatizacao (ISOBONE et al., 2006). Para aumentar a
volatilidade dos esterdis utiliza-se a derivatizacdo, que consiste na conversao do
grupo -OH dos esterdis a ésteres trimetil-silicicos, antes da andlise por GC-MS
(SIMONEIT, 2005; MATIC, et al., 2014), conforme ilustrado na figura 10.

w BSTFA/TMCS &5:6\/}/
>
Si
HO -0

Figura 10: Reacéo de derivatizacéo do colesterol através da substituicdo do hidrogénio da

hidroxila (—OH) pelo grupo trimetil-silicico (—Si(CHzs)s) do reagentes N,O-bis(trimetil—silil-trifluor-
acetamida)/trimetil-cloro-silano (9:1) (BSTFA/TCMS).

Com o surgimento do acoplamento da técnica de cromatografia liquida com
a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS do inglés liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry), uma nova possibilidade
analitica com vérias vantagens em relacdo as técnicas de GC ganhou atencgéo
na area de determinacdo de compostos em matrizes ambientais. (BATAGLION

et al., 2015). A tabela 8 resume as vantagens e desvantagens das técnicas
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normalmente aplicadas para a analise de esterdis (BATAGLION et al., 2015;
BATAGLION et al., 2016).

Tabela 8: Vantagens e desvantagens das técnicas LC-MS/MS, GC-MS e GC-FID,

comumente utilizadas para a determinacéo de esterais.

Técnica Vantagens Desvantagens
LC- N&o requer fracionamento do Maior custo
MS/MS extrato bruto Fragmentagéo limitada
Alta sensibilidade
Alta seletividade
Analises relativamente mais
rapidas
Menores limites de detecc¢éo e
guantificacao
N&o necessita de derivatizacdo
GC-MS Alto poder de resolucdo Limitada a compostos volateis
Alta sensibilidade, mas (ou semivolateis) e
geralmente menor que em LC— termicamente estaveis
MS/MS Analises relativamente
Alta seletividade, mas menor demoradas
que em LC-MS/MS Necessita de derivatizagéo
para certos compostos, como
esterois
GC-FID? Ampla faixa linear de resposta Atribuicdo baseia-se apenas

nos tempos de reten¢éo
Baixa seletividade

Limitada a compostos volateis
(ou semivolateis) e
termicamente estaveis
Analises relativamente
demoradas

Necessita de derivatizacdo
para certos compostos, como
esterois

Baixa resolucéo para
amostras complexas

Legenda: aGC-FID (Cromatografia gasosa acoplada ao detector de ions em chama, do inglés, Gas

Chromatography-Flame lonization Detector). Tabela elaborada pelo autor com base em SIMONEIT, 2005;

HOFFMANN & STROOBANT, 2007; BATAGLION, et al., 2015.

Devido as vantagens da LC-MS/MS, a técnica tem sido cada vez mais

empregada na determinacdo de esterbis em diferentes matrizes, como 0Oleos

comestiveis, plasma e amostras ambientais (LEMBCKE et al 2004; MO et al.,
2013; BATAGLION et al., 2015; BATAGLION, et al., 2016; FRENA et al., 2016).
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2.4.3.2. Estudos de determinacdo de esterdis em matrizes ambientais no Brasil

No Brasil, existem relativamente poucos estudos sobre os esterdis como
biomarcadores em comparagcdo outros paises desenvolvidos. Assim como a
cafeina e os horménios esteroidais, 0s esterdis ndo possuem regulamentacéo
na legislacéo brasileira. Grande parte desses estudos no Brasil sdo focados na
avaliacao das fontes de MO em matrizes ambientais, sendo o coprostanol o mais
utilizado a fim de determinar o nivel de contaminacdo por esgoto.

Um estudo publicado por Frena et al. (2019), determinou niveis
de ester6is em amostras de sedimentos e niveis de coliformes fecais em
amostras de aguas superficiais coletadas no estuario do Rio Sergipe (SE). Neste
estudo, a distribuicdo de esterdis em sedimentos foi comparada aos coliformes
fecais nas amostras de agua, e mostrou que nao ha correlagédo clara entre o
coprostanol e os coliformes. Os autores ainda ressaltam que pode ser devido a
alta resisténcia a degradacdo do coprostanol nos sedimentos e aos aportes
recentes de esgoto nos pontos de coleta de amostras de agua.

Na regiao de Manaus, um artigo publicado por Melo et al. (2019), avaliou
as concentracdes dez esterbéis em sedimentos em trés igarapés da cidade. O
coprostanol, foi encontrado em altas concentracdes (509 ng g* a 12830 ng g?)
e altas proporcoes relativas (21-54%) em todas as amostras coletadas no
igarapé do Mindu e no igarapé do Quarenta. As amostras do igarapé do Taruma-
acu também apresentaram coprostanol, no entanto, as concentragdes (<LOD -
142 ng g1) e as proporcdes relativas (0-7%) foram muito mais baixas em relacéo
aos outros dois.

Um estudo publicado por Costa, Pessoa e Carreira (2018), determinou os
niveis de entrada de esgoto da Baia de Guanabara (RJ), através dos esterdis e
coliformes fecais em amostras de &gua. As concentragbes de coprostanol
variaram de 0,03 ug L™ a 206 pg L™, enquanto que as contagens de coliformes
termotolerantes variaram entre 0,4 x 103 a 1,1 x 1012 NMP/100 mL.

Em um outro estudo, realizado na baia de Paranagud e na baia de
Guaratuba (PR), as amostras de aguas foram analisadas através da MOP. As
concentragces de coprostanol variaram de 1,00 e 2,23 ug g* na MOP. Esse
artigo mostrou que a temperatura pode afetar a relacdo entre os indicadores

microbiolégicos e o coprostanol, uma vez que o valor limite do coprostanol
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encontrado foi semelhante aos relatados em é&reas tropicais, mas inferior aos
encontrados durante o inverno em areas temperadas, reforcando a ideia de que
os valores limites devem ser calibrados para diferentes condicbes climéticas
(CABRAL et al., 2018).

2.5. Fundamentos de LC- MS/MS

Para este trabalho, foi utilizado a técnica de LC-MS/MS para a
determinacdo dos objetos do estudo. A técnica LC-MS/MS consiste no
acoplamento de cromatografia liquida com espectrometria de massas sequencial
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007). Diversos analisadores de massas podem
ser acoplados a técnica de separacgao, sendo o triplo quadrupolo o mais usado
para estudos quantitativos (KORFMACHER, 2005).

Existem varios tipos de fontes de ionizac¢do a pressao ambiente que podem
ser usadas em LC-MS/MS. O grafico 3 mostra a abrangéncia de diferentes

técnicas de ionizacdo em relacéo a polaridade e massa molecular.

Gréfico 3: As areas de andlises de compostos em relacéo a polaridade e massa molecular
como determinantes da escolha da fonte de ionizacdo. Adaptado de https://www.shimadzu.co.kr.
Acesso em 22 de julho de 2021.

PESO MOLECULAR

A
100,000 -
LCMS
MALDI (ES)
10,000 -
1,000 - - 2
/Lcms LCMs )
(APPI) (APCI)
100 ‘\. )
ICP-MS
Apolar Polar |6nicor
POLARIDADE

Em analises por LC-MS/MS, as duas fontes de ionizacdo a pressao
atmosférica mais comuns séo ESI e APCI (KORFMACHER, 2005).
Para ESI e APCI, uma combinacédo de alta voltagem e calor é usada para

fornecer a ionizacéo necessaria para produzir os ions que sdo analisados pelo
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sistema MS. Para o presente trabalho, o APCI foi utilizado como fonte de
ionizacao para todas as analises.

A técnica de APCI é adequada tanto para compostos polares como para
compostos de baixa polaridade com massa molecular de até 1500 Da. Como o0s
esterdis e hormoénios esteroidais sdo compostos hidrofébicos pouco polares e
estdo dentro da faixa de massa molecular, a técnica de APCI tem apresentado
bons resultados para essas classes de compostos (LEMBCKE et al 2005;
OJOGHORO et al 2017).

A figura 11 mostra um esquema de uma fonte de APCI e as espécies

envolvidas no processo de ionizagao.

Nebulizador

Capilar de transferéncia

Eletrodo de
descarga corona

. ; NS =
corona- . 1+ formagéo

Eletrodo de ! o N

descarga 4 " . \ Regidode

+3a +5kv:v/‘»g o e | doplasma
4 s 2

Figura 11: Esquema basico de uma fonte de APCI e as espécies envolvidas no processo
de ionizagao, considerando N2 como gas nebulizador e agua como solvente constituinte da fase

movel. Extraido de <http://www.ig.unesp.br/>. Acessado em 15 de janeiro de 2018.

No APCI, o calor € usado para vaporizar a amostra e, em seguida, uma
descarga corona € usada para ionizar as moléculas do solvente, que entédo
produzem os ions analitos por meio de mecanismos de ionizagdo quimica
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007; EL-ANEED et al., 2009).

A ionizacdo pode ser realizada no modo negativo ou positivo. No modo
negativo, [M — H] -, os ions sdo produzidos por retirada de prétons ou por ions
produzidos por ligacao de anions [M + X] . No modo positivo de aquisi¢ao, ocorre
a transferéncia de protons ou a aducéo de ions do gas reagente para produzir

os ions [M + H] * (podendo haver formacado de ion radical) para formar ions de
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espécies moleculares. Sendo que para este trabalho, o modo positivo foi utilizado
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007).

No modo positivo, quando ocorre descarga corona no solvente nebulizado,
as moléculas de gas N2 sdo excitadas e ionizadas, produzindo N4*. A fase movel
evaporada do LC atua como gas de ionizacdo. Se a agua for o Unico solvente na
fase movel evaporada, os ions moleculares de nitrogénio excitados N4* reagiriam
com as moléculas de H20 para produzir ions com (H20)n. Entdo, as moléculas
de analito M sao protonadas pelos ions do (H20)n. Finalmente, os produtos de
ionizacdo MH + (H20) séo transferidos para fora da fonte de ions de pressao
atmosférica. A remocao de moléculas de agua da molécula de analito protonado
ocorre no alto vacuo do analisador de massa (HOFFMANN & STROOBANT,
2007).

Durante uma analise por LC-MS/MS, primeiramente ocorre a separagao
cromatografica, onde os compostos sdo separados de acordo com o grau de
interacdo entre a fase movel e a fase estacionaria. ApOs a separacao
cromatografica, os compostos séo ionizados em modo positivo ou negativo de
ionizagdo. Na sequéncia, os ions serdo analisados de acordo com as suas
razes massa-carga (m/z) (AWAD et al 2015). A figura 12 mostra um esquema

de um analisador quadrupolo.
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Fendade lons ndo-ressonante
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Figura 12: Esquema basico de um analisador do tipo quadrupolo encontrados em LC-
MS/MS. Extraido e adaptado de BUSTILLOS et al 2003.

O analisador do tipo quadrupolo consiste basicamente em filtros de ions

gue permitem apenas a passagem uma determinada m/z que tenha uma
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trajetéria estavel para um determinado conjunto de parametros. Cada analisador
consiste em quatro hastes metalicas paralelas, nos quais se aplica uma voltagem
alternada e uma voltagem continua. A voltagem continua oscila alternadamente
para cada par de hastes, ou seja, enquanto um par oscila em polaridade
negativa, o outro par oscila com polaridade positiva (HOFFMANN &
STROOBANT, 2007). A figura 11 mostra que apenas um ion (cor vermelha)
apresenta trajetéria estavel para alcancar a fenda de saida e seguir para o
detector. O outro ion (cor azul) ndo apresenta trajetdria estavel para este
conjunto de voltagens e bate na haste metélica, ndo sendo assim detectado
(AWAD et al., 2015).

O analisador quadruplo € submetido a variacbes sequenciais dos
potenciais de forma a detectar todos os ions de interesse. O quadrupolo pode
ser operado no modo de varredura, no qual os ions de uma determinada faixa
de m/z sdo sequencialmente selecionados, ou no modo de Monitoramento de
fon Selecionado, SIM (do inglés Selected lon Monitoring), no qual apenas m/z
preestabelecidas sédo monitoradas (EL-ANEED et al., 2009).

O analisador quadrupolo € muito utilizado no modo SIM em estudos
guantitativos, pois a sua eficiéncia aumenta e menores limites de detecgcao e
guantificacdo séo alcancados (EL-ANEED et al., 2009).

A determinacdo de um numero maior de compostos pode ser realizada
monitorando a fragmentagcdo de varios ions precursores aos seus respectivos
ions produtos. Esta forma de andlise em espectrometria de massas, onde
monitora-se a fragmentacdo de um ion precursor selecionado no primeiro
guadrupolo ao seu correspondente ion produto selecionado no terceiro
guadrupolo, € denominada monitoramento de reacdo selecionada SRM (do
inglés, Selected Reaction Monitoring) (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).

Na pratica, em modo de SRM, o primeiro e o segundo analisador de massas
do triplo quadrupolo operam em modo SIM (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).

Um esquema ilustrando um equipamento tipico de LC-MS/MS é
apresentado na figura 13.
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Figura 13: Esquema basico de um equipamento de LC-MS/MS que consiste em um
cromatografo liquido acoplado a um espectrédmetro de massas do tipo triplo quadrupolo equipado
com uma fonte de APCI.

O ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo sofre colisdes com um
gas inerte de elevada energia (geralmente N2) em uma célula de colisdo e, entdo
fragmenta-se aos ions produtos. Estes ions produtos sdo, entdo, direcionados
ao segundo analisador de massas, onde apenas 0s ions de interesse serao

selecionados de acordo com as suas m/z (EL-ANEED et al., 2009).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Avaliar as contribuicfes de matéria organica bem como concordancia entre
diferentes indicadores quimicos de contaminagdo antropogénica em corpos

aguaticos da regido da cidade de Manaus.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar as concentracfes de cafeina, hormonios e esterdis em
amostras de aguas superficiais dos igarapés da Reserva Florestal Adolpho
Ducke, Taruma-Acu, Quarenta, Mindu e no Rio Negro;

e Avaliar a distribuicdo de cafeina e hormdnios na matéria organica dissolvida
e esterodis na matéria organica particulada.

e Inferir as possiveis e predominantes fontes contribuintes para a matéria
organica em cada um dos corpos aquaticos de estudo;

e Comparar os possiveis niveis de contaminacdo por esgoto domeéstico nos
corpos aquaticos de estudo;

e Comparar os resultados quantitativos com aqueles observados em outros
ambientes brasileiros contaminados e preservados e caracterizar os igarapés da
cidade em relacdo ao grau de contaminacao por esgoto domestico;

e Comparar os diferentes marcadores antropogénicos a fim de avaliar as

potencialidades de cada classe;

e Elaborar um novo indice diagnéstico para amostras superficiais de aguas

doce da regido amazonica.
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4. Materiais e métodos
4.1. Area de estudo

Para este trabalho, foram escolhidas amostras do Rio Negro e dos
principais igarapés das microbacias de Manaus: igarapés da Reserva Adolpho
Ducke, Igarapé do Taruma-Acu, igarapé do Quarenta e igarapé do Mindu.

