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RESUMO

Contaminantes emergentes sdo compostos que nao possuem legislacéo
especifica versando sobre eles, entretanto tem um alto potencial de danos ao meio
ambiente. Em sua grande maioria sdo compostos acumulativos, tem uma insercéo de
modo geral continua no meio ambiente, e podem ter caracteristica de perturbadores
endocrinos. Alguns exemplos desses compostos, temos 0s estrogénios: estrona,
estriol, 17B-estradiol, e o 17a-etinilestradiol, dos quais possuem mesmos tem
potencial de desregulador enddécrino, podendo ter efeitos nocivos ao meio ambiente,
nao tanto pelo seu nivel de toxicidade, e pelo seu potencial bioacumulador. O principal
objetivo desse trabalho, foi o desenvolvimento e validacdo de um método analitico de
baixo custo para avaliacdo e quantificagdo dos estrogénios, avaliado em duas
matrizes ambientais: agua superficial e material particulado em suspensao. A regiao
escolhida foi Baia de Guaratuba — PR, da qual € uma zona costeira, que tem
caracteristicas marcadas pela sua sensibilidade devido ser uma zona de transicéo
terrestre para o mar da qual sofre uma influéncia de marés, influéncia antropica, como
o proprio fator de desague dos rios, como uma pressao turistica pela sua caracteristica
de veraneio. O método utilizado para a 4gua superficial em suspensao foi a extracao
em fase solida, ja para o material particulado em suspenséo foi adotado ao método
de extracdo solido-liquido. A avaliagdo posterior para quantificacdo foi realizada com
uma analise cromatografica de alta eficiéncia (HPLC). Foram realizadas duas
campanhas amostrais em periodos distintos (inverno e verao), avaliando doze pontos,
das quais demonstraram valores abaixo da metodologia proposta para agua
superficial, enquanto o material particulado em suspensao apresentou alguns pontos
com 0s compostos avaliados, onde sua menor concentracéo foi de 141 ng g-1 para o
estriol, e em sua maior concentracdo 3080 ng g-1 para o estradiol. A presente
avaliacdo demonstrou que o método proposto € valido, e pode ser replicado, mesmo
com valores ndo encontrados, o que nos indica que a regido avaliada n&o sofre tanta
interferéncia antropica, mas que ainda € necessario manter a avaliacao dos presentes
contaminantes em outros pontos por exemplo, pontos proximos a ETE’s, canais de
drenagem, e fontes de polui¢cdes pontuais como derramamento de efluente irregular.

Palavras-Chave: Estrogénios. Baia de Guaratuba. Contaminantes Emergentes.
Andlise cromatograéfica.



ABSTRACT

Emerging contaminants are compounds that do not have specific legislation
dealing with them, however they have a high potential for damage to the environment.
The vast majority are cumulative compounds, have a generally continuous insertion in
the environment, and may have characteristics of endocrine disruptors. Some
examples of these compounds, we have the estrogens: estrone, estriol, 173-estradiol,
and 17a-ethinylestradiol, of which they have the potential of endocrine disruptor and
can have harmful effects on the environment, not so much due to their toxicity level,
and for its bioaccumulative potential. The main objective of this work was the
development and validation of a low-cost analytical method for the evaluation and
guantification of estrogens, evaluated in two environmental matrices: surface water
and suspended particulate matter. The chosen region was Baia de Guaratuba - PR,
which is a coastal zone, which has characteristics marked by its sensitivity due to being
a transition zone from land to sea which suffers an influence of tides, anthropogenic
influence, as the factor itself. flow from the rivers, as a tourist pressure due to its
characteristic of summer. The method used for surface water in suspension was the
solid phase extraction, while for particulate matter in suspension it was adopted the
solid-liquid extraction method. The subsequent evaluation for quantification was
performed with a high performance chromatographic analysis (HPLC). Two sampling
campaigns were carried out at different periods (winter and summer), evaluating twelve
points, which showed values below the proposed methodology for surface water, while
the particulate matter in suspension presented some points with the evaluated
compounds, where its lowest concentration was 141 ng g-1 for estriol, and at its highest
concentration 3080 ng g-1 for estradiol. The present evaluation showed that the
proposed method is valid, and can be replicated, even with values not found, which
indicates that the evaluated region does not suffer as much anthropogenic
interference, but that it is still necessary to maintain the evaluation of the present
contaminants in other points for example, points close to ETE's, drainage channels,
and point pollution sources such as uneven effluent spillage.

Keywords: Estrogens. Guaratuba Bay. Emerging Contaminants. Chromatographic
analysis.
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1. INTRODUCAO

Devido ao atual nivel de desenvolvimento industrial e a prépria necessidade de
expansdo urbana e mudancas decorrentes da globalizacdo, efluentes tanto
domeésticos quanto industriais acabam sendo lancados de maneira desregulada no
meio ambiente, sem muitas vezes ter sido avaliado seus danos. Esse langcamento
acarreta ndo apenas no lancamento de substancias que o meio pode absorver, como
contaminantes que chamam a atencao das autoridades e comunidade cientifica. Sao
contaminantes chamados de contaminantes emergentes, podendo estar presente em
meios aquaticos e terrestres. As concentracfes desses contaminantes de acordo Bila
e Dezotti (2007), sdo da ordem de ng L' e ug L, podendo estar presentes nos
mananciais de abastecimento publico. Essas substancias possuem um potencial de
perturbacdo ao sistema endécrino de humanos e outras espécies, afetando a sua
saude, crescimento e reproducdo, o que desperta ao interesse cientifico. Uma das
classes estudadas dos contaminantes emergentes sao 0s estrdgenos, que Sao
horménios, podendo ser naturais ou sintéticos. Atualmente tem sido dada bastante
atencdo aos contaminantes emergentes pelo fato de que mesmo em pequenas

guantidades, estdo inseridos no meio ambiente de forma diaria.

Dentro da vasta classificacdo de ecossistemas, tem-se as regides litoraneas,
gue possuem como caracteristica marcante uma maior complexidade ambiental por
terem: (a)uma faixa de transi¢cdo entre continentes e oceanos, (b) um nimero elevado
de interacdes dos agentes terrestres, oceanicos e atmosféricos, (c) a possibilidade de
vasta interacao entre os ecossistemas e (d) como também a rota final nos sistemas
aguaticos. Além dessas interacoes, existem grandes migracées humanas pelo atrativo
das regifes costeiras, podendo elas serem sazonais ou interferéncias permanentes
para atividades de pesca ou atividades portuarias. Geralmente regides litoraneas
sofrem para estabelecer sua infraestrutura pelo movimento sazonal que sao expostas.
Existe uma alta pressdo para o turismo, acarretando problemas de saude publica,
como descarte incorreto de residuos e descarte irregular de esgotamento sanitario.
(BORELLLI, 2007).
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O estado do Parana tem uma regido litordnea composto pelo complexo
estuarino de Paranagua (CEP) e a Baia de Guaratuba, que além de ser rodeada pela
cidade que sofre influéncia sazonal, é desague de varios rios provenientes da regido
de litordnea. O principal foco desse trabalho é a determinacéo de estrégenos, que sao
contaminantes emergentes, na Baia de Guaratuba, com o intuito de investigar sua

ocorréncia utilizando métodos analiticos confiaveis analiticamente

2. JUSTIFICATIVA

Varios contaminantes emergentes ndo estdo regulamentados e precisam ser
estudados desde o seu potencial de contaminacdo como 0S nhiveis que Sao
encontrados no meio ambiente, se tornando assim candidatos para uma
regulamentacao futura. Os estrégenos ndo estdo regulamentados no Brasil e na
maioria dos paises do mundo e o conhecimento sobre a ocorréncia, dispersédo
ambiental e efeitos a biota ainda € incipiente tanto em ambientes dulcicolas quanto
marinhos. Ressalta-se que pouco destaque tem sido direcionado ao impacto dessas
substancias em regifes costeiras e marinhas (MARUYA et al., 2012), as quais podem
ocasionar danos irreversiveis ao sistema bioldgico, impactando, por exemplo, 0s
recursos pesqueiros dessas regioes. Portanto, estudos ambientais direcionados para
a investigacao dos estrogenos devem ser realizados nestas regides a fim de avaliar o

impacto das atividades antrépicas.

Uma das metas deste projeto foi a busca de métodos analiticos confiaveis,
simples, de baixo custo, rapidos e sensiveis, 0s resultados foram capazes de
contribuir como uma alternativa para a determinagcdo dos estrégenos nas matrizes
propostas. Consequentemente, isto resultou em uma estratégia de custo mais baixo
para o monitoramento ambiental destas substancias. Um dos beneficios decorrentes
deste estudo pode ser um auxilio ao gerenciamento ambiental de regides costeiras,
uma vez que poderd auxiliar nos processos de planejamento e disposicdo de
emissarios submarinos, bem como areas de disposi¢cado de sedimentos provenientes

de dragagem em regifes portuarias.
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Todos os métodos analiticos (instrumentais e de extracdo) deste trabalho
levaram em consideracdo os parametros de validacdo que incluiram: limites de
deteccdo e quantificacdo, exatiddo e da repetibilidade (precisdo) e faixa de trabalho

aplicavel.

Os dados obtidos podem ser divulgados por meio de apresentacdes artigos
cientificos e, pretende-se ainda em um momento futuro apresenta-los ao Sistema
Estadual de Gerenciamento de Recursos Hidricos (SEGRH/PR) do estado do Parana,
para talvez subsidiar politicas publicas voltadas aos possiveis impactos causados

pelos estrogenos.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi realizar um diagnéstico de contaminacéo da
Baia de Guaratuba em relacao aos estrogenos estrona (E1), 17p-estradiol (E2), estriol
(E3), e 17a-etinilestradiol (EE2).

Os objetivos especificos deste projeto foram:

- Otimizar e validar métodos analiticos para determinacédo dos estrégenos em

material particulado em suspensao e agua superficial;

- Avaliar a possibilidade de ocorréncia dos estrégenos em agua superficial e

em material particulado em suspensao da Baia de Guaratuba;

- Avaliar se existia uma sazonalidade entre as estacdes de inverno e verao,
bem como a diferenca de ocorréncia dos estrégenos entre as matrizes estudadas e

0s pontos de coleta.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Contaminantes emergentes e desreguladores enddcrinos

Com o0 desenvolvimento acelerado, uma das principais preocupacoes
levantadas ambientalmente é encontrada pela ocorréncia de compostos
farmacologicamente ativos na natureza. Parte destes compostos sdo conhecidos
como a classe de contaminantes emergentes, sendo abordados em varios aspectos
por pesquisadores do mundo todo, podendo ser de origens antrépica e natural. A
entrada desses contaminantes € resultado de diversas atividades, como por exemplo:
emissdes na fabricacéo, eliminacdo de residuos, liberagdes acidentais, introducdes

propositais e atividades do préprio consumidor sendo a excrecao natural.

A presenca destes compostos no meio ambiente ndo € tao significativa pela
sua concentracdo, e sim pelo seu potencial de acarretar um impacto ecoldgico e
efeitos adversos a saude. Alguns dos efeitos provocados por esses compostos
quando no meio aquatico sdo genotoxicidade, perturbacdo enddcrina e aumento de
resisténcia de bactérias patogénicas (LIMA et. al, 2014). Cabe também salientar que
a sua persisténcia no ambiente esta diretamente ligada ao fato de que continuamente
sao introduzidos no meio ambiente, por resultado de processos industriais, descarte
de produtos comerciais, através de sua forma conjugada, livre ou metabolizada
(SILVA apud TADEO, 2012).

O termo desregulador enddcrino teve a sua primeira aparicao na conferéncia
Wingspread nos Estado Unidos no ano de 1991. A sua preocupacdo veio da
ocorréncia de disturbios em vérias espécies selvagens, sendo relatado diminuicdo na
fertilidade, anomalias no sistema reprodutivo e distirbios comportamentais
(PONTENELLI et al, 2016). Alguns estudos realizados na Dinamarca observaram o
declinio da qualidade do sémen dos homens entre 1938 e 1990. Em 1990 no Reino
Unido, foram observados diversos eventos de feminilizacdo de peixes devido a
presenca de compostos estrogénicos (AQUINO et al, 2013). Outra concluséo
preocupante e importante, quando se trata do ambiente aquatico, é que as
concentragdes tipicas dos desreguladores enddcrinos existentes nos ambientes

aguaticos ndo mostram evidéncias que possam causar efeitos agudos, mas existem
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estudos suficientes apontando efeitos crénicos em organismos mais sensiveis
(BRANDT, 2012 apud AQUINO et al, 2013).

Segundo o Comité Cientifico de Toxicidade, Ecotoxicidade e Ambiente
(CCTEA), os desreguladores enddécrinos possuem associagfes com o surgimento de
algumas doencas como cancer de testiculo, de mama e de prostata, a queda da taxa
de espermatozoides, deformidades dos 6rgéos reprodutivos, disfuncéo da tiredide e
alteracdes relacionadas com o sistema neurologico (GHISELLI & JARDIM, 2007).

Contaminantes emergentes geralmente sofrem transformaces quimicas no
ambiente, acarretando na sua remocao, entretanto, esses efeitos sdo compensados
pela sua introducdo continua. S&o produtos com variadas aplica¢des, incluindo os
farmacéuticos, produtos de cuidado pessoal, agentes tensoativos, plastificantes e
aditivos industriais (Tabela 1). Um destaque importante a ser enfatizado € que,
geralmente, os contaminantes emergentes ndo estao incluidos em programas de

monitoramento da agua por ndo possuirem legislacdo especifica (GIL et. al, 2012).

Tabela 1: Alguns exemplos de substancias classificadas como contaminantes emergentes.

Grupo Exemplos de substancias
Atrazina, lindano, triclosan, DBCP
Pesticidas (Dibromocloropopano), PCP

(pentaclorofenol), rifuralin
Androgénios, estrogénios,
fitoestrogénios
Fluoxetina, tamoxifan, fluvastatina,
Farmacos medetomidina, propranolol, horménios
sintéticos
Alquifendis, ftalatos, bisfenol-A,
estireno, retardandes de chama
Produtos quimicos industrias bromados (PBDE’s), surfactantes
(incluindo perfluoroctanosulfonatos —
PFOS)

Esterdides Naturais

Fonte: Filho et al., 2007

Como esses compostos tém caracteristicas distintas e variadas como
persisténcia, carater lipofilico, bioacumulativos e baixa pressao de vapor, tem uma

facilidade de dispersdo e difusdo no meio ambiente (BILA, 2005). Alguma das
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propriedades que favorecem a disperséo destes poluentes no meio ambiente estao a
solubilidade em agua, o pH, a temperatura, radiacdo, nivel de matéria organica,
propriedades do meio e do organismo receptor (REIS FILHO et al. 2006). Em relacao
a sua ocorréncia no ambiente aquético pode ser consequéncia de diversas fontes de
descarga de &gua contaminada ou efluentes nédo tratados, podendo ser fontes
pontuais como uma estacédo de tratamento de efluente industrial ou doméstico, como
fontes difusas das quais podem ser oriundas de lixiviados e atividades agricolas
(GHISSELI e JARDIM, 2007).

Em relacdo aos estudos abordando os contaminantes emergentes no Brasil,
eles foram iniciados em 1995 por Lanchote, com énfase na determinacdo de
pesticidas. A partir de entdo surgiram varias outras linhas, observando a remocéo de
farmacos em estacBes de tratamento de esgoto e a presenca deles em &aguas
superficiais de algumas baias. Com isso tornou-se possivel encontrar diversos
trabalhos envolvendo matrizes ambientais (aguas superficiais e aguas de
abastecimento publico) e matrizes de interesse ambiental (esgotos tratado e bruto)
(MONTAGNER et. al, 2017). A Tabela 2 compila alguns trabalhos da literatura,
especificando as classes de contaminantes emergentes, técnicas analiticas
empregadas e concentracfes encontradas nas matrizes citadas anteriormente.
Como relata ao fator de quéo eficiente os tratamentos convencionais de efluentes
domésticos tem eficiéncia em relacdo aos compostos e quais sdo as ordens de

grandeza encontradas apés o tratamento.



Tabela 2: Concentracdes e técnicas analiticas para contaminantes emergentes
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Esgoto bruto Esgoto tratado
Contaminantes

Agua superficial

Agua de abastecimento

publico
emergentes Concentragbes Técnica Concentragbes Técnica Concentracfes Técnica Concentracbes Técnica
9 (ng LY Analitica (ng LY Analitica (ng LY Analitica (ng LY Analitica
LC-
L MS/MSH LC-
Farmacos (13,9 — 3800) MS/MS (680 — 3800) GC-MS (0,50 — 30421) 18,5
GC-MS PLC-UV MS/MS
GC-MS
LC- LC-
MS/MSGC e MS/MSH CEMS
Horménios (0,56 — 3180) - (0,09 — 2080) (0,31 -11130) PLC-UV (1,0 — 340)
C- MS/MSHP
MS/MSGC MS/MS HPLC- LC-ELD
-MS FLD
Produtos de M;?I\;ls LC-
higiene N&o encontrado ND N&o encontrado ND (2,2 — 323,5) GC- (18 - 135,5) MS/MSG
pessoal MS/MS C-MS/MS
Bisfenol A (55,7 — 308,8) LC- (220 — 5310) LC- (2,8 — 39860) MsL/l\C/l_SH (24 — 247) GC-
’ ' MS/MS MS/MS ’ PLC-UV MS/MS
Fonte: Adaptado Montagner et. Al (2017)

GC-MS = Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. GC-MS/MS = Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial.
HPLC-UV = Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta. Em alguns trabalhos o UV foi obtido pelo Detector de Arranjo de Diodos (DAD).
HPLC-FLD = Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. LC-MS/MS = Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial. ND: Nao encontrado
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Conforme avaliado na Tabela 2, as técnicas de avaliacdo para concentracao
dos compostos emergentes sao todas de cromatografia, podendo ser ela liquida ou
gasosa. Geralmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) acaba
por ser uma das principais técnicas de analises de compostos nao volateis ou
termicamente instaveis. Entretanto para a sua utilizacdo € necessaria uma analise
confirmatoria. A cromatografia liquida pode ser avaliada a partir de dois tipos de
radiacdo, a ultravioleta ou a de fluorescéncia, da qual a escolha vai depender do

composto analisado e sua sensibilidade.

Em relacdo a espectrometria de massas, esta acaba sendo a técnica que mais
fornece as informacdes estruturais necessarias e, quando inserida na cromatografia
liquida, tem-se uma ferramenta analitica versatil e de grande potencial na analise
qualitativa e quantitativa (LANCAS, 2019). O mesmo acontece na cromatografia
gasosa devido ao seu principio de funcionamento ser o mesmo, apenas com distin¢ao

da sua fase movel que se torna gasosa.

Outro ponto que a Tabela 2 apresenta sé&o os resultados encontrados, podendo
ver uma variagao para esgoto bruto em relagéo ao esgoto tratado, e 0 quanto 0 mesmo
varia em relacdo as aguas. Esses valores de certa maneira sofrem uma grande
variacdo, e ndo apenas sao sinais de alerta como também apontam que a presenca
dos contaminantes j4 sdo uma realidade na sociedade, estando ndo apenas em

efluentes como aguas utilizadas para consumo humano.

4.2 Estrogénios

Os agentes interferentes enddcrinos pertencem a varias classes, incluindo os
estrogénios naturais, sintéticos e xenoestrogénios. Destes 0 de maior interferéncia no
sistema enddécrino humano se da pela acdo dos estrogénios sintéticos, enquanto os

xenoestrogénios sdo menos potentes (RAIMUNDO, 2011).

Os estrogénios naturais sdo amplamente conhecidos como hormdnios
femininos e sao eles a estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3). No figado o
estradiol é convertido em estrona, podendo ser convertido em estriol. O estradiol é o

estrogénio mais potente, podendo ser até doze vezes mais ativo que a estrona e
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oitenta vezes mais que o estriol (LARK, 1999). Ainda possui o 17a-etinilestradiol
(EE2), desenvolvido para uso médico em terapias de reposicdo hormonal e métodos
contraceptivos e tem em seu papel poluidor maior preocupacao, tanto pela poténcia

guanto pela quantidade introduzida no ambiente (REIS FILHO et al., 2006).

A acdo no sistema enddcrino ocorre pela sintese de horménios, sendo
sinalizadores quimicos, que quando lancados na corrente sanguinea atuam na
comunicacdo com o0s receptores, fazendo interferir em determinada resposta
biolégica. (GOODMAN et al. 2005, apud LUPEPSA at al. 2017). Vale ainda ressaltar
que em relagao ao 17B-estradiol, as mamiferos fémeas produzem e assim excretam
no meio ambiente. Tem sido observado que durante a Ultima década a presenca do
E2 tem sido aumentada nos efluentes (LUPEPSA et al., 2017).

Os estrogénios estrona, estradiol e etinilestradiol recebem uma atencao
especial por terem uma excrecao continua e diaria nos efluentes e ndo passam por
remocao completa nas estacdes de tratamento. Acabando assim, por serem lancados
no sistema aquatico. Na tabela abaixo 3, € possivel observar a excrecdo diaria dos
compostos pelos humanos, sendo dividido em categorias especificas, onde o termo
mulheres encontrado na ultima linha, se da pelo fator de utilizacdo de contraceptivos
ou reposicdo hormonal, pois 0 hormonio etinilestradiol € um horménio sintético. (BILA
e DEZOTTI, 2007)

Tabela 3: Excrecao diaria (ug) per capita de estrogénios por humanos.