O Rio Negro é o maior afluente da margem esquerda do Rio Amazonas.
Sua cor é, em parte, devido a drenagem dos solos ricos em solutos humicos,
provenientes da matéria organica em decomposicao da floresta (PINTO et al.,
2009). Todo ano, com o degelo nos Andes e a estagcédo das chuvas na regido
Amazonica, o nivel do rio sobe varios metros, alcancando sua maxima entre os
meses de junho e julho. O pico coincide com o “verao amazénico”. O nivel do rio
abaixa até meados de novembro, quando novamente inicia o ciclo da cheia
(PINTO et al., 2009).

A Reserva Adolpho Ducke, esta situada no divisor de aguas de duas
principais bacias de drenagem: um para o Rio Amazonas e o outro para o Rio
Negro. Os igarapés da reserva sao estreitos e de pouca profundidade e passam
por uma area densa de mata e muitos deles nascem dentro da propria reserva.

O igarapé Taruma-Acu € o principal corpo aquético da bacia, localizado na
zona oeste da cidade, se encontra no perimetro urbano e compde um dos
maiores tributarios do Rio Negro na regido. Faz parte da Bacia Hidrografica do
Taruma-Acu, a qual ocupa uma éarea de 1372,73 km2, o que corresponde a,
aproximadamente, 12% do territério do municipio (COSTA, 2020). Grande parte
desse igarapé esta inserido em areas de mata. No entanto, nos ultimos anos
vem sofrendo uma certa influéncia antrépica devido a presenca moradias
irregulares, flutuantes e marinas.

O lgarapé do Quarenta passa por bairros antigos e populosos, além de
atravessar a area do Polo Industrial de Manaus (PIM). Ja o Mindu é o igarapé
mais extenso da area urbana de Manaus e sua bacia hidrografica ocupa
aproximadamente 1/4 do territério urbano, o qual é ocupado por cerca de 30%
da populagdo (BORGES & SANTOS, 2011). Os igarapés do Quarenta e Mindu,
sao os principais igarapés das microbacias Mindu e Educandos e drenam areas
densamente povoadas desde as suas nascentes até a foz, recebendo residuos

domeésticos e industriais, que por sua vez sdo descarregados no Rio Negro.



71

Ao todo foram coletadas 36 amostras (figura 14) de agua entre maio e julho
de 2021. Nesse periodo ocorre o fenbmeno da cheia, época do ano em que as

aguas dos rios se elevam naturalmente.
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Dados SIRGAS 2000.
Base de dados: Instituto ileiro de fia e i
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® Pontos de amostragem: AD- Reserva [ Municipio de Manaus
florestal Adolpho Ducke, RN- Rio Negro, B Estado do Amazonas

M- Mindu, Q- Quarenta e T- Taruma-Agu. [ Amazonia Legal
[ Area da Reserva Adolpho Ducke. @© Cidade de Manaus
=== Corpos hidricos

Figura 14: Pontos de coleta das amostras de agua no Rio Negro, igarapé do Mindu,

igarapé do Quarenta e igarapé do Taruma-Acu.

O presente estudo buscou englobar trés diferentes tipos de locais de
amostragem de acordo com a sua natureza. As amostras coletadas em nos
igarapés da Reserva Adolpho Ducke como um local pristino de referéncia,
amostras dos igarapés do Quarenta e Mindu como locais contaminados, e
amostras do igarapé Taruma-Acu e do Rio Negro como locais possivelmente

contaminados.
4.2. Coleta das amostras de agua

As amostras de agua foram coletadas utilizando-se frascos de vidro ambar
previamente lavados com solucdo Extran 5% (v/v) e enxaguados com agua
corrente, e apos a secagem foi feita a limpeza com etanol por trés vezes. Em
cada ponto de amostragem foi coletado 1L de agua (figura 15). Imediatamente
apos a coleta, um volume de 20 mL de formaldeido foi adicionado as amostras
de agua a fim de cessar a atividade microbiana, em seguida foram levadas ao

laboratorio, para a as etapas de tratamento.
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Figura 15: Etapas do processo de coleta de amostras de agua: a) Frascos d&mbares de 1L
utilizados na coleta previamente esterilizados. b) Coleta de agua. c) Armazenamento das

amostras para serem levadas ao laboratério.

As etapas de tratamento das amostras foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa e Ensaios de Combustiveis (LAPEC), localizado no setor Sul do
campus da UFAM/Manaus (figura 16). Apesar do LAPEC ser voltado para o
desenvolvimento de pesquisas e monitoramento da qualidade de combustiveis
derivados de petréleo e gas natural, o prédio abriga uma diversidade de
laboratorios de pesquisa em apoio ao Programa de Pés-graduacdo em Quimica.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 16: Laboratério de Pesquisa e Ensaios de Combustiveis (LAPEC), na qual
encontra-se o laboratério onde foram realizadas o tratamento das amostras.

4.3. Extragdo de compostos organicos

As amostras de agua foram estudadas em relacédo as fracbes de MOD e
MOP, a fim de determinar as concentra¢cdes de cafeina, horménios e esterois. A
figura 17 ilustra o método utilizado para determinar os diferentes indicadores

guimicos em amostras de agua.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Amostra de dgua

(L)
Filtragem L MOP
2.7e0.7um pesagem
Ultrassom
SPE 15mLde DCM/MeOH

(2:1) por 30min

l

MOD
Eluicdo com 5mLde
MeOHe ACN

Centrifuga
10min

i

Secagem do extrato e redissolvicdo com MeOH paral mL

i

Analise por LC-MSMS

Parametros analiticos otimizados

Figura 17: Metodologia utilizada para investigar a presenca de diferentes indicadores

guimicos nas fracdes de MOD e MOP de amostras de aguas superficiais.

Apobs a coleta, as amostras de agua foram filtradas utilizando um sistema
filtrante de vidro acoplado a uma bomba a vacuo, conforme ilustrado na figura
18. Os filtros foram inicialmente pesados a fim de se obter a massa de MOP

contida amostra de agua.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 18: Sistema de filtragem de agua.

Foram feitas pré-filtragcbes em filtros qualitativos com o objetivo de reter

possiveis particulas maiores como galhos e folhas e, em seguida, foram
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utilizados filtros de fibra de vidro com porosidade de 2,7 uym e 0,7 um a fim de

reter a fracdo de MOP (figura 19).

Figura 19: Filtragem das amostras: a) Pesagem dos filtros das de fibra de vidro com
porosidades de 2,7 um e 0,7 um. b) Pesagem dos filtros. c) Filtragem das amostras de agua. d)

Secagem dos filtros para a pesagem e extracao.

Apos a filtragem das amostras, os diferentes filtros foram secados e
pesados e, em seguida, submetidos a extracdo. A extracdo dos compostos
organicos retidos nos filtros foi adaptada de Matic et al 2014, sendo utilizados 15
mL de uma solucdo de DCM:MeOH (2:1) em banho ultrassénico por 30 min

(figura 20).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 20: Extracdo dos compostos orgénicos a partir da MOP retida nos filtros.

Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um baldo. Repetiu-se o
processo por mais duas vezes. O extrato combinado foi filtrado em filtro de
seringa PTFE (didmetro 13 mm, poro 0,45 ym) para a remogéao de particulas em
suspensao. Ap6s o término desse processo, 0 extrato combinado foi
rotaevaporado. Os extratos secos foram redissolvidos em 1 mL de metanol e
transferidos para vials para analise cromatografica.

A amostra de agua, apds o processo de filtragem ainda contém a parcela

de MOD. A partir das amostras de agua filtradas, a MOD foi extraida e

Fonte: Arquivo pessoal.
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concentrados em um sistema de SPE, utilizando cartuchos de fase polimérica
(Strata-X 33 um, 500mg/ 6 mL). Inicialmente, condicionou-se os cartuchos com
5,0 mL de metanol, e depois equilibrou-se com 5,0 mL de 4gua destilada e, em

seguida, adicionou-se 1 L de amostra (figura 21).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 21: Sistema de SPE acoplado a bomba a vacuo.

Apoés a passagem de toda a amostra de agua, a eluicdo dos compostos
retidos foi feita com a passagem de 5,0 mL de MeOH, seguida de 5,0 mL de
ACN. Os extratos foram secos sob um suave fluxo de gas nitrogénio, sendo
posteriormente redissolvidos em 1,0 mL de metanol e transferidos para vials para

a analise cromatografica.

4.4. Andlise por LC-MS/MS

As amostras foram analisadas no equipamento LC-MS/MS do Laborat6rio
Ecofisiologia e Evolugcédo Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA) (figura 22).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 22: Laboratorio de Ecofisiologia e Evolugdo Molecular, localizado no Instituto de
Pesquisa da Amazénia-INPA, na qual encontra-se o equipamento LC-MS/MS.
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As analises foram realizadas em um LC modelo 1200 series da Agilent
Technologies (Santa Clara, Estados Unidos da América) acoplado a um
espectrometro de massas modelo API 4000 da Applied Biosystems (Darmstadt,

Alemanha) (figura 23).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 23: LC modelo 1200 series (Agilent Technologies) acoplado a um espectrdmetro
de massas modelo API 4000 (Applied Biosystems), podendo operar com as fontes de ionizagéo
ESI ou APCI.

O método para a determinacdo de cafeina e dos horménios esteroidais
estrona (E), estradiol (E2), estriol (E3), 17a-etinilestradiol (EE2) e
progesterona(P), foi desenvolvido e otimizado nesse estudo. Inicialmente, uma
solucdo de 100 ng mL*! de cada analito foi individualmente injetada no
espectrometro por infusdo direta para a verificagdo do ion precursor — molécula
protonada/desprotonada e/ou possiveis adutos. Na sequéncia, um experimento
de varredura de ions produtos foi realizada para a verificacdo dos ions produtos.
Com os ions precursores e produtos estabelecidos, realizou-se a otimizacao das
voltagens dos quadrupolos, bem como da energia de colisédo de cada transicao.
ApOs a otimizagéo dos parametros relacionados aos analisadores de massas, 0S
parametros relativos as fontes de ESI e APCI foram otimizados. Apds avaliacdo
dos resultados, estabeleceu-se as seguintes condi¢cdes instrumentais. O
espectrometro de massas foi utilizado com uma fonte de APCI em modo positivo
de ionizagéao, utilizando 5,0 pA como corrente da agulha de descarga corona e
temperatura de 400 °C para dessolvatacdo. A separacdo cromatografica foi
otimizada em duas colunas, usando metanol ou acetonitrila como fase movel
organica. Agua deionizada com e sem aditivos e tampdes (acetato e formiato)
foram testados como fase mével aquosa. Apds diversos testes, estabeleceu-se

a coluna Shimpack XR-ODS Il de fase reversa, de 30 mm de comprimento, 2,0
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mm de didametro interno e 2,2 ym de tamanho de particula. A separacao
cromatografica foi realizada utilizando MeOH e agua deionizada como fase
mével, de acordo com o seguinte gradiente de eluigdo: 0-1 minutos (10% de
MeOH), 1-8 minutos (90% de MeOH), e 8-11 minutos (90% de MeOH), 11-12
minutos (10% de MeOH), 12-15 minutos (10% de MeOH), na temperatura de 30
°C e vazédo de 0,45 mL mint. A temperatura do amostrador automatico foi
mantida em 10 °C e o volume de injecao utilizado foi de 5 pL. O espectrémetro
de massas foi operado no modo SRM. A tabela 9 apresenta as transi¢cdes

monitoradas para a cafeina e para os horménios esteroidais.

Tabela 9: Transicdes monitoradas no método SRM para cafeina e horménios

esteroidais.

Composto Férmula Massa Transicao de Transicao de
Molecular Molecular Quantificacéo Qualificacéo

Cafeina CgH10N4O- 194 195>138 195>110

El C18H2202 270 271>157 271>133

E2 C18H2402 272 255>159 255>133

E3 C18H2403 288 271>157 271>133

EE2 C20H2402 296 279>133 279>138

P C21H3002 315 315>109 315>297

Para a construcéo das curvas de calibracdo para a cafeina, optou-se pelo
método de padronizacdo externa, sendo as concentracdes na faixa entre 1 e
1000 ng mLt. As areas do pico da cafeina representam os valores do eixo vy,
enquanto as concentragcdes representam o eixo x da curva de calibracdo. A
equacdo da curva de calibracédo obtida foi considerada para a quantificacdo de
cafeina nas amostras.

Para a construcdo das curvas de calibracdo, optou-se pelo método de
padronizacao interna, sendo as concentracées dos analitos na faixa entre 10 e
1000 ng mL? e a concentracdo dos respectivos padrdes deuterados de 500 ng
mL1 em todos os pontos da curva. A razdo entre a area do analito e a area do
Pl representa os valores do eixo y, enquanto a concentragcdo do analito
representa o eixo x da curva de calibragcéo. Para a quantificacdo dos hormonios

nas amostras, foi calculada a razao da area do pico de cada analito pela area do
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pico do PI, entdo as concentracdes foram obtidas usando a respectiva equacao
da curva de calibracéao.

Os esterdéis de interesse foram quantificados por um método analitico
previamente desenvolvido e validado por Bataglion e colaboradores (2015). O
espectrdmetro de massas foi utilizado com uma fonte de APCI em modo positivo
de ionizacéo, utilizando 4,0 pA como corrente da agulha de descarga corona e
temperatura de 450 °C para dessolvatacdo. A separacéo foi realizada utilizando
uma coluna Shimpack XR-ODS lll de fase reversa, de 150 mm de comprimento,
2,0 mm de diametro interno e 2,2 um de tamanho de particula.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando MeOH e agua
deionizada como fase movel, de acordo com o seguinte gradiente de eluicdo: O-
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 mint. A temperatura do
amostrador automatico foi mantida em 10 °C e o volume de injecédo utilizado foi
de 5 pL. O espectrémetro de massas foi operado no modo SRM. A tabela 10

apresenta as transicdes monitoradas para cada esterol de interesse.

Tabela 10: Transi¢des monitoradas no método SRM para os esterois de interesse.