Categoria Estrona 17B-Estradiol Estriol 17a-Etinilestradiol
Homens 3,9 1,6 1,5 -
Mulheres 8 35 48 i
menstruando
Mulheres na 4 23 1 i
menopausa
Mulheres 600 259 6.000 i
gravidas
Mulheres - - - 35

Fonte: Adaptado BILA e DEZOTTI, 2007.

A Tabela 4 apresenta as propriedades fisicas e quimicas dos estrégenos

naturais e sintéticos utilizados nesse trabalho.
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Tabela 4: Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas dos estrgenos.

Lo Lo Tempo de
Analitos Abreviagdo Formula Estrutura Quimica pKa K 9 K 9 Solubilidade (mg L) meia vida
oc oc (dIaS)
Estrogenos Naturais
Estrona El Ci18H2202 10,34 3,34 3,43 12,42 2-3
17B-estradiol E2 CisH2402 10,23 4,01 3,96 12,96 2-3;0,2-9
Estriol E3 CisH240s 1025 328 357 13,00 NR
17a- 10,25;
etinilestradiol EE2 C20H2402 105 298 415 4,8 4-6

Fonte: Adaptado BEZERRA, 2014 e REIS FILHO et al, 2006. *pKa — Constante de dissociacdo acida; log Koc — coeficiente de adsorgao normalizado; log Kow
— constante de particao octanol/agua; NR: N&o relatado
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O tempo de meia vida de um composto, determina qual € o comportamento do
mesmo ao ser exposto ao meio ambiente, podendo sofrer decomposi¢cdo completa ou
transformacdo em outro composto. Ao analisar os estrégenos encontra-se um tempo
de meia vida com carater curto, entretanto esse fator € compensado pela insercao
diaria e constante no meio ambiente, o0 que acarreta a ele um carater de persisténcia.
Existem fortes evidéncias que 40% das doses ministradas dos estrégenos sintéticos

podem ser disponibilizadas para o ambiente (FILHO, et al. 2006).

Os presentes compostos sdo utilizados para reposicdo hormonal, métodos
contraceptivos, sendo alterado em dosagens de acordo com a sua eficiéncia e
finalidade, o que faz com que o consumo dos mesmos seja constante, tendo entao
sua excrecao constante. Aquém disso ainda se tem 0s compostos naturais, dos quais
sao excretados diariamente por toda a classe da sociedade, e quando as regidées nao
possuem um atendimento de saneamento basico os mesmos acabam nos corpos
hidricos, e quando a regido é atendida por redes de coleta de efluentes, os mesmos
acabam indo para as estacdes de tratamento, e ndo necessariamente sdo removidos

com os tratamentos atuais.

Os estrégenos atingem o meio ambiente de forma direta ou apés o tratamento
de aguas residuarias, que em geral tem processos nao eficientes para sua remocao.
Sendo assim, podem chegar a 4guas superficiais, sedimentos, material em suspensao
e organismos aquaticos (GUIMARAES, 2008). Uma vis&o da rota tracada por esses

contaminantes pode ser encontrada de forma resumida na Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma insercao dos estrégenos no meio ambiente.
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Fonte: Adaptado FILHO et Al., 2006

Conforme observado o esgotamento sanitario € uma das principais fontes de
insercao dos compostos no meio ambiente. Entretanto quando avaliado a situacdo do
Brasil em relacdo a esse tipo de servigo € encontrado um déficit em relagéo a outros
paises no tratamento do esgoto. Isso se da por alguns fatores, sejam eles
socioecon6micos, como uma legislacéo tardia em relagdo ao tratamento dos esgotos
no Brasil, sendo promulgado apenas em 2007 uma lei para diretrizes nacionais de
tratamento de esgoto (JUNIOR, 2009).

4.3 Ambientes costeiros

As ultimas décadas os problemas ambientais passaram a ser mais recorrentes
e frequentes, se dando, por exemplo, pelo alto crescimento populacional (HASSEMER
et al., 2012). Dentro dos cenérios da problematica ambiental, existem os ambientes
costeiros, sendo considerados de alto dinamismo, com um ponto de convergéncia de
processos terrestres, oceanicos e atmosféricos, tendo um potencial de alteragdo em
suas caracteristicas (ANGULO, 2004).

Os problemas ambientais se tornam acentuados em regibes costeiras, por
serem regides que possuem alta atracao para ocupagao humana e, em contraponto,
a sua faixa de terra litoranea corresponde a menos de 2 % do territorio terrestre, o que
faz com que a populagdo existente nessa faixa acabe utilizando para diversas

atividades e finalidades, acarretando riscos ambientais na zona costeira. Atualmente
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cerca de 60% da populacdo mundial vive a menos de 100 km do mar, o que acarreta

crescente pressoes aos ecossistemas costeiros (RODRIGUES et. al, 2003).

O ambiente marinho e costeiro esta muito exposto a diversos tipos de
compostos organicos e inorganicos provenientes de origem antrépica, uma vez que o
ambiente sofre uma introducdo no ambiente oriundos de efluentes industriais e
urbanos sem tratamento adequado, por rios, canais, emissarios ou ligacbes
irregulares. (TANIGUCHI, 2011)

Essas regides se caracterizam, em sua maioria, por serem ecotonos, que por
definicdo, séo regidbes que respeitam duas caracteristicas: transicdo entre duas
comunidades e/ou tensdo entre ambas, podendo ou ndo as atingir (NEIFF, 2003).
Neste caso, temos regides costeiras que possuem mangues e, em algumas
localizacdes, regides portuarias. No estado do Parana, tem-se o complexo estuarino
de Paranagua (CEP), com a composicdo das Baias de Antonina, Paranagua,
Laranjeiras, Pinheiros e de Guaraquecaba (BIGARELLA, 2001). Acrescido a essa

regido, pode-se encontrar também a Baia de Guaratuba (Figura 2).

Figura 2: Mapa tematico do CEP e da Baia de Guaratuba
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Fonte: Noernberg et. al, 2008

A Baia de Guaratuba tem localizagdo na porcdo sul da planicie costeira do

estado, com uma area total de 50,19 km? em relacdo a sua foz, sendo que sua
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desembocadura (aproximadamente 500 m) se da para o Oceano Atlantico. Ela &
limitada por pontais rochosos, da Serra da Prata ao norte e do morro de Guaratuba
ao sul. Em relacdo ao recebimento de aguas, € composto da bacia hidrograficas dos
rios Sao Joao e Cubatéo, o que contribui com o maior aporte de agua doce do sistema.
A margem norte apresenta dois rios principais e canais de maré que desaguam no
sistema, contendo bancos de gramineas e bosques de manguezais. J& na margem
sul, encontram-se afluentes de menor porte e é onde situa-se a cidade de Guaratuba
(ZEM et al., 2005).

Vale se ressaltar que a baia de Guaratuba esté entre o Parque Nacional Saint-
Hilaire/Lange e o Parque estadual Emboguacu e pertence a uma area de protecdo
ambiental (APA), da qual possui todo o municipio de Guaratuba, e parte dos
municipios de Matinhos, Tijucas de Sul, Sdo José dos Pinhas e Morretes (Figura 3).
Essa regido apresenta um potencial particular para turismo e as maiores pressoes
ambientais se d& pela expansdo urbana de Guaratuba e Matinhos, da pesca
predatéria, do extrativismo vegetal ndo legalizado, dos reflorestamentos com pinus,
pastagens e a bubalinocultura sem manejo especifico (SECRETARIA DO MEIO
AMBIENTE E RECURSOS HIDRICOS, [2019]).
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Figura 3: Area de Preservacédo Permanente de Guaratuba.
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Fonte: Secretaria de meio ambiente e recursos hidricos, 2019.

A regido de Guaratuba e das praias ao seu redor sofre a influéncia de uma
populacdo flutuante em alta e baixa temporadas (SCHEUER et al., 2011). Essa
influéncia antropica no ambiente pode ser sensivel, sendo possivel encontrar
degradacdo dos ambientes naturais por meio de uma poluicdo organica, deposicao
de sedimentos e deterioragéo e interferéncia dos habitats naturais (FILHO et al.,
2003). Como presente em outros litorais, algumas cidades costeiras realizam a
descarga de efluente, tratado ou ndo, nos rios que desaguam no mar (ABESSA et al.,
2012).

Em um levantamento realizado recentemente, foi possivel observar que a
regido litordnea do Parana possui trés prestadores de servigco de agua e esgoto: em
Paranagua o servico € realizado pela Paranagua Saneamento; em Antonina é
realizado pela SAMAE (Servico Autdnomo Municipal de Agua e Esgoto de Antonina);
€ 0S outros municipios o servico € realizado pela SANEPAR (Companhia de
Saneamento do Parand). (Plano de Bacia Litoraneo — PRODUTO 01, 2017). De
acordo com o a Agéncia Nacional de 4guas e Saneamento Basico, os dados de 2013
indicam que o municipio de Guaratuba tem todo 0 seu municipio coberto por uma rede



26

de tratamento de esgoto, sendo que 31,2% de solucdes de tratamento individual, e
68,8% sao coletados e tratados. Em relagéo aos tratamentos individuais séo as fossas
domésticas, em sua grande maioria sdo fossas negras, das quais ndo possuem
tratamento. Em relacdo ao esgoto tratado, as estacbes da concessionaria local

utilizam ao tratamento UASB.

O Complexo Estuarino de Paranagua e Baia de Guaratuba vem sendo objeto
de estudos em relacdo a ocorréncia e impacto de contaminantes organicos e
inorganicos provenientes da ocupacao urbana, pesca, turismo, industrias, introducéo
de esgotos e ao principal porto de exportagdo de graos do Brasil, o Porto de
Paranagua. Em um levantamento bibliogréfico realizado para verificacdo de estudos
ambientais no complexo estuarino de Paranagud, foi possivel encontrar trabalhos

relacionados a poluicdo por 6leo, por exemplo:

“‘Determinacéao da sensibilidade do litoral paranaense a contaminagao por 6leo”
(NOERNBERG et. al, 2008), do qual tinha como principal intuito demonstrar a
fragilidade do ambiente litorAneo do Parana, pela caracteristica de seu nivel de
sensibilidade ambiental pela caracteristica de manguezal que possui, com intensas
atividades portuarias, da qual possui um historico de acidentes. O litoral também é um
remanescente da Mata Atlantica, sendo necessario acdes integradas afim de reduzir
0s riscos de contaminacdo por 6leo, incluindo o monitoramento intenso e plano de

contingéncia em casos de acidentes com alta eficacia.

Outro trabalho na area: “Mudancas nos espectros de manguezais induzidas por
derramamentos de 6leo monitorados por diferenciacdo de imagens de indices
normalizados: Ferramentas para auxiliar na delimitacdo de éareas impactadas”
(PAVANELLI, 2018). O seu principal intuito foi levantar os principais impactos
causados pelo derramamento de 6leo na regido, de maneira a realizar a delimitacéo
da area impactada com base nos efeitos adversos imediatos do 6leo em negligencia
do tempo de resposta, sendo que os impactos negativos podem se manifestar muito

ap(’)s do evento que acarretou ao derramamento.

Em relacdo ao contaminantes organicos, foram elencados alguns estudos:

“Marcador multimolecular e metais tragcos em matéria organica de insumos e status
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de contaminacdo de uma Area de Protecdo Ambiental no Atlantico Sul (Baia das
Laranjeiras, Brasil)” (MARTINS, 2012). O trabalho avaliou as fontes e concentracdes
dos hidrocarbonetos alifaticos (AHs) e hidrocarbonetos arométicos policiclicos
(PAHSs), esterdis fecais e biogénicos em metais traco em dez pontos de amostragem.
A avaliacao tinha como principal intuito demonstrar a contaminac¢ao por combustiveis
fosseis na regido, como também o indicativo de contaminagdo por esgoto, pois
poderia alterar o resultado, entretanto, ndo foi um significativo contribuinte para a

matéria organica encontrada na regiao.

O trabalho intitulado “Hidrocarbonetos e esteréis sedimentares em um
ambiente de transi¢cao de plataforma continental estuarina rasa do Atlantico Sul sob
influéncia de terminal de petréleo e porto de graos” (BET, 2015) avaliou a existéncia
de esterois e hidrocarbonetos nos sedimentos superficiais do ambiente de transi¢ao
entre a baia de Paranagua e a Plataforma continental rasa do Atlantico Sul para
avaliacdo das nascentes de matéria organica e o estado de contaminacdo da area

gue esta exposta a multiplas entradas.

O estudo “Ocorréncia de contaminantes orgénicos halogenados em
sedimentos estuarinos de uma reserva da bioesfera no Atlantico Sul” (SOUZA, 2018)
avaliou a ocorréncia e distribuicdo das bifenilas policloradas (PCBs) e pesticidas
organoclorados (OCPs) nos sedimentos superficiais do Sistema Estuarino de
Paranagud, do qual podem indicar a contaminacado por pesticidas que tem carater de

permanéncia no meio ambiente.

Mizukawa (2015) avaliou a distribuicdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e alifaticos em sedimentos estuarinos. Os compostos avaliados nesse
trabalho, que tendem a se acumular no sedimento, sdo compostos incluidos pela
USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) como contaminantes
de controle prioritario devido ao seu potencial toxico e carcinogénico. Quando os
compostos avaliados possuem alta concentracdo sdo indicativos de poluicao
antrépica. Foram avaliados a composicao e a distribuicdo de n-alcanos e HPAs nos
estuarios de Paranagua e Guaraquecaba, sendo que os presentes hidrocarbonetos

foram extraidos por ultrassom, separados por coluna cromatogréafica e analisada por
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cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacéo. Tendo uma variacao de 1,60

a 9,12 pgg?! dos n-alcanos, e os HPAs totais de 0,07 a 1,07 pugg*.

Embora a regido tenha apresentado alguns estudos sobre contaminantes
ambientais, foi observada pouca atencdo aos contaminantes emergentes com
potencial de desregulacdo enddcrina, tal como a quantificacdo dos hormonios
estudados neste trabalho em matrizes ambientais da Baia de Guaratuba.

4.4 Métodos analiticos para quantificacao

Quando se trata de contaminantes emergentes, uma das etapas mais criticas
€ a extracdo, isolamento e concentracdo dos analitos. E uma das técnicas mais
amplamente utilizada para anéalise de agua e de esgoto € a extracdo em fase soélida
(SPE) (GIROTTO, et al., 2007).

Para a extracdo em fase solida, € necesséario realizar ao preparo das amostras,
das quais precisam passar pelo processo de coleta de maneira segura, devendo ser
realizada em frascos dos quais facam a amostra sofrer menos interferéncia possivel,
mantendo sempre em um ambiente mais proximo do ponto de coleta. E necessario
inibicdo de matérias organicas que possam interferir nesse processo, como por
exemplo o uso de acido acético glacial de maneira a inibir atividades possiveis de
degradacdo dos compostos pesquisados. A amostra ainda necessita passar por um
ponto de filtracdo para avaliacdo de material particulado, como retirar possiveis

interferentes.

A extracdo em fase sélida é uma técnica utilizada para extracdo, limpeza e pré-
concentracdo dos analitos em matrizes complexas, tais como esgoto e aguas
superficiais e subterraneas (ANIZAN, 2010). A composicdo basica de um cartucho
SPE esta na fase solida, sendo o adsorvente, geralmente estando dentro de uma
seringa. O mecanismo de separacdo € semelhante ao que ocorre na cromatografia
liquida, sendo os compostos eluidos em grupos de acordo com as interacdes fisicas
e quimicas envolvidas. Esse procedimento, geralmente € dado pelas seguintes

etapas:
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= Ativacdo do adsorvente: ativa 0s sitios ativos responsaveis pela retencao
dos analitos de interesse.

= Condicionamento do adsorvente: feito com um solvente adequado para
equilibrar as forcas do solvente de eluicdo com o solvente da amostra.

= Percolacdo da amostra: retém os analitos de interesse (etapa de pré-
concentracao)

= Lavagem: eluicdo de possiveis interferentes.

= Secagem: eliminar a agua para posterior eluicéo.

» Eluicdo: eluicdo dos analitos com o solvente de melhor afinidade.

A andlise do material particulado em suspensao (MPS) envolve basicamente
uma extracdo sélido-liquido (BEZERRA, 2014). A extracdo solido-liquido com um
auxilio de solvente acontece quando os compostos soluveis do material solido séo
extraidos por um solvente liquido que tem seletividade a ele. Nesse processo o
solvente penetra nos capilares do composto estudado e dissolve 0 mesmo,

produzindo uma solucéo de maior concentracdo (SAWADA, 2012).

Existe algumas técnicas basicas que auxiliam na capacidade de transferéncia
de massa e o rendimento das extracbes sélido-liquido. Por exemplo, o corte da
amostra para que seja aumentada a area de contato entre o solvente e a matriz. Ainda,
para extracao dos compostos pretendidos, é necessario levar em conta a seletividade
do solvente. Deve-se avaliar a umidade do material sélido, pois a 4gua pode acabar
competindo com o solvente para a dissolugéo do soluto, afetando assim o processo
de transferéncia de massa (FERREIRA, 2013).

Apés a etapa de extracao, faz-se a quantificacdo dos analitos via cromatografia,
podendo ela ser liquida ou gasosa. O processo de cromatografia consiste em um
método de separacdo de componentes presentes numa amostra devido as interacdes
desta com as fases, sendo a estacionaria a coluna e a movel os solventes utilizados.
Ambos séo opostos e escolhidos de forma a acentuar a separacdo dos compostos.
Um fator de extrema importancia € o tempo de retengédo dos compostos avaliados, o0
presente tempo varia com a maior ou menor interacdo dos analitos em relacao as

fases, pois percorrem caminhos diferentes devido as suas interacdes. A detecgéo
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ocorre no detector, que é a parte final do equipamento de cromatografia, apés a

amostra ter percorrido o processo de separagéo na coluna (RODRIGUES, 2015).

As analises realizadas por cromatografia liguida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa sdo bastante utilizadas quando se trata de separacoes
ambientais (SILVA; COLLINS, 2011). Para utilizacdo da cromatografia liquida, é
necessario definir um método e padronizacdo prévia do equipamento e sistema
utilizado, pois os mesmos podem sofrer variagdo em relacdo a equipamentos distintos,
sendo necessario a construcdo de padrdes especificos para o ambiente e andlise das
amostras coletadas. Neste trabalho, foi escolhida a cromatografia liquida pela sua
melhor aplicabilidade em relacdo aos estr6genos, uma vez que tais compostos sdo
sensiveis ao aguecimento na cromatografia gasosa, podendo sofrer degradacéo e a

formacédo de metabdlitos de estruturas ndo conhecidas.

4.5 Estado da arte

Os estudos envolvendo os contaminantes emergentes sao bastante variados,
incluindo o desenvolvimento de métodos analiticos para sua determinacdo, como
também a remocéao e melhor tratamento dos sistemas existentes tanto de agua quanto

de esgoto.

Foi possivel encontrar na literatura alguns estudos de degradacdo dos
estrogenos em agua, tais como: “Remocdo de estrona, estradiol, etinilestradiol e
bisfenol-A por meio de nanofiltracdo aplicada ao tratamento avancado de aguas para
consumo humano” (SCHLEICHER, 2013). Este estudo teve intuito de avaliar a
rejeicdo de perturbadores enddcrinos (estrona, estradiol, etinilestradiol e bisfenol-A)
por membranas distintas de nanofiltracdo, com valores distintos de pH e duas matrizes
diferentes de agua também, tem como principal intuito indicar qual era a melhor
membrana e qual a melhor faixa de pH para trabalho. A adocdo de um valor de pH
mais alto proporcionou uma boa rejeicdo dos contaminantes, sendo que em faixas de
pH mais inferiores, as membranas avaliadas houve um valor de rejeicéo estaticamente
semelhante. Indicando assim uma das membranas avaliadas (NF-270) como a mais
indicada para a rejeicdo dos perturbadores enddcrinos em relagcdo ao fluxo nele

permeado.
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O trabalho intitulado “Remocéao de etinilestradiol no tratamento de agua para
consumo humano: estudo em escala piloto” (SANTOS, 2011) realizou um estudo de
maneira piloto para avaliagdo da redugdo do microcontaminante etinilestradiol
utilizando cinco técnicas de tratamento de agua: tratamento convencional ou
tratamento em ciclo completo; tratamento convencional seguido de ultrafiltracéo;
tratamento convencional seguido de filtragdo em carvéo ativado granular; tratamento
convencional precedido de oxidagc&do com cloro e; tratamento convencional utilizando
carvao ativado em pd. O principal intuito foi avaliar qual seria a melhor técnica para
emprego em estacdes de tratamento. Todo o experimento foi realizado com controle
referente a sua turbidez e alcalinidade, sendo que em ambos os cenarios o carbonato
de célcio e a dose de coagulante (sulfato de aluminio) foi de de 22,5 mg - L-1. Onde
0s resultados apresentaram que o tratamento convencional ndo foi eficaz na reducao
do etinilestradiol. Entretanto no que diz a respeito da filtracdo em carvao ativado
granular e para o tratamento convencional precedido da pré-oxidacdo em relacdo as

outras técnicas avaliadas foram a que demonstraram diferencas significativas.