Férmula Massa Transicéo de Transicao de
Composto - o

Molecular Molecular Quantificagéo Qualificacéo
Colesterol Co7H160 386 369>95 369>135
Epicoprostanol C27H40 388 371>95 371>81
Coprostanol Co7Hag0 388 371>95 371>81
Colestanol C27H480 388 371>95 371>81
Ergosterol C28H440 396 379>69 379>83
Brassicasterol C2gHa60 398 381>69 381>135
Campesterol C2sHasO 400 383>161 383>81
Estigmasterol C29H4s0 412 395>81 395>107
B-Sitosterol C29Hs00 414 397>95 397>81
Estigmastanol C29Hs20 416 399>95 399>149

Os padrdes dos esterois colesterol, epicoprostanol, coprostanol, colestanol,
brassicasterol, ergosterol, estigmasterol, B-sitosterol e sitostanol foram obtidos
da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e apresentam pureza maior que 95%.
Foram preparadas solugdes estoque para cada analito na concentracéo de 1,0
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mg mL*em DCM. A partir das solu¢des individuais, foi preparada uma solugédo
de trabalho contendo todos os analitos na concentracédo de 2,0 ug mL* em DCM,
a qual foi utilizada para o preparo das curvas de calibracdo em MeOH. Para a
construgcdo das curvas de calibracdo, optou-se pelo método de padronizacao
interna, sendo as concentracdes dos analitos na faixa entre 10 e 1000 ng mL* e
a concentracdo do padréao interno (PI) colesterol-ds de 500 ng mL! em todos os
pontos da curva. A razdo entre a area do analito e a area do Pl representa 0s
valores do eixo y, enquanto a concentragdao do analito representa o eixo x da
curva de calibracdo. Para a quantificacdo dos ester6is nas amostras, foi
calculada a razdo da area do pico de cada analito pela area do pico do PI, entéo
as concentracfes foram obtidas usando a respectiva equacdo da curva de

calibracao.
4.5. Tratamento Estatistico

A maioria das analises ambientais, requer uma grande quantidade de
amostras e variaveis, resultando em um complexo conjunto de dados que
acabam dificultando a tratamento direto dos resultados (AZHAR et al., 2015).
Para isso, os métodos estatistico multivariados podem ser uma ferramenta
poderosa na avaliacdo de padrdes ambientais (OLSEN; CHAPPELL; LOFTIS.
2012; AZHAR et al., 2015). Os métodos estatisticos multivariados podem ser
Uteis para avaliar fontes de contaminacao e classificacdo da qualidade da agua
OLSEN; CHAPPELL; LOFTIS. 2012). Para este estudo, o tratamento estatistico
foi realizado através do software MatLab e foram aplicadas as seguintes técnicas
estatisticas multivariadas: Teste T? de Hotelling/Q-residual, Andlise de
Componentes Principais ou PCA (Principal Component Analysis) e Analise de
Agrupamento Hierarquico ou HCA (Hierarchical Cluster Analysis).

4.5.1. Teste T? de Hotelling / Q-residual

Os testes T?de Hotelling e Q-residual sdo testes distintos bastante
utilizados em analises multivariadas em diversas areas do conhecimento, que
guando associados, fornece um método para comprovar se um conjunto de
dados diferem entre si significativamente (QIN, 2003; PORWIK; DOROZ;
ORCZYK. 2015). Para este estudo o teste T2 de Hotelling/Q-residual foi utilizado

para detectar pontos outlier (andmalos) e assim excluir possiveis amostras que
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apresentem prejuizos a interpretacdo dos resultados (LE et al., 2020). Essa
abordagem permite melhorar a capacidade do PCA de reduzir a dimensédo dos

dados sem perder informacgdes significativas (PLATIKANOV et al., 2021).

45.2. PCA

A PCA é o método estatistico multivariado mais aplicado em estudos de
bacias hidrograficas, pois reduz efetivamente o nimero de variaveis através da
correlacdo entre os constituintes da amostra (OLSEN; CHAPPELL; LOFTIS.
2012; MUANGTHONG & SHRESTHA, 2015). Uma vez que as concentracdes de
compostos podem variar grandemente entre suas propor¢cdes devido as
diferentes caracteristicas, um pré-processamento de dados indicado a esse
conjunto de dados é o autoescalamento, pois a grande variabilidade nos valores
de loadings (valores no grafico) sdo corrigidos para que sejam ajustados de
modo a estar mais bem distribuido no grafico de PCA (INDELICATO et al., 2018).

4.5.3. HCA

A HCA é um método comumente utilizado e aplicado para tratamento de
diversas variaveis ambientais (VIKASKUMAR et al., 2007; PARRISH; HORACIO;
CARRE, 2017). A HCA é um dendrograma (diagrama tipo arvore) que exibe um
conjunto de dados através de agrupamentos, sendo tais grupos organizados
através de seus niveis de similaridade, podendo revelar relacbes entre as
amostras (FURTULA et al., 2011; PARRISH; HORACIO; CARRE, 2017). Para
este estudo, a HCA também foi realizada com os dados autoescalados, e foi
realizada através de duas abordagens. Uma através do agrupamento dos pontos

de coleta e outro com o agrupamento da relacao entre a cafeina e os esterais.
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5. Resultado e discussao
5.1. Parametros analiticos

Para a determinacdo da recuperacdo do método utilizado neste trabalho,
inicialmente foram determinadas as concentracdes de cafeina, horménios (E1,
E2, E3, EE2 e P) e esterdis (colesterol, coprostanol, epicoprostanol, sitostanol
colestanol, estigmasterol,  estigmastanol, B-Sitosterol,  campesterol,

brassicasterol) em uma amostra do igarapé do Taruma-Acu.

Apos a determinacdo das concentracdes nas amostras, foram adicionados
padrdes de cada analito em trés niveis de concentracdes nesta mesma amostra,
sendo 20, 500 e 1000 ng L%, para cafeina e esteréis e 10, 100, 500 ng L para
os horménios. Em seguida foi realizada a extracao de acordo com a metodologia.
Foram comparadas as concentracfes tedricas com as das amostras. Foi

calculada a recuperagéo:

% rec = concentracdo amostra fortificada — concentracdo amostra original x 100
concentragao esperada correspondente a fortificagédo

As curvas de calibracdo de todos os analitos estdo no apéndice X, e foram
utilizadas para calcular os LOD e LOQ. Para o calculo de LOD foi usado LOD =
3,3 s/ b, e para o calculo de LOQ foi usado: LOQ = 10 s / b, onde s- desvio
padrdo; b- inclinagdo da curva analitica. A seguir nas tabelas 11 e 12 estdo os
LOD e LOQ e as recuperacdes dos analitos deste trabalho.

Tabela 11: Parametros analiticos (LOD, LOQ e recuperagdo) para os hormdnios
esteroidais.

LOD LoQ Recuperagao (%)
Composto (ngL?) (ngL?) 10nglL? 100 ng L 500 ng L
El 2,98 9,82 92,15 +12,76 95,10 + 15,01 95,00+9,11
E2 2,78 9,18 88,10+ 9,50 91,68 +9,13 92,11+ 10,78
E3 2,47 8,15 81,45 + 5,50 82,10+ 7,50 90,00+ 5,11
EE2 2,76 9,10 90,10+ 7,67 94,11 + 6,81 95,48 + 8,33

P 0,10 0,33 95,10+ 3,41 95,88+ 6,51 96,10+ 4,75
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Tabela 12: Parametros analiticos (LOD, LOQ e recuperacao) para cafeina e esterois.

LOD LoQ Recuperagdo (%)
Composto (ng LY (ng L) 20nglL! 500 ng L 1000 ng L
Cafeina 1,15 3,83 85,15+ 8,43 87,20+ 6,78 88,45+ 7,18
Colesterol 6,50 21,64 92,50+ 6,78 93,45+ 5,64 92,90+5,71
Epicoprostanol 5,30 17,65 94,50 + 5,15 95,15+ 4,48 93,45+ 4,02
Coprostanol 5,28 17,58 95,10+ 5,01 95,25+ 4,96 96,15 + 4,88
Colestanol 5,89 19,61 95,14 + 5,28 94,88 + 4,24 98,10+ 4,50
Ergosterol 6,45 21,48 90,10+ 7,14 91,28 £+ 6,69 93,14 £ 6,15
Brassicasterol 5,60 18,65 93,15+ 6,55 94,67 £ 5,36 95,10+ 6,47
Campesterol 5,24 17,45 93,72 £ 6,47 91,88+ 6,13 94,64 + 5,93
Estigmasterol 6,20 20,65 90,31+ 4,67 91,47 £ 4,23 94,20+ 4,20
8-Sitosterol 5,15 17,15 93,55+ 5,00 94,58 + 4,44 93,42 £ 4,03
Estigmastanol 7,82 26,04 95,68 + 3,20 94,26 + 3,68 95,15+ 3,98

5.2. Determinacao dos analitos nas amostras

As concentracfes de cafeina, hormoénios esteroidais e esterois
apresentados a seguir referem-se as fracbes de MOD e MOP, sendo que na
fracdo da MOD foram determinadas as concentragdes de cafeina e horménios e
na MOP foram determinadas as concentracdes de esterdis. Para este trabalho
os analitos foram determinados em suas respectivas fracdes pelo fato de serem
encontradas majoritariamente nestas. A seguir, estdo apresentados o0s
resultados obtidos das analises de cafeina, horménios esteroidais e esterdis em

cada um dos igarapés e Rio Negro.

5.3. Igarapés da Reserva Florestal Adolpho Ducke
5.3.1. Cafeina

As amostras de agua da Reserva Adolpho Ducke foram coletadas em
diferentes igarapés, sendo as concentracdes de cafeina apresentadas na tabela
13.
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Tabela 13: Concentragdes de cafeina (ng L) em amostras de agua coletadas em
diferentes igarapés da Reserva Adolpho Ducke.

Amostra Concentracdo (ng L)

AD1 108,61
AD2 24,58
AD3 20,20
ADA4 43,17
AD5 165,78
ADG6 28,30

Oliveira et al (2011) relataram que a regido se encontra preservada e sem
introducéo direta de efluentes e que que ha no entorno dessa bacia hidrografica
vegetacdes que produzem cafeina, como cacau e acai. Dessa forma, as
concentracdes relatadas para a area estédo relacionadas a producao natural do
composto estudado. No entanto, devemos levar em consideracdo as
caracteristicas do local e outros fatores que podem influenciar nas
concentracdes, como o volume de agua do corpo aquatico.

Um estudo realizado em uma &rea de conservacgao no sudoeste da Geodrgia
(EUA) relatou concentracdes de cafeina de até 14,6 ng L. Um dos objetivos do
referido trabalho era determinar se as fontes naturais de cafeina eram
significativas em areas despovoadas. A cafeina foi determinada em uma area
pantanosa e em dois riachos tributarios do rio principal localizados antes dos
locais de descarga de aguas residuais da cidade. Os autores relatam que
embora existam fontes naturais, os niveis de cafeina nesses locais
permaneceram abaixo do limite de deteccdo a medida que o volume de agua
dos riachos aumenta. Nesse mesmo estudo, foi encontrada uma planta que
metaboliza a cafeina e que provavelmente contribui como fonte (PEELER,;
OPSAHL; CHATON 2006).

A maior concentracdo de cafeina foi detectada na amostra AD5 que faz
parte do igarapé principal (igarapé do Acara, que desagua no Rio Negro) e dentre
as amostras, foi a Ultima amostra que foi possivel coletar antes do igarapé sair
da reserva e entra e para area urbanizada. Uma explicacdo para sua maior
concentracdo, pode estar associada ao acumulo de matéria organica (MO) vinda
ao longo do percurso do igarapé. A amostra AD1 foi a Unica que foi possivel
coletar na microbacia do igarapé do Tinga, e faz parte de um dos igarapés
adjacentes ao igarapé principal e que desdgua no Rio Amazonas (figura 24). De
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modo geral, as concentracdes de cafeina nas demais amostras ndo variaram

consideravelmente.

Microbagia d
igarapé do
Tinga

icrobacia do
igarapé do
Acara

Reserva Florestal
Adolpho Ducke

Figura 24: Pontos de amostragem na microbacia dos igarapés do Acara e Tinga, localizado

na Reserva Florestal Adolpho Ducke.
5.3.2. Hormonios Esteroidais

As concentracdes dos hormdnios estrona, estradiol, estriol, 17a-
etinilestradiol e progesterona ficaram abaixo do limite de deteccdo em todas as
amostras dos igarapés da Reserva. Como ja mencionado neste trabalho, os
hormdnios esteroidais encontrados em corpos hidricos sdo contaminantes
emergentes que estao diretamente ligados aos medicamentos. Sendo que sua
presenca € um forte indicio de entrada de esgoto ndo tratado. Esse resultado
reforca a ideia de que a area da Reserva Adolpho Ducke é uma area preservada
e gque a deteccao de possiveis contaminantes encontrados nessa area pode ter

origem natural.

5.3.3. Esterois

A tabela 14 apresenta as concentracdes individuais de cada esterol e o
gréfico 4 mostra suas percentagens relativas dos esterois nas amostras de agua
coletadas nos igarapés da Reserva Adolpho Ducke.



85

Tabela 14: Concentracdes de esterdis (ng L) nas amostras de agua coletadas nos

igarapés da Reserva Adolpho Ducke.

Concentracgéo (ng L™)

Composto

AD1 AD2 AD3 AD4 AD5 ADG6
Colesterol 1123,37 402,52 515,50 379,75 427,49 536,96
Epicoprostanol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Coprostanol 120,44 31,49 49,22 110,28 57,39 64,84
Colestanol 90,33 26,10 42,46 88,22 56,87 78,35
Campesterol 107,78 427,92 156,62 139,53 148,51 156,62
Estigmasterol 93,55 1059,20 130,25 52,35 39,51 144,42
B-sitosterol 288,85 9245,72 318,13 107,52 258,83 399,07
Sitostanol 103,75 167,69 185,59 84,75 75,12 182,66
Total 1928,05 11360,64 1397,77 962,40 1063,71  1562,92

Gréfico 4: Proporcao relativa de ester6is nas amostras de 4gua coletadas nos igarapés da

Reserva Adolpho Ducke.
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As concentracfes totais de esteréis variaram de 0,96 a 11,36 ug L%,
enquanto a concentracdo de coprostanol variou de 31,49 a 120,44 ng L. Assim,
o coprostanol representou de 0,28 a 11,46% do conteudo total de esterois
conforme mostrado no grafico 3. O epicoprostanol ficou abaixo do limite de
deteccdo em todas as amostras coletadas na Reserva.

Dentre as amostras coletadas na bacia do igarapé do Acara, as amostras
de AD3, AD4, AD5 e AD6 apresentaram concentracdes e perfis de esterois
semelhantes. Com excegdo da amostra RD2, o colesterol foi o esterol
majoritario. Como ja& mencionado, em ambientes naturais, o colesterol esta

associado a microrganismos aquaticos, bem como o colestanol, sendo
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observado em menores contribuicdes nesse estudo (VOLKMAN, 2003; ABREU-
MOTA et al., 2014). Os esterois caracteristicos de plantas, como campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol também apresentaram contribui¢cdes significativas.
Isso indica que a MO dos igarapés da Reserva Adolpho Ducke tem contribuicéo
equiparavel de plantas e microrganismos aquaticos.

Em relacdo as demais, a amostra AD2 apresentou concentracdo total de
esterol elevada e um distinguivel perfil de distribuicdo. Nessa amostra, a
concentracéo absoluta e a proporgéo relativa de B-sitosterol foram muito maiores
gue as dos demais esteréis. O f-sitosterol € um esterol sintetizado,
principalmente, por plantas terrestres. E interessante notar que os demais
fitoesterois apresentaram contribuicdes similares aquelas das demais amostras.
Nesse sentido, a amostra AD2 apresentou um resultado andmalo e que deve ser
estudado com mais detalhes.

A amostra AD1 foi a Unica coletada na microbacia do Tinga (porcéo direita
da reserva). Essa amostra apresentou concentracdes de esteréis e perfil de
distribuicdo similares aos das amostras AD3, AD4, AD5 e AD6. Embora a
contribuicéo de colesterol tenha sido levemente superior nessa amostra, ainda
nao podemos inferir que a contribuicdo de MO aquatica é maior na microbacia
do Tinga.

O coprostanol foi encontrado em todas as amostras de agua coletadas nos
igarapés da Reserva Adolpho Ducke. Apesar de frequentemente ser associado
a contaminacdo por esgoto doméstico, o coprostanol pode eventualmente ter
origem natural in situ a partir da conversédo do colestanol ou do colesterol. Outra
possibilidade é a origem a partir de fezes de mamiferos que habitam a reserva.
O coprostanol é formado a partir da reducao microbiana de colesterol no intestino
de mamiferos e, entdo, eliminado pelas fezes (GRIMALT et al., 1990). Na reserva
Adolpho Ducke, existem muitos mamiferos, incluindo de pequeno, médio e
grande porte. Foram registradas cerca de 19 espécies de mamiferos, como
oncas, macacos, tamandudas, veados, cutias, dentre outros (OLIVEIRA et al.
2011). As maiores concentragbes de coprostanol foram encontradas nas
amostras AD1 e AD4, enquanto as demais amostras chegaram a apresentar
menos da metade de tais valores. Essas concentracfes podem servir como base
para a determinacdo de coprostanol de origem natural e/ou limiares

caracteristicos do ambiente. No entanto, devemos levar em consideracdo as



87

caracteristicas do local, como sera discutido na comparacdo com os demais
corpos aquaticos.

Algumas razdes diagndsticas podem ajudar a indicar se a origem do
coprostanol é natural ou antropogénica. A tabela 15 apresenta duas razdes

diagnésticas utilizadas para inferir a possivel fonte antropogénica.

Tabela 15: Razbes diagndsticas para identificar possivel contaminacdo por esgoto
domeéstico nos igarapés da Reserva Adolpho Ducke.

coprostanol/ coprostanol/
(coprostanol+colestanol) colesterol
AD1 0,57 0,11
AD2 0,54 0,07
AD3 0,53 0,09
AD4 0,55 0,29
AD5 0,50 0,13
ADG6 0,45 0,12

Na razdo coprostanol/(coprostanol + colestanol), valores maiores que 0,7
indicam a contaminacdo por esgoto, valores entre 0,3 e 0,7 indicam uma
incerteza e valores menores que 0,3 indicam que ndo ha contaminagcao por
esgoto. Bujagi¢ et al., (2016) propuseram que valores menores que 0,3 ja
indicam uma contaminacéo leve a moderada, enquanto os valores maiores que
0,7 indicam contaminacao acentuada. Na razdo coprostanol/colesterol, valores
maiores que 0,2 ja indicam alguma contaminacdo por esgoto, e valores acima
de 1,0 sdo encontrados em ambientes sob acentuada contaminacgéo (BUJAGIC
et al., 2016). Tais valores limiares sao usados como referéncias para auxiliar na
avaliacdo de contaminagdo em estudos com sedimentos. Nesse estudo, as
razdes diagnosticas foram calculadas afim de avaliar se os limites estabelecidos
podem ser usados também em estudos com agua.

As amostras de agua coletadas na Reserva Adolpho Ducke apresentaram
valores para a razado coprostanol/(coprostanol + colestanol) que seriam
inconclusivas ou indicativas de um leve aporte MO de origem antropica,
dependendo dos limites adotados. Para a razdo coprostanol/colesterol, apenas
uma amostra (AD4) apresentou valor indicativo de leve contaminacao. Porém,
como todas as amostras foram coletadas em uma &rea preservada, 0s
resultados devem ser interpretados com cuidado. Especialmente para a razao
entre os isbmeros, nota-se que as concentracfes de colestanol sdo sempre

muito baixas, podendo levar a valores superestimados.
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5.4. Igarapé do Taruma-Acu
5.4.1. Cafeina

As amostras de 4gua do igarapé Taruma-Acu foram coletadas ao longo de
cerca de 10 km (do T1 ao T5), abrangendo regides ocupadas por flutuantes e
marinas. A tabela 16 apresenta as concentracdes de cafeina para cinco
amostras de agua coletadas no igarapé Taruma-Acu.

Tabela 16: Concentracdes de cafeina (ng L'') em amostras de agua coletadas no igarapé
Taruma-Acu.

Amostra Concentragdo (ng L)

T1 41,96
T2 26,61
T3 29,06
T4 47,52
T5 30,00

As concentracfes de cafeina nas amostras de agua coletadas no igarapé
Taruma-Acu variaram de 26,61 a 47,52 ng L%, as quais estdo na mesma ordem
de grandeza das concentragcdes encontradas nas amostras dos igarapés da
Reserva Adolpho Ducke. Entretanto, algumas amostras da reserva
apresentaram maiores concentracdes de cafeina que aquelas do Taruma-Acu.
Nesse sentido, o fator de diluicdo pode ter influenciado diretamente nas
concentragbes. Enquanto o0s igarapés da reserva apresentam pouca
profundidade, o Taruma-Acu € incomparavelmente maior. As baixas
concentracdes encontradas em todas as amostras refletem o grande volume de
agua do igarapé associado ao baixo aporte de efluentes domésticos.

Nao foi possivel observar um aumento consideravel nas concentragfes de
cafeina para as amostras coletadas nas proximidades de marinas e flutuantes.
Esses resultados podem estar relacionados ao uso esporadico da maior parte
dos flutuantes, com intenso uso apenas nos finais de semana. Por estar em uma
area pouco povoada com predominancia de vegetacdo em suas margens, as
concentracdes de cafeina encontradas no igarapé Taruma-Agu, possivelmente
estdo associadas tanto a origem natural quanto antropogénica em areas de
maiores atividades, e em areas mais distantes dessas atividades possivelmente
natural. No entanto, outros indicadores devem ser avaliados para confirmar essa

hipétese.



89

5.4.2. Hormonios esteroidais

A tabela 17 apresenta as concentracdes dos hormonios esteroidais
analisados neste estudo para as amostras do lgarapé do Taruma-Acu.

Tabela 17: Concentragdes dos horménios esteroidais (ng L) em amostras de agua
coletadas no igarapé Taruma-Acu.

Concentracédo (ng L?)

Compostos

T1 T2 T3 T4 T5
Estrona 14,89 <LOD 14,87 <LOD <LOD
Estradiol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Estriol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
17a-etinilestradiol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Progesterona <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

As concentragcdes dos hormoénios estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol e
progesterona ficaram todas abaixo do limite de deteccdo em todas as amostras
do lgarapé do Taruma-Acu, enquanto que o hormonio estrona foi detectado nas
amostras T1 e T3, em concentragdes similares.

Uma possivel explicagdo do motivo das amostras T2, T4 e T5
apresentarem as concentracdes de horménios <LOD, é a de que nado ha fontes
significativas proximo a esses locais, associadas ao maior volume de 4gua nesse
igarape.

No ponto de coleta da amostra T1 esta a foz do igarapé do Taruma-Acu no
Rio Negro. Isso mostra que alguns hormdénios vindos da area urbana tém
estabilidade suficiente para persistir no ambiente e ser capaz de se transportado
a grandes distancias (ponto coletado a cerca de 300 metros da costa) a partir de
sua fonte deste igarapé e podem facilmente chegar ao Rio Negro.

A amostra T3 foi coletada nas proximidades da foz do igarapé do Bolivia
com o Tarum&-Agu, que atravessa a zona norte da cidade e tem sua nascente
na Reserva Adolpho Ducke. Grande parte desse igarapé sofre com o despejo de
esgoto ndo tratado ao logo de seu percurso, trazendo uma infinidade de

contaminantes dentre eles os hormonios.

5.4.3. Esterois

A tabela 18 apresenta as concentragdes individuais de cada esterol e 0
gréfico 5 mostra suas percentagens relativas nas amostras de agua coletadas

no igarapé Taruma-Acu.
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Tabela 18: Concentracdes de esterois (ng L) nas amostras de agua coletadas no igarapé

Taruma-Acu.
Compostos Concentracgédo (ng L?)

T1 T2 T3 T4 T5
Colesterol 486,96 415,73 263,01 493,73 432,51
Epicoprostanol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Coprostanol 59,58 40,73 41,73 31,65 34,15
Colestanol 43,14 27,09 38,36 22,75 33,19
Campesterol 176,45 330,39 97,62 250,18 158,73
Estigmasterol 246,03 470,32 146,23 273,86 152,38
B-sitosterol 507,36 519,79 325,93 435,23 321,57
Sitostanol 107,25 209,75 127,95 161,16 193,29
Total 1626,76 2013,80 1040,84 1668,55 1325,83

Gréfico 5: Proporcgéo relativa de esterdis nas amostras de agua coletadas no igarapé
Taruma-Acu.
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As amostras de agua coletadas no igarapé Taruma-Acu apresentaram
concentracBes totais de ester6is entre 1,04 e 2,01 uyg L%, enquanto a
concentracdo de coprostanol variou de 31,65 a 59,58 ng Lt Assim, o
coprostanol representou de 1,90 a 4,01% do conteudo total de esterois. O
epicoprostanol ficou abaixo do limite de deteccdo em todas as amostras do
igarapé Taruma-Agu.

Observa-se que nao ha diferenca consideravel nas concentracdes totais de
esterdis. Em todas as amostras, houve predominio dos esterdis de origem
biogénica, indicando que as fontes naturais de MO sdo predominantes em
relacdo as antropogénicas. No igarapé Taruma-Acu, observa-se que os esterois
provenientes de plantas s&o predominantes em relagdo aos de origem aquética.
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A presenca acentuada de vegetacdo nas margens do igarapé Taruma-Acu
refletiu-se no predominio de esterdis como campesterol, B-sitosterol,
estigmasterol e sitostanol.

As amostras T2 e T4 foram coletadas em areas de balnearios. O ponto T2
foi coletado proximo a um local chamado de “Praia Dourada”, local bastante
movimentado da area periférica da cidade. O ponto T4 foi coletado préximo a um
local chamado de balneario da “Prainha”, area também bastante movimentada
da area periférica da cidade. Esses balnearios sao as principais areas de lazer
frequentadas por banhistas. A amostra T5 foi coletada o mais distante possivel
de flutuantes e marinas e, supostamente, sofre menos influéncia da area urbana.

O coprostanol foi encontrado em todas as amostras de agua coletadas no
igarapé Taruma-Acu. A maior concentracdo de coprostanol foi encontrada na
amostra T1, seguida das amostras T2 e T3 que apresentaram concentragdes de
coprostanol semelhantes. As menores concentracdes de coprostanol foram
encontradas para as amostras T4 e T5. Nesse sentido, ndo foi possivel
relacionar as concentracées de coprostanol com as areas mais frequentadas
para recreacdo. Embora existam muitos bares flutuantes e marinas no igarapé
Taruma-Acu, os resultados quantitativos de esterbis indicam que o corpo
aguatico ainda é capaz de depurar a carga organica nele lancada.

Em um trabalho publicado pelos autores Costa, Pessoa e Carreira (2018),
foi possivel propor a concentracdo de 60 ng L™ de coprostanol em aguas fluviais
correspondendo ao critério de 800 NMP/100mL de E. coli, estabelecido na
legislacao brasileira para aguas destinadas a recreacdo de contato primario. Os
autores propdem que esse valor seja utilizado como critério adicional junto a
colimetria na avaliagdo da qualidade da agua. Todas as amostras de agua
coletadas no igarapé Taruma-Acu apresentaram concentracées de coprostanol
abaixo de 60 ng L, embora a aplicacéo de tal limiar para a regido de estudo
precise ser mais bem avaliada.

Os indices diagnoésticos foram determinados a fim de investigar a
aplicabilidade em amostras de agua. Na tabela 19 estdo apresentados os indices

para as amostras coletadas no igarapé Taruma-Acu.
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Tabela 19: Razfes diagnésticas para identificar possivel contaminagdo por esgoto
doméstico no igarapé Taruma-Acgu.

coprostanol/ coprostanol/
(coprostanol+colestanol)  colesterol
Tl 0,58 0,12
T2 0,60 0,09
T3 0,52 0,15
T4 0,58 0,06
T5 0,50 0,07

As amostras de agua coletadas no igarapé Taruma-Acu apresentaram
valores para a razdo coprostanol/(coprostanol + colestanol) que seriam
inconclusivas ou indicativas leve aporte de MO de origem antrépica. Entretanto,
nenhuma das amostras apresentou razao coprostanol/colesterol indicativa de
contaminagdo. Essa contradicdo pode ser devido a baixa concentracdo de
colestanol, o que acarreta um aumento da razao entre os homélogos saturados.
Aparentemente, a razao entre o estanol fecal e seu esterol precursor parece mais
adequada para avaliar contaminagcdo por esgoto nos corpos aquaticos
estudados.

5.5. Igarapé do Quarenta
5.5.1. Cafeina

As amostras de agua do igarapé do Quarenta foram coletadas ao longo de
cercade 7 km (do Q1 ao Q5). A tabela 20 apresenta as concentracdes de cafeina
das cinco amostras de agua coletadas no igarapé do Quarenta.

Tabela 20: Concentracdes de cafeina em amostras de agua coletadas no igarapé do
Quarenta.

Amostra  Concentracdo (ng LY) Concentracdo (ug L™?)