O trabalho “Estudo da degradacao eletroquimica, fotolitica, fotocatalitica e
eletrofotocatalitica do hormdnio etinilestradiol” (EDUARDO, 2009) teve como objetivo
principal objetivo avaliar a degradacdo do horménio etinilestradiol que € um agente
terapéutico e um método contraceptivo muito usado, causando preocupacdes em todo
o mundo pelo seu crescente uso. Para avaliacdo da degradacdo do presente
composto, foram avaliadas quatro técnicas de degradacdo: eletrélise, fotdlise,
fotocatélise e eletrofotocatalise. Das quatro técnicas de degradacdo avaliadas a
fotélise se mostrou mais eficaz que a eletrélise para a degradacéo do hormoénio. Ja a
fotocatalise e fotoeletrocatalise apresentaram uma eficiéncia de degradacéo

semelhante e melhor que a fotélise.

O estudo “Utilizacdo de microrganismos na degradacdo de horménios
estrogenos” (SPOHR et al., 2014) prop6s a avaliagdo de uma alternativa para a
degradacdo desses compostos através de biorremediacdo, sendo avaliadas duas
bactérias (Pseudomonas fluorescens e Bacillus thuringiensis) e, também, a acdo do
ferro, por ser encontrada de maneira ampla no meio ambiente. Os resultados foram
promissores, demonstrando em todos os cenarios uma diminui¢cdo da concentragcdo

inicial em todas as combinacoes.
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O trabalho “Estudo da potencialidade da fotocatalise heterogénea e dos
processos fenton para degradacéo de micropoluentes em aguas residuéarias (esgoto
tratado)” (MARINHO, 2013) consistiu avaliar a potencialidade de processos oxidativos
avancados em aguas residuarias contendo farmacos (sulfametoxazol e trimetoprima)
e estrogénios (estrona, estradiol e etinilestradiol). Constatou que 0s processos Fenton
apresentam promissora potencialidade na remediacdo de residuos contendo

micropoluentes, inclusive quando operando em escala maior e de modo continuo.

O estudo “Degradacao de hormdnios em aguas de abastecimento publico por
fotocatélise heterogénea solar” (PADOVAN, 2015) realizou a degradacao da mistura
dos quatro estrogenos em agua de abastecimento publico pela fotocatélise
heterogénea solar, utilizando um fotocatalisador de diéxido de titdnio suportado em
um reator de placa plana operado com reciclo. Obteve-se uma eficiéncia de
degradacéo superior a 90% em menos de quatro horas para todos os hormonios.
Também se constatou que a atividade estrogénica foi mantida, tendo uma reducédo

significativa apenas apds 9 horas de degradacao.

Conforme apresentado, existe uma grande gama de estudos voltados para a
remoc¢ao dos compostos em aguas brutas e efluentes e isso se da pela caracteristica
dos mesmos virem a aparecer de maneira constante em varias matrizes e até pontos
de aguatratada, do qual pode acarretar varios problemas ambientais. Muitos trabalhos
tém sido desenvolvidos para a quantificacdo e qual o melhor método analitico,
entretanto, grande parte dos estudos estéo voltados para a quantificacdo em aguas
naturais e potaveis (BILA & DEZZOTI, 2003; FONSECA, 2013; TORRES, 2009;
OTOMO, 2010; MACHADO, 2010).

Em relacdo as aguas salinas, no estudo realizado por Saravanabhavan et. al
(2009), foram analisados agua do mar em dois portos do Canada (Oceano Atlantico),
observando concentracdes médias de 1,5 e 1,8 ng L da estrona e 17B—estradiol,
respectivamente. Ao realizar analise de sedimento marinho do mar da Tasmania
(Oceano Pacifico), Braga et al (2005) encontrou estrona na faixa de 0,16 a 1,17 ng g
1, 17B—estradiol entre 0,22 e 2,48 ng g e 170—etinilestradiol entre 0,05 e 0,5 ng g*
(GONCALVES, 2017).
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Os trabalhos realizados em ambientes de aguas salinas acabam por sofrer
adaptacdes em seus métodos, pois as matrizes podem reagir diferente em relagédo a
agua doce, tendo assim a necessidade de ser adequados para a realidade de cada
local. Outros fatores importantes em relacdo a ambientes salinos, € necessario
observar as varia¢des e interferéncias que o ambiente pode sofrer, seja elas de acordo
com as marés, com o desague de rios, interferéncias climaticas como chuvas intensas,
ou até mesmo periodos de estiagem. Esses fatores podem interferir no resultado das
analises, como devem ser levados em consideracao para uma melhor visdo diante da
escolha de pontos amostrais como também para uma melhor interpretacdo dos

resultados encontrados.

Em relacdo aos presentes compostos pelos mesmos terem um potencial de
desregulacédo enddcrina, os estudos sédo voltados para varias areas em relacéo ao
meio ambiente, sendo as principais matrizes ambientais agua superficial, sedimento
e material particulado em suspensao (FAHNING, 2016). Entretanto, no ambiente
costeiro brasileiro poucos sdo os estudos envolvendo os estrégenos. Na Tabela 5, a
seguir, estdo apresentados os estudos realizados para matrizes aquaticas ou
sedimentares. Através dela, € possivel notar que a principal técnica instrumental se
da pelo uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a técnica de extracdo

se da pela extracdo em fase sélida.

Em relacdo aos estudos apresentados na tabela 5 é possivel notar que na
matriz ambiental de sedimente os niveis encontrados sao mais altos, e isso se d& pela
caracteristica dos estrogenos de ter uma caracteristica lipofilica. Em contrapartida é
possivel reparar que em agua superficial os valores sdo menores, como em alguns
casos até inexistentes. Em relacdo a comparacao de agua superficial ao olhar a baia
de Santos, baia da Bahia e Grécia, pode observar um padrao em relacao a Bahia e
Grécia, j& em relacdo a Santos que sofre uma maior interferéncia antrépica como é
um polo portuério foi possivel detectar a presengca mesmo que baixa de alguns dos

Compostos.



Tabela 5: Estudos dos estrégenos em ambiente marinho.
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A . . . . Tratamento da Técnica
Referéncia Matriz Localidade Estrogenos Concentracéao amostra instrumental
) Baia de todos os E%
Lisboa Filho (2012) Agua do mar santos — Bahia E3 ND SPE HPLC-UV
(Brasil) EE2
A E1l 0,16-1,17 ng g*
Brag et al. (2005) Sedimento Mar(gﬁ;f‘;gf”'a E2 0,22-2,48 ng g LPE GC-MS
EE2 0,05-0,5ng g*
. Estrégenos e L.
Kuster et al. (2009) Agua Baia ggscs(lé?;;:;ara € estrégenos estrészrngéoila? %os L1 SPE LC-MS/MS
conjugados* 9 =1sng
; . = 4,58 ng L1 ;
Zhang et al. (2009) Sedimento Bala(gii;(:;men E2 1,20 ng Lt Seg?nzj:n_toS-P/!\ESE GC-MS
EE2 0,15 ng L*
El 0,06-4,61 ng g*
. . - . E2 0,06-16,84 ng g*
Bertin et al. (2011) Sedimento Pacifico Sul (Chile) E3 0.01-53.71 ng g* Ultrassom GC-MS
EE2 4,18-48,14 ng gt
Agua, material El Agua — SPE
Arditsoglou e Voutsa gua, Golfo de Termaikos, E2 Material particulado
particulado e P <LD . GC-MS
(2012) : Mar Egeu (Grécia) E3 e sedimento —
sedimento
EE2 ultrassom
. . , El 0,02-49,27 ng g*
Froehner et al. (2012) Se‘r’r']gf”lg‘; de (B%r;gr';gi”;} as's?};“a E2 0,03-39,77 ng gt Ultrassom e SPE HPLC-UV
9 EE2 0,45-129,9 ng g*
‘ Regido estuarina E2 <LD-18ng L™
Miani (2017) Agua superficial glao estua E3 <LD-98 ng L? SPE HPLC-UV
Santos/Sé&o Vicente EE2 <LD

*Estriol-3-sulfato, estriol-16-glicuronideo, estradiol-17-glicuronideo, estrona-3-glicuronideo, estradiol-3-sultato, estriol, estrona-3-sulfato, estradiol, etinilestradiol, estrona, dietinilestradiol; E1: estrona;
E2: 17B-estradiol, EE2: 17a-etinilestradiol; E3: estriol, ASE: Acelerated Solvent Extraction (Extragdo Acelerada com Solventes); SPE: Solid Phase Extraction (Extracdo em Fase Soélida); LD:Limite de
Deteccdo; GC-MS:Gas Chromatography—Mass Spectrometry (Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas); LC-MS/MS: Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry (Cromatografia
Liquida tandem Espectrometria de Massas). HPLC-UV: High-Performance Liquid Chromatography coupled ultraviolet detector (Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia acoplada ao Detector
Ultravioleta). ND: N&o detectado. FONTE: A autora, 2021.
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5. MATERIAIS E METODOS

Para as analises laboratoriais, foram aplicadas metodologias publicadas da

literatura, sendo que passaram por adaptacdes e otimizagdes.

Em relacdo a validacdo das metodologias, foram utilizadas normas e guias
reconhecidos nacional e internacionalmente, entre eles: ICH (International Conference
on Harmonization), ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) e Eurachem
(Guia de laboratério para validacdo de método e topicos relacionados) (RIBANI et al.
2004).

5.1 Amostragem

Para a amostragem foram definidos pontos que fossem representativos em
relacdo a area de estudo, onde as amostras foram coletadas em duplicata para melhor
avaliacao e repetibilidade do método. O processo foi realizado em garrafas ambar de
dois litros, tendo entdo quantia representativa e de seguranca em caso de acidente.
A garrafa de ambar foi escolhida para evitar degradacédo dos compostos no transporte
ou interferéncia devido a incidéncia de luz. As amostras foram armazenadas em

caixas térmicas, a fim de manter temperatura ambiente.

5.2 Equipamentos, materiais e reagentes

= Cromatégrafo a liquido com detector de florescéncia (LC-FLD) (Agilent 1200 —
G1321C — 1260 FLD — Serial N. DEABV00272)

» Coluna cromatogréfica: Zorbax — C-18.

» Manifold para extracdo em fase solida acoplado a bomba de vacuo.

» Balancga analitica;

= pHmetro;

» Sistema de obtencdo de agua ultrapura;

* Micropipetadores: 20 a 100 pl, 100 a 1000 pl: ambas da marca TediaPet;

= \Vortex;

= Microfiltros: CHROMAFIL Xtra PTFE-20/13

» Estufa de secagem e esterilizagcdo: DELTA 04 — MAX BIOMEDICAL;

= Centrifuga;
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» Cartuchos de extracdo em fase sdlida (200 mg, 6 mL), contendo como fase

estacionaria poliestireno divinilbenzeno (PS-DVB), modelo Strata X e da marca

Phenomenex;

Os padrdes analiticos dos estrégenos estdo representados na Tabela 6. Os

solventes utilizados para as andlises foram grau HPLC, sendo das seguintes marcas:

Acetonitrila (ACN) — Honeywell, Acido acético glacial - Panreac, Metanol (MeOH) —

Honeywell. Na etapa de filtracdo das amostras, foram utilizadas membranas de fibra

de vidro (47 mm, 0,7 um). Para secagem das amostras e ressupensao com

acetonitrila, foi utilizado gas nitrogénio industrial.