Q1 15866,95 15,87
Q2 16883,05 16,88
Q3 60082,01 60,08
Q4 47783,65 47,78
Q5 1466,70 1,47

As amostras de aguas coletadas no igarapé do Quarenta apresentaram
concentracdes de cafeina elevadas que variaram entre 1466,70 e 60082,01 ng
L1. As amostras Q3 e Q4 apresentaram as maiores concentracdes de cafeina.

Ao longo do igarapé do Quarenta, nas proximidades dos pontos de coleta das
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amostras Q3 e Q4, encontram-se bairros bastante populosos, como Japiim,
Petropolis, Raiz, Betania e Morro da Liberdade e o distrito industrial de Manaus.
Essa maior densidade populacional pode explicar as maiores concentracoes de
cafeina encontradas nas amostras Q3 e Q4.

A amostra Q5 apresentou a menor concentracdo de cafeina. Neste ponto
de coleta, o volume de agua é muito superior ao dos outros pontos. O referido
local é préximo ao desague do igarapé do Quarenta no Rio Negro. Pelo fato de
a coleta ter sido realizada no periodo de cheia (julho), o fator de diluicdo
influenciou diretamente na concentragcdo de cafeina da amostra Q5.

Em um trabalho com amostras do rio Ochlockonee (EUA) e de seus
afluentes, Peeler, Opsahl e Chaton (2006), verificaram que a medida que as
aguas desses locais fluiam em direcdo ao rio Ochlockonee, a cafeina se tornava
indetectavel. A degradacao da cafeina pode ocorrer ao longo do percurso, mas
a diluicdo € uma explicacdo mais provavel devido aos elevados volumes de agua

do igarapé.
5.5.2. Hormonios esteroidais

A tabela 21 apresenta as concentracdes dos hormoénios esteroidais

analisados neste estudo para as amostras do lgarapé do Quarenta.

Tabela 21: Concentragdes dos horménios esteroidais (ng L) em amostras de agua
coletadas no igarapé do Quarenta.

Concentragéo (ng L)

Compostos

Ql Q2 Q3 Q4 Q5
Estrona 22,37 21,36 36,39 37,97 15,44
Estradiol 19,03 18,46 14,22 13,50 <LOD
Estriol 10,04 12,65 15,95 <LOD < LOD
17a-etinilestradiol 17,40 11,66 12,73 <LOD <LOD
Progesterona <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Nas amostras de Q1 a Q3, foi possivel detectar os horménios estrona,
estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol, na Q4, estrona e estradiol e na Q5 apenas
a estrona. As concentracdes do horménio progesterona ficaram todas abaixo do
limite de deteccdo em todas as amostras do lgarapé do Quarenta. Em
contrapartida, a estrona foi o Unico horménio detectado em todas as amostras.

As concentragbes de hormodnios estdo na mesma ordem de grandeza,

sendo que as amostras variaram da seguinte forma: a estrona, de 15,44 a 37,97
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ng L%, o estradiol de <LOD a 19,03 ng L%, o estriol de <LOD a 15,95 ng L' e o
17a-etinilestradiol de <LOD a 17,40 ng L.

No grafico 6, mostra o perfil de distribuicdo dos horménios através de suas
percentagens relativas nas amostras de agua coletadas nos igarapés do

Quarenta.

Gréfico 6: Perfil de distribuicdo de hormdnios esteroidais analisados neste estudo para as

amostras do igarapé do Quarenta.
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As amostras Q1, Q2 e Q3 apresentam um perfil de distribuicdo semelhante,
na amostra Q4, dos dois hormdnios detectados, a estrona € o majoritario.

Na amostra Q5, em que somente a estrona foi detectada, representando
100 % dos hormoénios detectados para este ponto e apresentou o menor valor
dentre as concentracdes, reforcando a ideia de que o fator de diluicao influencia

diretamente nas concentracoes.

5.5.3. Esterois

A tabela 22 apresenta as concentra¢cfes individuais de cada esterol e o
grafico 7 mostra suas percentagens relativas nas amostras de agua coletadas

no igarapé do Quarenta.
Tabela 22: Concentragdes de esterois (ug L) nas amostras de agua coletadas no igarapé

do Quarenta.

Concentracgdo (ug L)

Composto

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5
Colesterol 6,35 450 11,19 18,66 1,07
Epicoprostanol 0,86 0,59 1,34 2,21 0,30

Coprostanol 16,72 11,34 26,40 36,93 2,88
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Colestanol 1,09 0,91 2,04 2,67 0,69
Campesterol 1,97 0,94 1,50 2,59 0,52
Estigmasterol 1,40 0,72 1,13 2,00 0,98
B-sitosterol 4,27 1,72 2,61 4,64 0,60
Sitostanol (isbmero) 1,78 1,22 2,79 3,93 0,35
Sitostanol 1,54 1,15 0,86 1,38 0,21
Total 35,98 23,09 49,87 75,01 7,59

Gréfico 7: Proporcéao relativa de esteréis nas amostras de agua coletadas no igarapé do

Quarenta.
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As amostras de agua coletadas no igarapé do Quarenta apresentaram
concentracdes totais de esterdis entre 7,59 e 75,01 ug L%, enquanto a
concentragdo de coprostanol variou de 2,88 a 36,93 ug L. Assim, o coprostanol
representou de 37,94 a 52,94% do conteudo total de esterdis, sendo majoritario
em todas as amostras.

Assim como para a cafeina e o hormdnio estrona, as maiores
concentracbes de coprostanol foram encontradas nas amostras Q3 e Q4,
provavelmente devido estarem localizados em meio aos bairros populosos da
regido da cidade bem como o distrito industrial de Manaus, como mencionado
anteriormente.

A amostra Q5 apresentou a menor concentracdo total de esterois, assim
como as menores concentracdes para a maioria dos compostos, inclusive para

0 coprostanol devido ao fator de diluigao.



96

As amostras de 4gua coletadas no igarapé do Quarenta apresentaram
perfis de distribuicdo de esterois semelhantes, conforme podemos ver no grafico
6, especialmente as amostras Q1-Q4 que néo séo influenciadas pela entrada de
Rio Negro. As amostras de agua do igarapé do Quarenta apresentaram baixas
proporcdes dos esterdis biomarcadores campesterol, B-sitosterol, estigmasterol
e sitostanol, que sao caracteristicos de plantas. Em todas as amostras, 0
coprostanol foi o esterol majoritario, revelando o acentuado aporte de esgoto ndo
tratado.

Todas as amostras coletadas no igarapé do Quarenta apresentaram
concentragdo de coprostanol muito acima do valor limite de 60 ng L™, sugerido
por Costa; Pessoa; Carreira, 2018. Portanto, apesar da variacdo das
concentracdes absolutas e relativas de coprostanol, todas as amostras de 4gua
coletadas no igarapé do Quarenta séo classificadas como altamente submetidas
ao aporte de esgoto domeéstico. Nem mesmo as amostras coletadas proximas as
areas com presenca de vegetacdo apresentaram consideraveis proporcdes de
fitoesterdis.

Um ponto importante a se destacar € que em todas as amostras foi
detectada a presenca de epicoprostanol. Vale ressaltar que esse isdbmero do
coprostanol é bastante usado como um indicador do nivel de tratamento de
esgoto. No entanto, as fezes humanas também contém esse isdmero em baixas
concentracdes, com isso a presenca de epicoprostanol nas amostras deve ser
decorrente tanto de sua presencga nos esgotos nao tratados quanto do despejo
de esgoto tratado.

Os indices diagnésticos foram determinados a fim de investigar a
aplicabilidade em amostras de agua. Na tabela 23 estdo apresentados os indices

para as amostras coletadas no igarapé do Quarenta.

Tabela 23: Raz6es diagnésticas para identificar possivel contaminagdo por esgoto

doméstico no igarapé do Quarenta.

coprostanol/ coprostanol/  coprostanol/
(coprostanol+colestanol)  colesterol  epicoprostanol
Q1 0,93 2,63 19,37
Q2 0,92 2,51 19,08
Q3 0,92 2,36 19,69
Q4 0,93 1,97 16,74

Q5 0,80 2,69 9,69
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Todas as amostras de &gua coletadas no igarapé do Quarenta
apresentaram o indice coprostanol/(coprostanol + colestanol) maior que 0,7,
valor indicativo de contaminacgdo acentuada por esgoto doméstico. Similarmente,
todas as amostras apresentaram o indice coprostanol/colesterol maior que 1,0,
indicando que o esterol fecal esta presente em maior abundancia que seu
precursor biolodgico. Por fim, o indice epicoprostanol/coprostanol apresentou-se
muito superior a 1,5 para todas as amostras, indicando que o igarapé do
Quarenta recebe ao longo de sua extenséo esgoto doméstico nado tratado.

As razdes diagndsticas obtidas para as amostras do igarapé do Quarenta
revelam que, em situacbes de contaminacdo acentuada, todos os valores
convergem para a mesma interpretacdo. Os valores para o indice
coprostanol/(coprostanol + colestanol) muito préximos a unidade indicam que o
isbmero fecal corresponde quase que a totalidade dos homélogos saturados.
Simultaneamente, os indices coprostanol/colesterol assumem valores muito

maiores que o limiar considerado aceitavel para ambientes pristinos.

5.6. Igarapé do Mindu
5.6.1. Cafeina

As amostras de agua do igarapé do Mindu foram coletadas ao longo de
cerca de 14 km (do M1 ao M2). A tabela 24 apresenta as concentracdes de
cafeina para cinco amostras de agua coletadas no igarapé do Mindu.

Tabela 24: Concentracfes de cafeina em amostras de agua coletadas no igarapé do
Mindu.

Amostra Concentracdo (ng L?) Concentracdo (ug L?)
M1 69654,99 69,65
M2 49890,27 49,89
M3 17121,08 17,12
M4 17401,56 17,40
M5 4490,52 4,49

As amostras de agua coletadas no igarapé do Mindu apresentaram
concentracGes de cafeina entre 4490,52 e 69654,99 ng L. As amostras M1 e
M2 apresentaram as maiores concentracfes de cafeina, sdo pontos localizados
em areas com a alta densidade populacional dos bairros, como Cidade Nova,

Nova Cidade, Jorge Teixeira e Tancredo Neves.
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As amostras M3 e M4 foram coletadas em areas denominadas corredores
ecologicos, onde ha uma faixa de area verde ao redor do igarapé. Apesar dos
parques municipais com areas verdes, como o Parque Municipal do Mindu, a
regido abrange bairros nobres, como Aleixo, Parque 10 de novembro e
Adriandpolis. Nessa regido da cidade, ha um aumento do numero de
condominios residenciais, 0s quais normalmente possuem suas proprias
estacdes de tratamento de esgoto. Essa mudanca no uso/ocupacéo de terras e
disposicao/tratamento de efluentes pode estar relacionada ao decréscimo das
concentracdes de cafeina nas amostras M3 e M4,

A amostra M5, apresentou a menor concentracdo de cafeina. No ponto de
coleta da amostra M5, o volume de agua € muito superior ao dos outros pontos
devido ao encontro com o Rio Negro. Portanto, acredita-se que o fator de diluic&o
influenciou diretamente na concentracdo absoluta de cafeina, bem como ocorreu

na amostra Q5, visto anteriormente.

5.6.2. Hormonios esteroidais

A tabela 25 apresenta as concentragbes dos hormonios esteroidais

analisados neste estudo para as amostras do lgarapé do Mindu.

Tabela 25: Concentragées dos horménios esteroidais (ng L) em amostras de agua
coletadas no igarapé do Mindu.

Concentracéo (ng L%)

Compostos

M1 M2 M3 M4 M5
Estrona 50,66 46,63 46,92 19,57 18,85
Estradiol 44,83 44,75 32,51 17,84 15,60
Estriol 32,71 33,22 36,76 15,62 14,25
17a-etinilestradiol 19,17 23,40 17,65 <LOD <LOD
Progesterona <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Nas amostras de M1 a M3, foi possivel detectar os hormdnios estrona,
estradiol, estriol e 17a-etinilestradiol, nas amostras M4 e M5, estrona, estradiol e
estriol. As concentragbes do hormoénio progesterona ficaram todas abaixo do
limite de deteccdo em todas as amostras do lgarapé do Mindu.

As concentracfes de hormdnios estdo na mesma ordem de grandeza,
sendo que as amostras variaram da seguinte forma: a estrona, de 18,85 a 50,66
ng L%, o estradiol de 15,60 a 32,71 ng L%, o estriol de 14,25 a 36,76 ngL' e o
17a-etinilestradiol de <LOD a 23,40 ng L. No grafico 8, mostra o perfil de
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distribuicdo dos hormdnios através de suas percentagens relativas nas amostras

de agua coletadas nos igarapés do Mindu.
Gréfico 8: Perfil de distribuicdo de hormdnios esteroidais analisados neste estudo para as

amostras do igarapé do Mindu.

100%
90%
80%
70%
60%
50% = Estriol

17a-etinilestradiol

40% m Estradiol

30% m Estrona
20%

10%

0%
M1 M2 M3 M4 M5

As amostras M1, M2 e M3 apresentam um perfil de distribuicdo semelhante.
Na amostra Q4, dos dois horménios detectados, a estrona € o majoritario. As
amostras M4 e M5 apresentaram um perfil de distribuicdo semelhante, sendo
gue na amostra M5 também apresentou o menor valor de concentracdes, devido
ao fator de diluig&o.
5.6.3. Esterois

A tabela 26 apresenta as concentracdes individuais de cada esterol e 0
grafico 9 mostra suas percentagens relativas nas amostras de agua coletadas

no igarapé do Mindu.

Tabela 26: Concentracdes de esterdis nas amostras de agua do igarapé do Mindu.

Concentracgéo (ug L?)

Composto
M1 M2 M3 M4 M5

Colesterol 16,35 16,26 8,92 7,80 9,58
Epicoprostanol 2,28 1,36 0,69 0,55 0,63
Coprostanol 46,92 46,63 14,94 10,63 10,23
Colestanol 2,21 1,19 0,49 0,40 0,41
Campesterol 4,29 4,46 3,16 3,04 4,40
Estigmasterol 3,68 3,32 1,89 1,96 5,07
B-sitosterol 4,28 7,59 2,01 1,52 28,58
sitostanol (isbmero) 9,03 8,69 3,21 2,61 3,10
Sitostanol 0,64 <LOD <LOD < LOD 0,47

Total 89,67 89,50 35,31 28,50 62,47
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Gréfico 9: Proporcao relativa de esteréis das amostras do igarapé do Mindu.
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As amostras de agua coletadas no igarapé do Mindu apresentaram
concentracbes totais de esteréis entre 28,50 e 89,67 ug L?, enquanto a
concentracdo de coprostanol variou de 10,23 a 46,92 ug L' Assim, o
coprostanol representou de 16,38 a 52,33% do conteldo total de esterais.

As amostras M1 e M2 apresentaram as maiores concentracdes totais de
esterdis, bem como as maiores concentracdes absolutas e relativas de
coprostanol. As amostras M3 e M4 apresentaram concentracdes e perfis de
distribuicdo de esterodis semelhantes, o que é compreensivel uma vez que foram
coletadas em areas proximas. Tais resultados corroboram aqueles encontrados
para a cafeina.

Dentre as amostras coletadas no igarapé do Mindu, apenas a amostra M5
apresentou o B-sitosterol como esterol majoritario. No entanto, as concentracfes
de colesterol e coprostanol foram consideraveis, indicando que esse local ainda
sofre bastante influéncia de contaminacdo. A amostra M5 apresentou
concentracdo de coprostanol similar aquelas encontradas para as amostras M3
e M4, porém levemente menor. Assim, esse resultado ndo acompanhou a
tendéncia observada para a cafeina, cuja concentracdo diminuiu de forma
consideravel na amostra M5. Essas diferencas podem ocorrer por diversos
motivos, incluindo os diferentes particionamentos entre os compartimentos
ambientais, labilidade e as diferentes composi¢cdes dos efluentes langados nos

corpos aquaticos. Por exemplo, o coprostanol tem uma tendéncia muito maior
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gue a cafeina em adsorver em particulas de argilossilicatos. A cafeina, por sua
vez, € muito mais labil que os esterois. Em relacao ao lancamento de efluentes,
eles podem representar desde todo o esgoto gerado no domicilio até as “aguas
servidas” que sao provenientes de tanques, maquinas de lavar, pias de cozinhas,
lavagem de veiculos e calcadas, dentre outros usos. Nesse caso, somente 0S
efluentes gerados pelo uso de sanitarios sao enviados a fossa séptica. Nesse
sentido, podem surgir discrepancias nas concentracbes de coprostanol e
cafeina. Vale ressaltar que todas as amostras de agua coletadas no igarapé do
Mindu apresentaram concentracdo de coprostanol muito acima do valor limite de
60 ng L?, sugerido por (COSTA; PESSOA; CARREIRA, 2018), assim como
elevadas concentracdes de cafeina.

Os indices diagnosticos foram determinados a fim de investigar a
aplicabilidade em amostras de 4gua. Na tabela 27 estao apresentados os indices

para as amostras coletadas no igarapé do Mindu.

Tabela 27: Razbes diagndsticas para identificar possivel contaminacdo por esgoto

domeéstico nos igarapés do Mindu.

coprostanol/ coprostanol/  coprostanol/
(coprostanol+colestanol)  colesterol  epicoprostanol
M1 0,95 2,86 20,55
M2 0,97 2,86 34,27
M3 0,96 1,67 21,70
M4 0,96 1,36 19,36
M5 0,96 1,06 16,26

Todas as amostras de agua do igarapé do Mindu apresentaram o indice
coprostanol/(coprostanol + colestanol) maior que 0,7, indicando contaminacao
acentuada por MO fecal. Similarmente, o indice coprostanol/colesterol foi maior
gue 1,0 para todas as amostras, reiterando a origem antropogénica. O indice
epicoprostanol/coprostanol foi muito superior que 1,5 para todas as amostras,
indicando a entrada de esgoto predominantemente néo tratado.

Os indices diagnaosticos listados acima corroboram as altas concentracdes
absolutas e relativas de coprostanol encontradas para as amostras de agua

coletadas no igarapé do Mindu.
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5.7. Rio Negro
5.7.1. Cafeina

As amostras de agua foram coletadas na orla de Manaus ao longo de cerca
de 33 km (do NR1 ao NR15). As amostras coletadas no Rio Negro ao longo de
toda a orla de Manaus abrangem as zonas Oeste, Sul e Leste, ou seja, toda a
porcdo urbana do municipio, incluindo a foz dos igarapés Taruma-Acu, Mindu e
Quarenta. A tabela 28 apresenta as concentragBes de cafeina para quinze
amostras de 4gua coletadas no Rio Negro.

Tabela 28: Concentracbes de cafeina (ng L) em amostras de agua coletadas no Rio
Negro.

Amostra Concentracdo (ng L™?)

NR1 53,15
NR2 43,13
NR3 20,59
NR4 22,36
NR5 20,21
NR6 873,59
NR7 397,56
NR8 632,15
NR9 68,00
NR10 53,35
NR11 87,15
NR12 59,03
NR13 24,22
NR14 67,40
NR15 216,85

As concentracdes de cafeina para as amostras de agua coletadas no Rio
Negro variaram de 20,21 a 873,59 ng L. Essa ampla variagcéo é decorrente das
caracteristicas distintas dos pontos de coleta. A amostra NR1 foi coletada na
praia da Ponta Negra, frequentado por muitos banhistas. E uma area nobre da
cidade com predominancia de condominios de alto padrdo, os quais possuem
estacdes de tratamento de esgoto. As amostras NR2 e NR3 foram coletadas nas
proximidades de varios estaleiros e pequenos portos privados. A amostra NR4
foi coletada nas proximidades do Complexo da Ponta do Ismael da empresa
“Aguas de Manaus”, responsavel pela captacdo, tratamento e distribuicdo de

agua em Manaus. Nesse ponto, a concentracéo de cafeina foi uma das menores
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observadas neste estudo. A amostra NR5 foi coletada proxima ao porto do Séo
Raimundo, sendo a ultima amostra antes do desague de um igarapé urbano.

Um aumento consideravel na concentracdo de cafeina foi observado para
a amostra NR6, sendo mantido em um patamar elevado também para as
amostras NR7 e NR8. As maiores concentracdes de cafeina foram encontradas
para as amostras NR6 e NR8, as quais foram coletadas préximo a foz dos
igarapés do Mindu e Quarenta, respectivamente. Comparativamente, as
amostras NR6 e NR8 apresentaram concentracdes de cafeina cerca de quarenta
e trinta vezes maiores que as amostras de menor concentracao,
respectivamente. A amostra NR7, coletada nas proximidades do porto de
Manaus e entre a foz dos igarapés do Mindu e Quarenta, apresentou uma
concentracdo de cafeina de intermediéria aquelas das amostras NR6 e NR8. A
amostra NR7 foi coletada a cerca de 1,43 km da amostra NR6, o suficiente para
diminuir a concentracdo de cafeina em mais da metade. Similarmente, a amostra
NR9 foi coletada a 3,0 km da amostra NR8, o suficiente para diminuir a
concentracdo de cafeina cerca de dez vezes. Esses resultados mostram a alta
capacidade de diluicdo do Rio Negro.

As amostras de NR9 a NR13 foram coletadas nas proximidades da regido
portuaria, porém as concentracdes de cafeina ndo foram altas. As amostras
NR14 e NR15 foram coletadas no lago do Aleixo (parte do Rio Negro) proximo
aos bairros Coldnia Antonio Aleixo e Puraquequara. Um outro ponto importante
a ser destacado € a elevacao da concentracdo de cafeina observada para a
amostra NR15, que foi coletada regido de desague de dois igarapés que cortam
os bairros Coldnia Anténio Aleixo e Puraquequara. Tais regides periféricas de
Manaus foram ocupadas recentemente e de forma irregular. O aumento
consideravel da concentracédo de cafeina mostra que mesmo areas em estagio
recente de ocupacao representam potenciais fontes de efluentes domeésticos

contendo indicadores de contaminacao.

5.7.2. Hormonios esteroidais

A tabela 29 apresenta as concentracdes dos hormoénios esteroidais

analisados neste estudo para as amostras do Rio Negro.



Tabela 29: Concentrac¢des
coletadas no Rio Negro.
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dos horménios esteroidais (ng L) em amostras de agua

Concentragéo (ng L)

Compostos NRL NR2

NR3 NR4 NR5 NR6 NR7 NR8 NR9 NR10 NR1l1 NR12 NR13 NR14 NR15
Estrona <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 21,86 15,71 21,16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Estradiol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1831 <LOD 19,79 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Estriol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
17a-etinilestradiol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Progesterona <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Somente nas amostras NR6, NR7 e NR8 foi possivel detectar parte dos
hormonios. Sendo que nas amostras NR6 e NR8 foram detectados os hormoénios
estrona e estradiol e na NR7 somente a estrona.

Uma possivel explicacdo do motivo da maioria das amostras apresentarem
as concentracdes de horménios <LOD, € a de que ndo ha fontes significativas
préximo a esses locais, associadas ao volume de agua do Rio Negro.

Como mencionado anteriormente, as amostras NR6 e RN8 foram coletadas
no Rio Negro préximo a foz dos igarapés do Mindu e Quarenta, respectivamente
e a amostra NR7, coletada nas proximidades do porto de Manaus e entre a foz
dos igarapés do Mindu e Quarenta. As concentracdes ficaram na mesma ordem
de grandeza, com pouca variacgao.

No grafico 10, mostra o perfil de distribuicdo dos horménios através de suas
percentagens relativas nas amostras de agua coletadas no Rio Negro.

Grafico 10: Perfil de distribuicdo de hormdnios esteroidais analisados neste estudo para
as amostras do Rio Negro.
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Como podemos ver no grafico acima, NR6 e NR8 apresentam um perfil de
distribuicdo semelhante. Na amostra NR7, em que somente a estrona foi

detectada, representando 100 % dos hormoénios detectados para este ponto.

5.7.3. Esterois

A tabela 30 apresenta as concentracdes individuais de cada esterol e o
gréfico 11 mostra suas percentagens relativas nas amostras de aguas coletadas
no Rio Negro.



Tabela 30: Concentractes de esterdis (ng L) nas amostras de agua coletadas no Rio Negro.
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Concentracdo (ng L?)

Amostras colesterol epicoprostanol coprostanol colestanol campesterol estigmasterol S-sitosterol ZI;%?;Z?C?)I sitostanol  total

RN1 564,96 0,66 141,64 36,63 151,80 161,27 366,43 <LOD 72,16  1495,54
RN2 386,36 <LOD 58,12 32,85 152,40 182,91 365,02 <LOD 114,39 1292,04
RN3 355,96 <LOD 33,05 32,75 77,16 103,94 318,23 <LOD 74,71 995,80
RN4 300,15 <LOD 31,72 38,33 113,82 132,99 330,20 <LOD 133,71 1080,93
RN5 279,15 <LOD 42,60 35,31 89,09 124,81 598,10 <LOD 140,90 1309,97
RN6 427,90 40,93 706,46 72,28 135,87 205,57 681,18 247,40 94,76  2612,35
RN7 307,90 <LOD 217,55 43,57 59,25 90,46 274,41 <LOD 82,77  1075,92
RN8 296,25 85,06 309,54 52,21 62,29 138,18 312,77 42,13 141,88 1440,31
RN9 257,48 <LOD 101,57 32,14 88,74 122,04 575,30 <LOD 125,40 1302,67
RN10 316,19 <LOD 62,58 34,94 52,73 118,47 522,11 <LOD 64,41 1171,43
RN11 333,01 <LOD 45,29 29,61 53,76 72,29 76,94 <LOD 131,16 742,06
RN12 319,19 <LOD 64,28 44,12 81,50 123,90 417,90 <LOD 153,85 1204,74
RN13 381,79 <LOD 53,75 43,72 80,02 100,43 406,08 <LOD 174,00 1239,78
RN14 257,49 <LOD 36,44 31,43 42,12 88,58 435,06 <LOD 127,34 1018,47
RN15 276,27 <LOD 73,26 42,33 41,77 159,48 363,16 <LOD 69,94 1026,21
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Gréfico 11: Proporcéo relativa de esteréis das amostras do Rio Negro.
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As amostras coletadas no Rio Negro apresentaram concentracdes totais de
esterois entre 742,05 e 2612,35 ng L1, enquanto a concentragéo de coprostanol
variou de 31,72 a 706,46 ng L1. Assim, o coprostanol representou de 2,93 a
27,04% do conteudo total de esterais.

As amostras de RN1 a RN5 predominio de colesterol e 3-sitosterol. Dentre
as amostras coletadas na orla do Rio Negro que correspondem a zona oeste de
Manaus, RN1 foi a que apresentou a maior concentracao de coprostanol. Nessa
amostra também foi encontrado o epicoprostanol (caracteristico de esgoto
tratado). A amostra RN4 apresentou a menor concentracéo de coprostanol. Vale
ressaltar que nesse local é feita a captacdo de agua do Rio Negro para
tratamento e distribuicdo a populacao.

As maiores concentracdes totais de esterdis, assim como as maiores
concentracbes absolutas e relativas de coprostanol, foram encontradas nas
amostras RN6 e RN8 (coletadas na foz dos igarapés do Mindu e do Quarenta,
respectivamente). Além disso, tais amostras também apresentaram o composto
epicoprostanol (que pode ser formado durante o processo de tratamento de
esgoto).

Na microbacia do Sdo Raimundo, nas proximidades do ponto de coleta da

amostra RN8, foi inaugurada a maior estacao de tratamento de esgoto do norte
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do pais, com capacidade para tratar até 300 litros por segundo. Segundo o
governo do estado do Amazonas, a estacao € parte do sistema de esgotamento
sanitario de um programa municipal de desenvolvimento social. A obra envolveu
a construcao de 31 quildbmetros de redes de coleta e seis estacdes elevatorias
gue foram construidas nos bairros do Santo Antbnio, Sdo Raimundo, Gléria,
Aparecida, Presidente Vargas e Centro. A estimativa € que a estacdo ira
beneficiar cerca 192 mil pessoas.

As amostras coletadas apos a foz do igarapé do Quarenta, de RN9 a RN11,
apresentaram sucessivos decréscimos da concentracdo de coprostanol em
relacdo a amostra RN8. Esse resultado € bastante interessante e revela a grande
capacidade do Rio Negro em depurar a carga organica aportada.

Na orla do Rio Negro que corresponde a zona leste da cidade, estdo os
pontos de RN12 a RN15. As concentracdes de esterois totais variaram pouco
para tais amostras, sendo B-sitosterol foi o esterol majoritario. O coprostanol foi
encontrado em todas as amostras coletadas na orla da zona leste de Manaus.

Com base na concentracéo limiar de 60 ng L* para o coprostanol, sugerida
por Costa, Pessoa e Carreira, 2018, oito das quinzes amostras coletadas no Rio
Negro seriam classificadas como contaminadas. Dentre essas oito amostras,
aguelas coletadas nas proximidades da foz dos igarapés do Mindu e do
Quarenta, juntamente com a amostra coletada na Praia da Ponta Negra, foram
as que apresentaram os maiores graus de contaminacgao.