Tabela 6: Padrdes usados para avaliagdes.

Substancia Sigla Formula Fornecedor Pureza
Estrona El C1sH2202 jg‘iih > 98%

17B-estradiol  E2 C1sH2402 ooma > 97,3%
Estriol E3 C18H2403 jg‘iih 99,9%
17a- EE2 C20H2402 Sigma- 99,3%

etinilestradiol

Alderich

Fonte: A autora, 2021

5.3 Andlise cromatografica

Para separacao e quantificacdo dos estrégenos, foi utilizado um cromatografo

liquido de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPC-FLD). Foram testadas

as condicbes cromatogréficas baseadas em Bezerra (2014), cujas condicdes

otimizadas no presente trabalho estdo apresentadas a seguir (Tabela 7).
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Tabela 7: Condi¢des cromatograficas.

Coluna Agilent — Eclipse XDB-Ci5(4,6 mm x 150
mm, particula 5 um)
Acetonitrila (53%) e Agua ultrapura (47%), ambas

Fase estacionaria

Fase moével acidificadas com 0,1 % de acido acético glacial,
VIV
Vazdo (mL min™) 1,0
Detector Fluorescéncia (Aexc = 230 nm e Aemi = 306 nm)
Volume de injecdo (uL) 20
Temperatura da coluna (°C) 30
Modelo de eluigdo Isocrético
Tempo de corrida 10 min

Fonte: Adaptado de Bezerra (2014).

5.4 Material particulado em suspensao

A determinacdo dos estrogenos, 17B-estradiol (E2), estrona (E1), estriol (E3)
e 17a-etinilestradiol (EE2) em material particulado em suspenséao foi baseada em uma
extracdo soélido-liquido de acordo com Bezerra (2014). Para a obtencéo e realizacao
do método, foi realizado a secagem dos filtros em estufa, com intuito de eliminar
qualquer umidade que pudesse interferir no peso dos mesmos, apds a secagem 0S
mesmos eram pesados para avaliacdo da variagdo das massas, 0 que proporciona a
guantia de material particulado encontrado. ApGs essa etapa, foi realizado a filtracédo
de 0,5 litros de agua superficial, e secagem dos filtros para tirar a umidade
sobressalente e permanecer apenas a massa de material particulado. A Figuras 4
apresenta um fluxograma trazendo alguns detalhes do procedimento. E na figura 6 é

possivel realizar a observacao do processo de filtracdo utilizado.
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Figura 4: Preparacao dos filtros para obtencdo do material particulado em suspenséo baseado em
Bezerra (2014).

Secagem do filtro a
120°C por 3 horas

U

Pesagem dos filtros
(fibra de vidro de 0,7 pm)

U

Filtracdo de 0,5 L de
agua superficial

U

Desumidificacao por 3
horas a 60°C

Fonte: A autora, 2019

Apbs o processo de filtracdo e desumidificacdo com posterior pesagem dos
filtros, é realizado o método de extracdo solido-liquido. Esse procedimento consistiu
em realizar a reducdo de area do filtro, realizando cortes homogéneos para
proporcionar pequenos pedacos do mesmo, eluicio em 5 mL de acetonitrila e
metanol, agitacdo em um minuto no vortex, e 10 minutos na centrifuga a 2000 rpm.
Para posterior retirada de 3 ml com intuito de secagem em fluxo continuo de

nitrogénio, para posterior ressuspensao em acetonitrila e analise cromatogréfica.



Figura 5: Método de extracao soélido-liquido do material particulado em suspensao baseado em
Bezerra (2014).

Filtro de papel picado

O

5,0 ml MeOH:MeCN
(50:50, V/V)

A4

Vortex (1 min)

O

Centrifuga (10 min, 2000
rpm)

O

Aliquota de 3 mL, secagem
em N, e ressuspensédo em
0,5 mL de MeCN

Fonte: A autora, 2019

Figura 6: Filtracdo da amostra.

Fonte: A autora, 2019
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Para validacdo do processo de extracdo, foram executados trés niveis de
fortificacdo representados pela Tabela 8, esses niveis foram utilizados com o principal
intuito de validar a metodologia de extracdo, para isso foram utilizadas amostras
testemunhas com caracteristicas similares aos pontos estudados. O tempo de
fortificacdo foi de duas horas para interacdo e equilibrio entre o analito e a amostra
(BEZERRA, 2014).

Tabela 8: Niveis de fortificacdo para o material particulado em suspenséo.

Nivel de . E2, EE2,E3 (ng g
fortificacado El(ug g7) H (99
1 50 250
2 133 667
3 333 1333

Fonte: A autora, 2019
5.5 Agua superficial

Como a concentracdo dos compostos analisados estdo em concentracdes
muito baixas no ambiente marinho, foi utilizado a extracao em fase solida, que consiste
em uma pré-concentracdo. O método ja4 havia sido utilizado por Bezerra (2014) e
Gongalves (2016) para este fim e obtiveram bons resultados de exatid&do e preciséo,
itens de validacdo analitica. Para a realizacdo da extragcdo em agua superficial, sdo
utilizados 0,5 L de agua filtrada, com acidificacdo de 10 mL de acido acético glacial da
qual tem principal intuito inibicdo de qualquer interferéncia por matéria organica. Essa
quantia de amostra é passada em fluxo lento no cartucho de fase estacionaria. Para
a utilizacao do cartucho, o mesmo passa pelo processo de condicionamento, onde em
um primeiro momento é passado 6 mL de metanol afim de ativar os sitios ativos,
depois 6 mL de 4gua deionizada para limpeza de qualquer interferente, a passagem
de amostra (0,5 L de agua) em fluxo continuo e lento, com posterior limpeza do
cartucho para retirar interferentes ou compostos que ndo sao do interesse, e por fim
a eluicdo dos analitos, apos isso € levado para secagem em fluxo de nitrogénio, e
ressuspensao para analise cromatografica. Na figura 6 demonstra o procedimento de
forma esquematica realizado para extracado dos estrogenos em agua superficial. Ja

na figura 7, os equipamentos utilizados na extracao.
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Figura 7: Método extracdo agua superficial baseado em Bezerra (2014) e Gongalves (2016).

Amostra: 0,5 L agua
+ 10 ml de
H,CCOOH

L

Cartucho SPE
Strata-X 200mg/6ml

LU

Secagem em N, e
ressuspensdo em
0,5 mL de MeCN

—

4 N

Condicionamento do
cartucho:

6 mL MeOH

6 mL agua deionizada

kPassagem da amostra/

Fonte: A autora, 2021

-

o

Limpeza - 6 mL
MeOH:H20 (5:95, w)

Eluicdo — 6 mL
MeOH:MeCN (50:50,
vIv)

~

Extrac&o dos analitos:

/

Figura 8: Extracao/pré concentragéo da agua superficial.

Fonte: A autora, 2019

Para a validacdo método de extracdo da agua superficial, foram utilizados os

trés niveis de fortificacdo, também

realizados em matriz testemunha com

caracteristicas semelhantes aos pontos amostrais, como apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9: Niveis de fortificacdo para agua superficial.

Nivel de fortificacéo E1 (ng mL?) E2, EE2, E3 (ng mL™)
1 2 0,01
2 10 0,05
3 20 0,1

Fonte: A autora, 2019
5.5 Validacdo metodolégica

5.5.1 Exatidao e precisao

A exatiddo e precisdo foi analisada através do teste da porcentagem de
recuperacdo. O teste de recuperacdo tem a principal funcdo de avaliar o quanto o
analito é recuperado no processo de extracdo. Para isso foi realizado a coleta de uma
amostra testemunha com caracteristicas similares aos dos pontos de amostragem. A
recuperagdo (Rec) e coeficiente de variagdo (CV) foram calculados da seguinte

maneira:

valor obtido
Rec (%) = — x 100
valor adicionado

S
CV (%) = 3 x 100

Onde, CV indica o coeficiente de variacdo das medidas, S o desvio padrao e X

a média entre os valores.

5.5.2 Linearidade na faixa de interesse

Para avaliacdo da linearidade foi utilizado a curva analitica, utilizando o método
de padronizacdo externa. Os niveis de concentracbes partiram de métodos ja
publicados para a melhor aplicabilidade a realidade costeira. Apos a construcao dos
pontos da curva analitica, foi utilizado o método dos minimos quadrados para calcular
a equacgao da reta, obtendo os coeficientes angulares, linear e de correlagdo. Os

dados para a curva estao representados na Tabela 10.
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Tabela 10: Niveis da curva analitica.

Concentracao Concentragdo
Ponto E1 (ug/mL) E2, E3, EE3
(ng/mL)

1 0,5 0,5
2 1 1

3 5 5

4 10 10
5 20 20
6 40 40
7 60 60
8 80 80
9 100 100

(Fonte: A autora, 2019)

5.5.3 Limite de quantificacao e limite de detecc¢éo

O limite de quantificacdo do método foi definido como o menor valor de
concentragdo da curva analitica com um bom grau de precisdo (< 20% de CV) e
recuperacao aceitaveis. Ja o limite de deteccéo foi definido como sendo 1/10 do limite
de quantificacdo e verificado visualmente o sinal de casa estrégeno nessa

concentragao.

5.6 Area de estudo

Para a validacdo dos métodos de extracdo (MPS e agua superficial), foi
escolhido a Ponta Oeste da Ilha do Mel por apresentar caracteristicas fisicas e
quimicas proximas as encontradas na baia de Guaratuba e ser de mais facil acesso

ao laboratério do Centro de Estudos do Mar.

Apos a validacdo do método, foram realizadas as campanhas amostrais na
Baia de Guaratuba (Figura 7), sendo uma no verdo (margo/2019) e outra no inverno
(agosto/2019). A presente baia sofre interferéncias de alguns rios oriundos da bacia
litordnea, como interferéncias em relacéo a atividades antropicas da regido. Para as
campanhas amostrais, foram levados em consideracdao de periodos de marés das
quais nas campanhas amostrais foram semelhantes em relacdo as baixas e altas.
Dentro da baia tem-se pontos que sofrem com a baixa, por exemplo os pontos
encontrados no comeco (1 e 2), em periodos do dia de baixa a sua profundidade é
pouca sendo. Os rios acabam desaguando na baia que tem destino ao oceano
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atlantico sul. Os pontos de coleta levado em consideracao foram pontos ja utilizados
em antigos estudos de monitoramento ambiental, dos quais encontraram outros

contaminantes, 0s mesmos estao apresentados na Tabela 11 e Figura 9.