Os indices diagnosticos foram determinados a fim de investigar a
aplicabilidade em amostras de 4gua. Na tabela 31 estdo apresentados os indices

para as amostras coletadas no Rio Negro.
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Tabela 31: Razfes diagnésticas para identificar possivel contaminagcdo por esgoto

doméstico no Rio Negro.

coprostanol/ coprostanol/  coprostanol/
(coprostanol+colestanol)  colesterol  epicoprostanol
RN1 0,79 0,25 214,91
RN2 0,63 0,15 -
RN3 0,50 0,09 -
RN4 0,45 0,10 -
RN5 0,54 0,15 -
RN6 0,90 1,65 17,25
RN7 0,83 0,70 -
RN8 0,85 1,04 3,63
RN9 0,75 0,39 -
RN10 0,64 0,19 -
RN11 0,60 0,13 -
RN12 0,59 0,20 -
RN13 0,55 0,14 -
RN14 0,53 0,14 -
RN15 0,63 0,26 -

Dentre as quinze amostras coletadas no Rio Negro, aquelas sob influéncia
da foz dos igarapés do Mindu e do Quarenta apresentaram os maiores valores
para os indices coprostanol/(coprostanol + colestanol) e coprostanol/colesterol.
Esse resultado corrobora a indicacdo de contaminacdo baseada na
concentracdo absoluta de coprostanol. As demais amostras consideradas
contaminadas pela concentragéo absoluta, RN1 e RN15, apresentaram valores
aumentados para as razfes diagndsticas. A amostra RN1 apresentou valores
para ambas as razodes indicativos de contaminacao, enquanto a amostra RN15
apresentou valor indicativo de contaminacdo apenas para a razao
coprostanol/colesterol.

O indice epicoprostanol/coprostanol sé foi calculado para trés amostras,
pois as demais ndo apresentaram concentracdes detectaveis de epicoprostanol.
Quando calculado, o indice epicoprostanol/coprostanol apresentou valores muito

superiores a 1,5, indicando o predominio de esgoto néo tratado.

5.8. Tratamento Estatistico das amostras

O gréfico 12 apresenta o grafico do teste T? de Hotelling/Q-residual.

Podemos ver que ndo ha nenhum ponto anémalo, pois nenhum dos pontos
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aparece na regido de Outilier. Com isso ndo foi necessario o descarte de

amostras no tratamento estatistico dos dados.

Gréfico 12: Teste T2 de Hotelling/Q-residual para todas as amostras deste estudo.
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Abaixo esta o grafico PCA (PC1/PC2), cuja a variancia acumulada nos dos
dois primeiros componentes principais é de 73,49%. Este valor percentual indica

gue o grafico PCA explica 73,49% dos dados apresentados.

Gréfico 13: PCA das amostras para dois primeiros componentes principais.
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O PC1 contribuiu em maior grau (57,50%) no agrupamento das amostras
de acordo com seu grau de contaminacgao dos corpos hidricos.

A predominéancia dos compostos de origem antropogénica sobre os
esterois biogénicos foi responsavel por agrupar as amostras M1-4 e Q1-4 em a
regido mais positiva de PC1. As amostras M5 e Q5 ficaram um pouco distantes
de seus grupos devido as menores concentracbes de compostos antropicos
causadas pelo efeito de diluig&o.

As amostras NR6, RN7 e NR8 também estdo na regido positiva de PC1,
devido a influéncia dos igarapés do Quarenta e Mindu nas proximidades

Na regido negativa de PC1, observam-se todas as outras amostras do Rio
Negro. Essas amostras de Rio Negro sao diferentes de NR6, NR7 e RN8 porque
tinham concentragdes muito mais baixas de compostos de origem antropogénica
e uma predominancia de esterois biogénicos. Da mesma forma, as amostras do
igarapé Taruma-Acu e dos igarapés da Reserva Florestal Adolpho Ducke
distribuiram-se na regido negativa do PC1l devido as suas menores
concentragdes de indicadores antropicos.

O PC2 contribuiu com uma variancia de apenas 15,79%, agrupando
amostras com base em diferencas na contribuicdo de alguns esterois biogénicos,
como colesterol e colestanol na regido positiva e ( -sitosterol na regido
negativa. As amostras da Reserva Florestal Adolpho Ducke apresentaram maior
contribuicdo de esterdis aquéticos (colesterol e colestanol). Em contraste, as
amostras do Rio Negro e do igarapé do Taruma-Acu apresentaram maior
contribuicdo de um esterol vegetal (B -sitosterol).

Na HCA da similaridade em relacdo a cafeina e esterdis, é possivel
observar a formacao de 3 grupos, conforme mostrado no gréfico 14. No grupo
1 temos a cafeina e o coprostanol, no grupo 2 temos o sitostanol, estigmasterol,
campesterol, colestanol, sitostanol isbmero e o epicoprostanol, e no grupo 3

temos o B-sistosterol e colesterol.



112

Gréfico 14: Dendrograma HCA da relacdo de similaridade entre os compostos

determinados neste estudo.

Dendrograma de dados com pré-processamento: Autoescala
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A formacdo desse grupo tem por caracteristica o agrupamento por
similaridade dos compostos segundo sua concentracdo relativa no corpo
aqguatico. No grupo 1 temos o0s principais marcadores antropogénicos,
mostrando que a cafeina e o coprostanol possuem maior similaridade em relacdo
aos outros compostos. No grupo 2 apresentam esterdis biogénicos menos
expressivos e o epicoprostanol, que é considerado um marcador antropogénico,
porém em menores concentracdes. A HCA nos mostra que as concentracfes de
epicoprostanol sdo da mesma ordem que as concentracdes de outros esterois
biogénicos, indicando que a matéria organica descartada nesses corpos
aquaticos nao recebe qualquer tipo de tratamento. No grupo 3 temos os dois
esterdis biogénicos mais expressivos encontrados neste estudo, o B-sistosterol,
marcador caracteristicos de plantas terrestres e o colesterol marcador natural

associados a microrganismos aquaticos.

No gréafico 15, podemos observar a HCA referente a comparacgéo entre as

similaridades das amostras.
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Graficol5: Dendrograma HCA da relacéo de similaridade as amostras deste estudo.
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Como a HCA observa a similaridade das amostras, € possivel utilizar essa
similaridade dentro dos grupos conforme vimos na PCA. Podemos observar que
as amostras do Mindu e Quarenta formam grupos bem definidos, incluindo os
pontos RN6 e RN8 (foz do Mindu e Quarenta respectivamente). A amostra AD2,
apresentou um alto nivel de B-sitosterol, e por isso est4 no grupo dos pontos do
Mindu, nesse sentido hd uma similaridade ao M5, na qual o B-sitosterol também
foi o esterol majoritario. Dentro do conjunto estatistico, as demais amostras

pertencem a um mesmo grande grupo.

5.9. Comparativo entre os corpos hidricos deste estudo

Na figura 25, vemos um grafico de “bolhas” mostrando de forma
comparativa as concentracdes de cafeina, hormonios esteroidais e coprostanol
nos igarapés da Reserva Florestal Adolpho Ducke, Taruma-Acgu, Quarenta,

Mindu e no Rio Negro.
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Figura 25: Grafico de “bolhas” comparando as concentracdes de cafeina, horménios
e coprostanol (ng L'') em todos os corpos aquaticos estudados.

Como esperado, 0s contaminantes apresentaram maior incidéncia na
area urbana em relacdo as areas semiurbanas e preservadas. A cafeina e o
coprostanol, apesar de terem sido detectados na Reserva Adolpho Ducke, as
suas concentracdes sao distintamente inferiores aos do Quarenta e Mindu,
sendo compardveis aos niveis encontrados no Taruma-Acu e na maioria das
amostras do Rio Negro.

A presenga dos hormonios evidencia pontos onde ha contaminagéo.
Levando isso em consideracdo, de modo geral, podemos classificar os corpos
aguaticos aqui estudados de acordo com seu aspecto da area de coleta, volume

de agua e contaminacédo, de modo a resumir na tabela 32:

Tabela 32: Classificagdo dos corpos aquaticos deste estudo.

Amostras Aspecto da area de Volume de agua Contaminacgao
coleta
Reserva Ducke Preservado pequeno N&o contaminado
Taruma-Acu Semiurbano Médio Pequena
Quarenta Urbano pequeno Grande
Mindu Urbano pequeno Grande
Rio Negro Urbano Grande pequena/média

Apesar dos igarapés da Reserva Adolpho Ducke e Taruma-Acgu
apresentarem concentracdes de mesma grandeza de cafeina e coprostanol, se
diferem quanto ao seu aspecto da area de coleta e volume de agua, sendo que

para a Reserva Adolpho Ducke, esses compostos ndo sao de origem antropica
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e para as do Taruma-Acu, hd uma possibilidade desses compostos serem
antropogénicos, pois abrange uma area semiurbana e foram detectadas
concentragcbes do horménio estrona, sendo aqui classificado como um corpo
aquético de grau contaminacdo pequena. O Quarenta e o Mindu possuem as
mesmas classificacfes, se assemelham em relacdo aos aspectos da area
urbana de coleta, volume de agua (porte) e altas concentracfes de cafeina
esterois e deteccdo de hormdnios em todos os pontos. O grau de contaminacao
do Rio Negro na regidao de Manaus, foi classificado como pequena/média pois
em algumas é&reas, as concentracfes de contaminantes variaram de forma
consideravel com niveis iguais ou maiores aos da reserva e Taruma-Acu e

menores que os igarapés do Quarenta e Mindu.

5.9.1. Comparacdo das concentracbes de cafeina, horménios esteroidais e
coprostanol com outros estudos no Brasil

As concentracdes de cafeina, horménios esteroidais e coprostanol
determinadas neste estudo estdo na mesma ordem de grandeza para a maioria
dos estudos repostados no Brasil. A comparacdo das concentracbes dos
compostos encontradas nas amostras de agua desse estudo com as reportadas

em alguns estudos no Brasil € apresentada na tabela 33.
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Tabela 33: Comparacao das concentracdes de cafeina, hormonios (E1, E2, E3 e EE2) e

coprostanol em aguas superficiais no Brasil.

Local Cafeina (ng L %) Hormonios Coprostanol Referéncia
(ng L) (ngL?)
Baia de Guanabara (RJ) 60000 - 377000 Ferreira (2005)
Bacia do Atibaia (SP) 170 - 127090 Montagner & Jardim (2011)
Rio dos Sinos (RS) 41,67 — 6195,38 Peteffi et al. (2018)
Baia de Guanabara (RJ) 30 - 206000 Costa, Pessoa e Carreira
(2018)
Baia de Guaratuba (Brasil) 1000 — 2230 CABRAL et al. (2018)
Bacia do alto Iguacu (PR) 70 - 59810 IDE et al. (2019)
Rio Negro (AM) 15-45 Rico et al. (2021)
Igarapés de Manaus (AM) 7033 — 12237 E1: 20-70; E2: Rico et al. (2021)
41 - 166
Rio Amazonas (AM) 14-61 Rico et al. (2021)
Rio Amazonas (PA) 49 —573 Rico et al. (2021)
Igarapés de Santarém (PA) 185 —3.289 El:<LOD-3,0 Rico et al. (2021)
Rio Tapajos (PA) 158 — 153 Rico et al. (2021)
Igarapés de Macapa (AP) 2004 — 7249 El: 7,3 -56; E3: Rico et al. (2021)
13-81
Rio Tocantins (PA) 61-133 E1l:<LOD- 0,9 Rico et al. (2021)
Igarapés de Belém (PA) 284 — 10265 El; 3,0 -82; E3: Rico et al. (2021)
<LOD -102
Reserva Adolpho Ducke 31,49 - 120,44 20,2 — 165,8 Presente estudo
Igarapé do Taruma-Agu, 31,65 - 59,58 El: <LOD - 26,6 — 42,0 Presente estudo
14,89
Igarapé do Quarenta 2878,73 — E1: 15,44- 1466,7 — Presente estudo
36934,25 37,97, E2: <LOD 60082,0
-19,03; E3:
<LOD -15,94;
EE2: <LOD -
17,40
Igarapé do Mindu 10231,71- E1: 18,85 - 4490,5 — Presente estudo
46922,03 50,66, E2: 15,60 69655,0
- 44,83, E3:
14,25 - 32,71,
EE2: <LOD -
23,40
Rio Negro 31,72 — 706,45 E1: LOD- 21,85; 20,2 -873,6 Presente estudo
E2: <LOD -

19,79
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As maiores concentracfes de cafeina encontradas em corpos hidricos
brasileiros foram na baia de Guanabara no estado do Rio de Janeiro (357000 ng
LY) e em um rio da bacia do Atibaia (Sdo Paulo) (127090 ng L), enquanto que
a maior concentracdo de cafeina deste estudo foi de 69655,0 ng L™ no igarapé
do Mindu. As concentracdes de cafeinas para os igarapés do Quarenta e Mindu
do presente trabalho, sdo comparaveis aos encontrados no Rio Sinos (RS) e nos
rios da bacia do alto Iguacu (PR), na qual ambos foram coletados em areas
urbanas.

Rico et al., (2021), estudou os igarapés da cidade de Manaus, e parte do
Rio Negro, além dos igarapés das principais cidades do Norte do pais bem como
seus principais afluentes em pontos coletados fora da zona urbana. O estudo
mostra que as concentracdes dos rios Amazonas, Tapajos e Tocantins, estdo
em niveis relativamente baixos e sdo comparaveis aos encontrados neste
estudo, na Reserva Adolpho Ducke, Taruma-Acu e parte do Rio Negro. Os
igarapés das cidades de Belém, Santaréem e Macapa apresentaram altos niveis
de cafeina, no entanto bem inferiores aos encontrados neste estudo para uma
area urbana.

Ainda neste estudo, Rico et al., também determinou as concentracfes de
outros horménios esteroidais, dentre eles a estrona (E1) e estriol (E3) onde E1
varioude 3,0a82ng L' e o E3variou de 13 a 166 ng L' nas diferentes amostras.
As maiores concentracfes de horménios foram detectadas em igarapés
inseridas na malha urbana das capitais Belém, Macapa e Manaus, bem como
observados neste estudo.

A maior concentracdo de coprostanol (MOP) encontradas em corpos
hidricos foi na baia de Guanabara no estado do Rio de Janeiro (206000 ng L1),
enquanto que a maior concentracao de coprostanol deste estudo foi de 46922,03
ng L no igarapé do Mindu.

Os rios da baia de Guanabara e Guaratuba, apresentaram concentracdes
elevadas de coprostanol, bem como as encontradas nos igarapés urbanos deste
estudo.