Figura 9: Mapa mostrando os 12 pontos amostrais localizados na Baia de Guaratuba.
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Fonte: Nagaoka, 2015
Tabela 11: Pontos para coleta e consideracdes.

Ponto | Localizagéo Interferéncias proximas

25°52'05.2"S s N .

1 48°43'07.0"W Rio Sao Joao e Rio Furado Grande
25°51'49.6"S . . .

2 48°41'35 3"W Rio dos Patos e Bifurcagcdo Rio Furado Grande
25°51'25.2"S » .

3 48°40'15 2"W Sitio Palmeirinha Detox — Pescadores
25°51'53.8"S . .

4 48°38'43.8"W Meio da Baia — Pescadores
25°51'09.6"S . . .

5 48°37'49 4"W Rio das Ostras - Ponta do Pinguélo

6 ey Regido préxima a marinas e préxima a costa
48°37'28.6"W 910 p P

7 25°53'04.8"S Rio das Pacas - Bifurcagéo rios proximo a
48°37'42.6"W cidade
25°51'16.0"S . .

8 | 48°36'29.3'w Rio Parati
25°51'59.4"S . .

9 48°36'01.7"W Meio da Baia — Pescadores
25°52'04.6"S . . L

10 48°34'57 8"W Meio da Baia - Pescadores - Proximo a costa

11 25°49'33.0"S Rio Parati - Regido com restaurante e local de
48°35'11.7"W producédo de ostras
25°51'40.1"S . . L,

12 48°34'10 9"W Meio da travessia Guaratuba — Caioba

Fonte: A autora, 2021. *As coordenadas foram obtidas atraves do google maps.
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Conforme observado na Tabela 11, foram realizados a descri¢cdo de cada ponto
de coleta, que foram escolhidos devido a estudos pretéritos de outros pesquisadores
do Centro de Estudos do Mar. O Rio S&o Joéo, por exemplo, é oriundo do planalto de
Curitiba, entretanto € uma regido bem preservada. O sitio Palmeirinha Detox é uma
area de lazer, acessada por turistas da, sendo liberado trilhas e atividades turisticas,

tendo trechos de agua que desaguam na baia.

As regides citadas como meio da baia sofrem interferéncia de barcos de
pescas. A travessia da baia acaba sendo afetada pela movimentagcdo constante da
agua, alterando o seu perfil em relagéo a coluna d’agua como o material particulado

presente no local.

Os pontos 6 e 7 ficam proximos de marinas, das quais saem barcos, sendo
regides de transi¢cdo da agua doce para salgada. O ponto 7 esta proximo a locais de
moradia. O ponto 11 esta situado préximo ao late Clube de Guaratuba e de uma regiao
de criacdo de ostras, que possui restaurantes tipicos da regido e tem uma

caracteristica mais isolada da cidade.

O ponto 8 (Rio Parati) € muito utilizado para o turismo, por ter em seu decorrer
a formacado de piscinas naturais, de ampla atracdo para banho em periodos mais

quentes.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Analise cromatografica

O cromatograma representado na figura 10 demonstra a separac¢do da
concentracéo dos estrogenos em sua concentracao de nivel 6 (tabela 10), em padrao

de acetonitrila, evidenciando boa resolugdo cromatografica entre os picos.
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Figura 10: Separacao dos estrégenos em condicdes pré-estabelecida. Da esquerda para direita:
estriol, etiniestradiol, estradiol, estrona.

FLD1 A, Ex=230, Em=306 (Curva 27.02.2019 2018-02-27 16-44-200034-7-Ponto 6 conc 40.00.D)

[i] B miry

Fonte: A autora, 2019.

6.2 Validacdo metodoldgica

Para avaliacao da exatidao e precisdo do método de extracdo dos estrogenos
de material particulado, as membranas de vidro contendo essa matriz foram
fortificadas com solucbes padrbes dos estrogenos em trés niveis de concentracdo
(250, 667, 1333 ng g* para E2, E3 e EE2 e 50, 133 e 333 ug g* para E1). Esta etapa
foi realizada em triplicata e mantida em repouso na auséncia de luz por 2 h, seguida
pelo procedimento de extracdo do MPS. A exatiddo e precisdo do método foram
avaliadas considerando as porcentagens de recuperacdo e coeficiente de variagao
respectivamente e nos trés niveis de fortificacdo j4 apresentados. Os resultados
foram: recuperacdes entre 48 e 87 % para E2, E3 e EE2, com coeficiente de variacao
entre 3 e 24 %, para E1 a recuperacao variou de 79 a 81 %, com um coeficiente de

variacao entre 3 e 13 % (Figura 11).
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Figura 11: Coeficiente de variacdo e porcentagem de recuperacdo obtidos para material particulado
em suspensao, representando precisao e exatiddo do método respectivamente.

Precisao e Exatidao para Material Particulado em Suspensao
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21% | 21%
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109 °
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9% |
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3% 3%
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0% : f : f : | | | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ .
79% 81% 80% 48% 81% 80% 87% 72% 74% 72% 80% 69%
50 pg/g | 133 pg/eg|333 pg/g| 250 ng/g | 667 ng/g|1333 ng/g 250 ng/g | 667 ng/g 1333 ng/g 250 ng/g | 667 ng/g (1333 ng/g
Estrona (E1) 17-B-Estradiol (E2) Estriol (E3) 17-a-Etinilestradiol (EE2)

Exatiddao: Porcentagem de recuperacgao e niveis de fortificagao

Fonte: A autora (2021)

Para avaliacdo da exatidao e precisdo do método de extracdo dos estrogenos
de &gua superficial, triplicata das amostras de agua (0,5 L) foram fortificadas com
solucdes padrbes dos estrogenos em trés niveis de concentracdo, sendo 2, 10 e 20
ng mL* para E1 e para E2, EE2 e E3 os niveis foram de 0,01, 0,05 e 0,1 ng mL! e
mantidas em repouso na auséncia de luz por 2 h. Em seguida, procedeu-se ao
procedimento de extracdo ja apresentado. A porcentagem de recuperacdo para E1
variou de 91 a 107 % com precisdo de 9 a 39 %, ja para E2, EE2 e E3 as porcentagens
de recuperagéo variaram de 64 a 97 % com preciséo de 4 a 42 % (Figura 12). Sendo
gue o menor valor se da pela caracteristica de detectabilidade do estriol, onde o
mesmo encontrou-se menor em seu nivel mais baixo, e jA aumentando para os outros

niveis.
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Figura 12: Coeficiente de variacdo e porcentagem de recuperacdo obtidos para agua superficial,
representando precisédo e exatiddo do método respectivamente.

Precisdo e Exatidao para Agua Superficial az%
Q a0y | 3%%
O
& 359
g
2 30% 28%
-]
@ 25%
T
3 20% 18%
5 16% ; 7% 16%
® 15%
=] o 1% 10%
O 10% 9%
,§ - 4% I
3 .
E 0% L | I I 1 ’ I } 1 I I 1 1 Il I 1
o 96% 91% | 107% * 81% 88% 68% 66% 97% 64% 82% 70%
2 ng/mL |10 ng/mL|20 ng/mL| 0,01 0,05 0,1 0,01 0,05 0,1 0,01 0,05 0,1

ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL
Estrona (E1) 17-B-Estradiol (E2) Estriol (E3) 17-a-Etinilestradiol (EE2)

Exatidao: Porcentagem de recuperagdo e niveis de fortificacao

Fonte: A autora (2021)

Foram avaliados os limites de quantificacdo, limites de deteccéo e a faixa de
trabalho para os quatro estrogenos estudados (Figura 13). Os resultados indicaram
bons coeficientes de correlacdo (>0,99) na faixa de 0,5 a 100 em ng mL? para E2,
EE2 e E3 e em pug mL*? para E1 nesse mesmo intervalo numérico. Os limites de
quantificacdo do instrumento foram de 0,5 ng mL* (0,5 ppb) para E2, EE2 e E3 e para
a estrona (E1) o limite de quantificacéo foi de 0,5 pg mL* (0,5 ppm), por apresentar
fluorescéncia inferior aos demais compostos. Os limites de deteccéo foram de 0,05 ng
mL-! (0,05 ppb) para E2, EE2 e E3 e para E1 foi de 0,05 ug mL* (0,05 ppm).
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Figura 13: Curvas analiticas (LC — FLD) com equacéo de reta e coeficiente de correlacdo: em azul o
estriol (E3), em vermelho o 17-B-estradiol (E2), em preto o 17-a-etinilestradiol (EE2) e estrona (E1)
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Concentragéo (ng mL)

Fonte: A autora (2021)
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6.3 Material particulado em suspenséo das amostras

A Figura 14, a seguir, mostra a precipitacao da regido no periodo de 2019.

Figura 14: Precipitacdo média anual 2019.

Boxplot de precipitacdo mensal (1981-2010): Regiao 117

—— Climatelogia da chuva mensal (1281-2010)
—— Chuva mensal cbservada (2013)
500 o
&
4004 °
] =}
,,é._ i
E R
[— -r= —_— o
3 300 ; © -
C B
[1i] i —
E | !
o] ! i
[Iv] ! '
g —
52001 L ;o
® i 0
o !
, A
1004 L | \
0 -

J F M A M J J A S O N D

Meses (Produto:CPTEC/INPE)

FONTE: INPE (2021)

Um ponto importante a ser relacionado com a questdo da chuva é a massa de
material particulado em suspensao encontrada na regido. Foi observado que na coleta
realizada em marco de a massa de MPS ficou menor do que a coleta realizada em
julho, com excecao do ponto 9A. O que pode ser justificado pelo volume de chuva,
que na coleta de inverno de 2019 apresentava um indice de precipitagdo menor, tendo
entdo um menor nivel de agua, e maior concentracdo do material em suspensao. As
massas encontradas em relagdo ao material particulado, estdo expressas no anexo,

gue contém a tabela 12 e 13.
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Na figura x podemos observar visualmente os valores encontrados que estéo

representados na Tabela 14 é possivel observar os resultados encontrados com a

metodologia aplicada nas amostras de material particulado.

Figura 15: Distribuicdo dos estrogenos em material particulado em suspenséo, inverno/2019 e

verao/2019.
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FONTE: A autora, 2021.
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Tabela 122: Concentragfes dos estrogenos obtidas nas analises de material particulado em suspenséo (ng g-1) + CV (Coeficiente de Variacao).

Verao (marco/2019)

Inverno (agosto/2019)

Pontos | E1(ngg-1) E2(ngg-1) E3(ngg-1)

1 ND ND ND
2 ND ND ND

3080 141
3 ND +31% +18%

2470 392
4 ND 1% +36%
5 ND ND ND
6 ND ND ND
7 ND ND ND
8 ND ND ND
9 ND ND ND
10 ND ND ND
11 ND ND ND
12 ND ND ND

*n=6 (duas amostras por ponto amostras, analisadas

Fonte: A autora, 2021.