5.10. Proposta de um novo indice diagndstico

Com base nas concentracdes determinadas, na analise estatistica e nas

caracteristicas dos locais de coleta das amostras, a seguinte equagao foi
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proposta para o calculo de um indice diagnéstico de aguas superficiais na regiao

amazonica:

caf - cop Equacdo 1

indice = |[————
ndaice (col + Bsit)?

Onde, caf: concentracdo de cafeina; cop: concentracao de coprostanol; col:
concentracéo de colesterol e Bsit: concentracao de $-sitosterol.

Este indice proposto leva em consideracéo a razao das contribuicdes dos
principais marcadores antropogénicos (cafeina, coprostanol) e os dois principais
biogénicos (colesterol, e B-sitosterol) deste estudo. Como a cafeina e o
coprostanol sao proporcionais (estatisticamente covariam), eles se multiplicam
na equacao. No denominador temos a soma do colesterol e (-sitosterol. O
colesterol, associado a microrganismos aquaticos, e B-sitosterol, associado a
plantas terrestres, e a soma do denominador é elevada ao quadrado para que
as unidades (ng L) sejam canceladas. A raiz quadrada da razdo € usada
somente para condensar os valores. Com isso podemos ter a seguinte

classificacdo baseada no indice (tabela 34):

Tabela 34: Classificagdo com base nos indices proposto pela equacao 1.

indice Classificagéo

0,0 Agua n&o contaminada

>0,0 e <0,08 Caracteristica de ambiente preservado, maior contribuicdo
biogénica.

>0,08 e < 0,5 Incerteza, sendo sua interpretacdo dependendo caracteristicas
do local, porém predominancia MO biogénica.

>0,5e<1 Caracteristico de ambientes contaminados, com predominancia
de MO biogénica.

>1 Ambiente altamente contaminado com predominancia de MO
antropogénica.
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Aplicando o indice diagnostico proposto (tabela 35), nas amostras desde

estudo temos:

Tabela 35: Aplicacdo do indice diagnéstico proposto para as amostras deste trabalho.

Amostra caf - cop
(col + Bsit)?

Classificagdo

AD1 0,08
AD2 0,003
AD3 0,04
AD4 0,14*
AD5 0,14*
ADG6 0,05
T1 0,04
T2 0,04
T3 0,06
T4 0,04
TS 0,05
NR1 0,09**
NR2 0,07
NR3 0,04
NR4 0,04
NR5 0,03
NR6 0,71
NR7 0,51
NR8 0,73
NR9 0,10**
NR10 0,07
NR11 0,15**
NR12 0,08
NR13 0,05
NR14 0,07
NR15 0,20**
M1 2,77
M2 2,02
M3 1,46
M4 1,46
M5 0,18**
Q1 1,53
Q2 2,65
Q3 2,89
Q4 1,80
Q5 1,23

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica
Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica
Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Ambiente contaminado, com maior contribuicdo de MO biogénica
Ambiente contaminado, com maior contribuicdo de MO biogénica
Ambiente contaminado, com maior contribuicdo de MO biogénica
Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica
Caracteristicas de ambiente preservado

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica
Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Caracteristicas de ambiente preservado

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Incerteza, com maior contribuicdo de MO biogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

Ambiente altamente contaminado, maior contribuicdo de MO antropogénica

* possivelmente ndo contaminado, ** possivelmente contaminado.

O valor limite menor que 0,08 foi baseado no ponto AD1, que € o ponto

mais distante coletado na Reserva Adolpho Ducke neste trabalho, e que

apresentou maiores concentragcbes de cafeina e coporostanol,

sendo
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considerada aqui como a maior certeza de que € um ambiente preservado e
assim tomado como referéncia de caracteristica de ambiente preservada. O
valor de limite 0,5 foi tomado como referéncia de indicio de contaminacgéo
baseada na amostra NR7 (coletada no Porto de Manaus), sendo encontrada
nesta amostra as menores concentragdes de cafeina e coprostanol, dentre as
amostras consideradas como contaminadas. O valor limite de 1, foi considerado
baseado na amostra Q5 que dentre as amostras que apresentaram maior
contribuicdo antropogénica foi a que apresentou a menor concentracdo de
cafeina e coprostanol.

Na tabela 36 podemos observar o comparativo de alguns indices
diagnoésticos encontrado na literatura, cujo os mesmo ja foram citados

anteriormente e com o indice diagnostico proposto neste trabalho.

Tabela 36: Comparacéao com alguns indices diagnoésticos

Amostra cop/cop+colestanol cop/colesterol cop/epicop Esta

proposta

AD1 0,57 0,11 - 0,08
AD2 0,55 0,08 - 0,003
AD3 0,54 0,10 - 0,04
AD4 0,56 0,29 - 0,14
AD5 0,50 0,13 - 0,14
AD6 0,45 0,12 - 0,05

T1 0,51 0,08 - 0,04

T2 0,58 0,06 - 0,04

T3 0,52 0,16 - 0,06

T4 0,60 0,10 - 0,04

T5 0,58 0,12 - 0,05
NR1 0,79 0,251 214,912 0,09
NR2 0,64 0,150 - 0,07
NR3 0,50 0,093 - 0,04
NR4 0,45 0,106 - 0,04
NR5 0,55 0,153 - 0,03
NR6 0,91 1,651 17,26 0,71
NR7 0,83 0,707 - 0,51
NR8 0,86 1,045 3,63 0,73
NR9 0,76 0,394 - 0,10
NR10 0,64 0,198 - 0,07
NR11 0,60 0,136 - 0,15
NR12 0,59 0,201 - 0,08
NR13 0,55 0,141 - 0,05
NR14 0,54 0,142 - 0,07
NR15 0,63 0,265 - 0,20

M1 0,96 2,87 20,56 2,77
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M2 0,98 2,87 34,27 2,02
M3 0,97 1,68 21,70 1,46
M4 0,96 1,36 19,37 1,46
M5 0,96 1,07 16,26 0,18
Q1 0,94 2,63 19,37 1,53
Q2 0,93 2,52 19,09 2,65
Q3 0,93 2,36 19,70 2,89
Q4 0,93 1,98 16,75 1,80
Q5 0,81 2,69 9,69 1,23

Os numeros em vermelho indicam valores de indices para possivelmente contaminado
ou altamente contaminado.

Podemos notar uma concordancia entre os indices encontrado na
literatura com o proposto neste trabalho. Este indice pode ajudar a complementar
os resultados além de fornecer uma alternativa para a avaliagao de contribuicéo
de matéria organica em amostras ambientais. Vale ressaltar que para a
finalidade deste trabalho, o indice proposto corresponde as expectativas, e
possivelmente pode ser estendido para outras regides da Amazonia, porém para
uma aplicagdo mais geral € necessario a verificacdo deste indice em outros

ambientes aquaticos.

6. Conclusao

A partir da determinacdo dos analitos da MOD e MOP, que compdem a
matriz aquosa, foram determinadas as concentracdes de cafeina, hormoénios
esteroidais e esterdis, sendo que tanto a cafeina e hormdnios foram
determinados na MOD e os esterois na MOP.

Os hormoénios nao ofereceram resultados interessantes a ponto de se
conseguir utilizar para diferenciar a contaminacdo de corpos aquaticos. Ja a
cafeina e coprostanol apresentaram uma correlacdo, sendo potenciais
indicadores de contaminacdo para a regiao.

Apesar dos inumeros trabalhos ao redor do mundo, ainda ndo ha um
consenso em relacéo a concentracao de cafeina, hormdnios (E1, E2, E3 e EE2)
e esterois antropogénicos (coprostanol) em ambientes aquaticos. O Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), um dos 0Orgdos responsaveis pela
determinacao de limites toleraveis de compostos quimicos no ambiente, ndo
especifica a quantidade aceitavel desses compostos em corpos hidricos. No
entanto, as concentracdes extremamente altas encontradas em corpos

aquaticos nas proximidades de grandes cidades indicam que a principal origem



122

€ antropogénica. Além disso, a presenca desses marcadores pode ser um
indicativo de que outros contaminantes estdo presentes, ainda que em niveis de
traco, mas com consequéncias para o ambiente e para a salude ainda nao
esclarecidas.

Através dos resultados aqui obtidos, notamos que as concentracfes de
cafeina e coprostanol sdo muito maiores nas amostras coletadas nos igarapés
do Quarenta e Mindu. Nao podemos afirmar com certeza, mas indicios mostram
gue o dentre os igarapés da area urbana de Manaus, o0 Mindu € o0 mais
contaminado seguido do Quarenta. Por sua vez, as amostras coletadas nos
igarapés da Reserva Adolpho Ducke e Taruma-Acu e Rio Negro apresentaram
concentracbes de cafeina e coprostanol menores. Os horménios nao foram
detectados nas amostras da Reserva Adolpho Ducke e na maioria das amostras
do Tarumé&-Acu e Rio Negro. Tais discrepancias podem ser associadas ao
menos a dois fatores: 1) diferencas na densidade populacional dos igarapés
urbanos e Il) volume e vazao dos corpos d’agua.

Algumas amostras do Rio Negro se destacaram em relagéo ao aporte de
MO fecal, dentre as quais estdo aquelas coletadas nas proximidades da foz dos
igarapés do Mindu e do Quarenta.

Apesar das amostras da Reserva Adolpho Ducke e as do Taruma-Acu
apresentarem concentracdes de cafeina e coprostanol comparaveis, o aspecto
da &rea de coleta e volume de agua sao diferentes, pois as concentragdes de
cafeina e coprostanol encontradas na Reserva Adolpho Ducke podem ser
atribuidas a origem natural, pois ndo ha indicativos de poluicdo/contaminacao ou
gualquer acdo prejudicial ao meio ambiente no local. No entanto h4 uma
necessidade de outras metodologias para explicar as concentracfes de cafeina
e coprostanol encontradas nas amostras da Reserva Ducke, a fim de determinar
sua real fonte. Além do mais, o fato de os igarapés da reserva apresentarem um
menor volume de &gua, contribui para o aumento significativo das
concentracdes, enquanto que as concentracdes de cafeina e coprostanol do
Taruma-Acu sofre o efeito da diluicdo e depuracéo devido ao seu maior volume.

O indice diagndstico proposto neste trabalho levou em consideracédo as
concentracfes dos marcadores antropogénicos (cafeina e coprostanol) e
biogénicos (colesterol e B-sitosterol) determinados neste trabalho e fornece uma
alternativa para a verificagdo de contribuicdo de MO organica em amostras de
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aguas superficiais de agua doce. O indice mostrou concordancia quando

comparado a outros indices diagnosticos reportados na literatura.

Os resultados obtidos neste estudo forneceram informacgdes Uteis para
acessar os niveis de marcadores antropogénicos e biogénicos nos igarapés do
Quarenta, Mindu, Taruma-Acu e Rio Negro, porém € necessario um estudo mais
aprofundado de forma a assegurar os limites que possam representar
concentracfes naturais, pois como Vvisto, as concentracbes de cafeina e
coprostanol foram consideraveis para uma area de preservacédo ambiental neste

estudo.
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Apéndice B: curvas de calibracao
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Apéndice C: grafico comparativo das concentragfes de esterodis
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= Epicoprostanol = Sugmastera]
= Coprostanol = Sstosteral
= Cholestanol = Sitostancl
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= Cholestercl Campesteral
= Epicoprostancl -St\gmastero\
== Coprostanol —Ef istosterol
== Cholestanol = Sitostanol
7004
600
500
4004
300
2001
1004
E E 2 F: 2 g E: g 2 2 z 2 2 2 o
z z E4 z z z z z 4 % % % % % %
Rio Negro (concentracdo ng L?)
= Cholesterol Campesterol
w= Epicaprostanol -— St\gmastercl
== Coprostanol —E— istosterol
== Cholestanol == Sitostanol
4.5E+04-
4.0E+04-
2.5E+04-
3.0E-04
2.5E+04
2.0E+04
1.5E+04-
1.0E+04-
5.0E+03
. L
= = =

Mindu (concentrac¢do ng L?)




156

‘== Cholesterol ‘Campesterol
= Epicoprostancl = Stigmasterol
== Coprostanal == B_Sistasterol
= Cnolestanol = Sitostancl
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Apéndice D: percentual de comparagéo entre cafeina e coprostanol
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Apéndice E: area de drenagem dos igarapés da reserva adolpho ducke

DRENAGEM DOS IGARAPES DA RESERVA ADOLPO DUCKE

\

Pdraquequara

‘A colnia g
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Apéndice F: coodenadas geograficas dos pontos de coleta

Amostras Latitude (S) Longitude (W)
IGARAPE DO QUARENTA
Q1 3°06'25.4" 59°57'38.3"
Q2 3°07'00.9" 59°58'28.3"
Q3 3°07'29.9" 59°59'11.5"
Q4 3°07'45.0" 59°59'39.1"
Q5 3°08'10.50" 60°0'33.18"
IGARAPE DO MINDU
M1 3°02'57.7" 59°56'51.1"
M2 3°03'43.0" 59°57'39.8"
M3 3°04'40.0" 59°59'29.8"
M4 3°05'13.4" 60°00'32.0"
M5 3°06'52.0" 60°01'58.5"
IGARAPE DO TARUMA-ACU
T1 3°02'22.4" 60°06'40.2"
T2 3°00'55.9" 60°05'44.5"
T3 3°00'15.8" 60°05'06.7"
T4 2°58'40.4" 60°06'12.5"
T5 2°57'53.6" 60°06'22.5"
RESERVA ADOPLHO DUCKE
AD1 2°55'07.4" 59°54'46.4"
AD2 2°55'36.3" 59°55'02.3"
AD3 2°56'01.9" 59°55'13.4"
AD4 2°56'38.1" 59°56'48.3"
AD5 2°57'04.1" 59°57'29.1"
AD6 2°55'47.7" 59°58'17.2"
RIO NEGRO
RN1 3°04'00.7" 60°06'02.7"
RN2 3°05'43.7" 60°04'41.1"
RN3 3°06'32.9" 60°04'14.7"
RN4 3°06'56.5" 60°03'38.0"
RN5 3°07'32.1" 60°02'41.5"
RN6 3°07'44.9" 60°02'04.1"
RN7 3°08'18.6" 60°01'35.4"
RNS8 3°08'27.3" 60°01'02.1"
RN9 3°09'28.7" 59°59'43.2"
RN10 3°09'10.6" 59°58'07.3"
RN11 3°09'00.3" 59°57'23.3"
RN12 3°08'09.5" 59°56'17.6"
RN13 3°06'54.4" 59°54'00.3"
RN14 3°05'35.0" 59°53'13.5"

RN15 3°05'11.6" 59°52'43.7"