EE2 (ng g-1)

ND
ND

560
*+ 9%

466
*+22%

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

em triplicata);

ND
ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

*ND

ND

660
+ 38%

337
+18%

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

= nao

detectado

El(ngg-1) E2(ngg-1) E3(ngg-1)

ND
ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

sob

EE2 (ng g-1)
ND

ND

ND

436
*+ 8%

330
*+ 4%
208
+12%
ND
ND
ND
ND
ND
ND

as condicbes de

analise.
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Observando aos resultados, percebe-se que 0s principais pontos quantificados
sdo 0 3 e 4 e com os estrogenos E3, E2 e EE2. Esses dados foram encontrados
principalmente na coleta de verdo e, embora ndo se possa fazer uma comparagao
estatistica entre os periodos de coleta, um fator que pode ter influenciado nestes

resultados € o aumento da populacéo flutuante no verao.

Em relacdo ao EE2 deve ser relembrado que se trata de um composto sintético,
amplamente difundido para reposi¢cbes hormonais, como contraceptivo e com um
namero crescente de inducdo no mercado. Seu tempo de meia vida € superior aos

outros estrc')genos.

De maneira geral, a regido aparenta concentragdo similar aos encontrados em
estudos similares (ZHANG et al, 2009; ARDITSOGLOU e VOUTSA, 2012; BRAGA et
al, 2005; BERTIN et al, (2011). Para entender melhor o comportamento sazonal é
necessario a realizacao de um acompanhamento em maiores escalas de tempo, maior
namero de coletas a fim de realizar uma comparacao entre as estacdes, entre 0s
pontos de coleta, entre os estrogenos. Deve-se, portanto, realizar um monitoramento

ambiental destes compostos.

6.4 Agua superficial
Foram encontrados o0s seguintes resultados para as amostras de agua

superficial (Tabela 15):
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Tabela 3: Concentrag8es dos estrogenos obtidas nas andlises de dgua superficial (ng mL-1) + CV (Coeficiente de Variacao).

Verdo (marco/2019) Inverno (agosto/2019)
Pontos E1l (ngmL-1) E2 (hgmL-1) E3 (ng mL-1) EE2 (hgmL-1) EI1 (ngmL-1) E2 (nhg mL-1) E3(hgmL-1) EE2 (ng mL-1)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND ND ND
3 ND ND ND ND ND ND ND ND
4 ND ND ND ND ND ND ND ND
5 ND ND ND ND ND ND ND ND
6 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 ND ND ND ND ND ND ND ND
9 ND ND ND ND ND ND ND ND
10 ND ND ND ND ND ND ND ND
11 ND ND ND ND ND ND ND ND
12 ND ND ND ND ND ND ND ND
*n=6 (duas amostras por ponto amostras, analisadas em ftriplicata); *ND = nao detectado sob as condicbes de analise.

Fonte: A autora, 2021.
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Conforme observado, em nenhum dos pontos foi possivel encontrar os
contaminantes, pelo menos na faixa de concentragcdo estudada neste trabalho.
Grande parte dos projetos e pesquisas realizadas na area sao relacionados a agua
doce, como pontos proximos a despejos de ETE’s, nas quais a incidéncia dos

contaminantes estudados sdo mais frequentes.

Um dos fatores que pode ter contribuidos para esses resultados se dé pela
capacidade de serem adsorvidos aos solidos em suspenséo, o que corrobora com 0s
resultados encontrados em material particulado em suspensao deste trabalho. Além
disso, os estrogenos também podem ser adsorvidos em sedimento conforme visto nos
estudos realizado por: Brag et al (2005), Bertin et al (2011), Zhang et al (2009),
Froehner et al (2012) e Bezerra (2014).

Outro fator que pode ter influenciado na ndo deteccdo e/ou quantificagcdo dos
estrogenos em agua superficial é a capacidade de autodepuracédo. Além disso, a agua
superficial sofre a influéncia de varios afluentes e, também, do efeito das marés,
podendo diluir os estrogenos de uma maneira que o método de andlise utilizado neste
trabalho ndo conseguiu detectar e/ou quantificar em agua superficial.

Os resultados encontrados sdo um importante ponto de monitoramento
ambiental, dos quais indicam que a regido sofre uma baixa de contaminacéo e indica
uma boa relagcdo do homem com o meio ambiente. E interessante também ressaltar
gue a Unica estacao de tratamento de esgoto da cidade de Guaratuba fica distante da

regido analisada (ponto marrom da Figura 15).
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Figura 16: Regido de Guaratuba, pontos e ETE (PONTO MARROM).
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FONTE: A autora (2021).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos analiticos validados atenderam as normas nacionais e
internacionais quanto aos parametros de validacdo para a determinacdo dos
estrogenos estudados, podendo ser utilizado para fins de monitoramento destes
compostos nas matrizes estudadas da Baia de Guaratuba.

E importante ressaltar e enfatizar que um dos aspectos positivos obtido na
etapa de validacdo do método para analise da agua superficial € que os niveis de
fortificagéo validados neste trabalho para essa matriz s&o mais baixos do que aqueles
obtidos por Bezerra (2014), ou seja, representam melhor a realidade do local, uma
vez que em ambiente marinho espera-se uma concentracdo menor dos estrégenos,
devido a diluicdo causada pelo tipo de ecossistema. O que proporcionou a validacao

e otimizac&o do método, alcangcando um dos objetivos propostos no presente trabalho.

Embora até o momento ndo tenha sido observada frequéncia de deteccdes dos
estrogenos em agua superficial, os resultados indicaram que a Baia de Guaratuba
pode estar sob a influéncia de esgoto, uma vez que nas regides central e norte 0s

compostos foram quantificados em material particulado em suspensao.

Os estrégenos também podem estar associados ao sedimento, mas as analises

ndo foram efetuadas nessa matriz por inviabilidade financeira até a finalizacédo deste
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trabalho. Entretanto, existe um projeto do grupo de pesquisa do orientador deste TCC,
visando esfor¢cos para que nas proximas campanhas de amostragem, essa matriz
também seja coletada e analisada para entender melhor a distribuicdo dos estrogenos
nas regides norte e central da baia e, assim, fazer um diagndostico um pouco mais

representativo.

Cabe ressaltar que alguns estudos mostraram que os estrégenos estudados
neste trabalho, mesmo em concentracdes da ordem de ng g* em material particulado
em suspensdo, pode induzir efeitos estrogénicos em peixes, podendo influenciar

negativamente a sustentabilidade do meio aquatico.

Os dados coletados ndo possibilitaram a analise do efeito da sazonalidade, por
ter sido realizado apenas duas coletas amostrais. Sugere-se, também, um estudo
mais detalhado da regido, com foco nos rios que desaguam na baia, além dos pontos
préximos a estacdes de tratamento de agua e esgotos e canais de drenagem,
podendo realizar a anélise mais préxima de fontes pontuais de entrada dos presentes

contaminantes emergentes no meio aquatico.

Estudos como os propostos e realizados nesse trabalho sdo de grande
relevancia para qualidade ambiental, como para elencar politicas publicas e atuar
junto a gestdo ambiental dos municipios. Como também estabelece e demonstra a
importancia de pesquisas na area abordada para que se exista uma base de dados
mais robusta, representativa e atualizada devido a presente mudanca que 0 meio
ambiente vem sendo exposto. Agregado a esse contexto estudos como esses sao de
suma importancia para a regiao litoranea do Parana que nos ultimos anos vem
passando por pressdes constantes e crescentes em relacéo as interacdes e atividades

antropicas exercidas em sua comunidade.

O presente trabalho possibilitou uma melhor interagdo dos conhecimentos
adquiridos durante a graduacédo, levantando pontos muito importantes como a
maneira que as amostragens ambientais séo feitas e analisadas, pois 0 meio que as
mesmas estdo sendo coletadas pode intervir na resposta do método (efeito matriz),
gue ndo necessariamente o0 mesmo metodo terd a mesma resposta em equipamentos

similares, a importancia de uma avaliagcdo com periodos distintos de tempo, como o
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clima, maré, chuvas podem interferir nas respostas do meio avaliado. Como também
tornou possivel uma visao diferente, e agregou dados de monitoramento ambiental
para a bacia litoranea do Parana, mostrando que a mesma sofre de interferéncia
antropica até pela sua realidade de potencial turistico, mas ainda é bem preservada,

nao possuindo uma alta contaminacéo, tendo uma boa qualidade ambiental.

O fator da regido ndo estar contaminada ¢ um bom indicador, entretanto ndo
garante que a mesma nao passe por possivel contaminacdo, onde propde-se e
recomenda que a regido continue a ser observada, principalmente os pontos ja
detectados os compostos, com uma avaliacao de sedimento, e também regides mais

proximas a atividades e interferéncias antropicas.
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ANEXO |
Massa Massa
Ponto pré-coleta pos-coleta Massa de
(mg)  (mg o8

1A 92,1 92,6 0,5
1B 92,2 94,42 2,2
2A 90,1 94,3 4,2
2B 90,6 93,3 2,7
3A 90,2 95,7 5,5
3B 92,6 98,6 6
4A 87,7 93,5 5,8
4B 90,6 100,4 9,8
5A 90,5 99,3 8,8
5B 91,2 98 6,8
6A 90 98,9 8,9
6B 90,7 98,5 7,8
7A 90,2 99,3 9,1
7B 91 98,9 7,9
8A 90,2 99,5 9,3
8B 89,8 98 8,2
9A 91,7 98,4 6,7
9B 91,2 97,3 6,1
10A 90 99,8 9,8
10B 89,2 98,1 8,9
11A 92,3 103 10,7
11B 93,1 103,4 10,3
12A 90 97,5 7,5
12B 90,1 98,9 8,8

Fonte: A autora, 2019.
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ANEXO Il
Ponto Massa Massa Massa
pré- pos- de MPS
coleta coleta (mg)
(mg) (mg)

1A 91,6 96,2 4,6
1B 90,8 95,1 4,3
2A 89,5 95 5,5
2B 91,6 98,6 7
3A 89,5 110,7 21,2
3B 91,4 109,5 18,1
4A 88,3 117,6 29,3
4B 90 119,4 29,4
5A 88,8 106,3 17,5
5B 87,9 105,6 17,7
6A 90,7 121,6 30,9
6B 88,4 116,1 27,7
7A 90,2 109,1 18,9
7B 89,2 105,1 15,9
8A 86,7 97,6 10,9
8B 89 98 9
9A 88,9 95,1 6,2
9B 90 99,6 9,6
10A 88,5 102,8 14,3
108 86,8 99,3 12,5
11A 90,5 108,3 17,8
11B 90,1 108,3 18,2
12A 91,2 104,1 12,9
12B 88,7 104,1 15,4

Fonte: A autora, 2019
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