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RESUMO

Com a implantacdo da Zona Franca de Manaus (AM), a cidade passou por um
grande crescimento populacional que n&o foi acompanhado de investimentos em
infraestrutura e controle sobre o uso e ocupacao dos solos. Problemas como falta de
saneamento, urbanizacao e habitacdo cresceram ao longo dos anos, influenciando o
meio ambiente. A contaminacdo de corpos aquaticos pode ser avaliada a partir da
matéria organica (MO) sedimentar que acumula compostos hidrofébicos. Neste
sentido, os ester6is sdo bastante Uteis como biomarcadores geoquimicos na
avaliacdo das fontes de MO biogénica (terrestre e aguatica) e antropogénica (esgoto
doméstico). Este trabalho determinou quantitativamente uma série de esterdis em
sedimentos de trés igarapés de Manaus (Mindu, Quarenta e Taruma-Acu) por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial. Os esteroéis
colesterol, epicoprostanol, coprostanol, colestanol, campesterol, B-sitosterol,
estigmasterol, brassicasterol, ergosterol e estigmastanol foram selecionados a fim de
avaliar as diversas fontes de MO nos igarapés de estudo. A grande maioria das
amostras dos igarapés completamente inseridos na area urbana, Mindu e Quarenta,
apresentaram coprostanol (esterol fecal) como o esterol mais abundante com
concentracdes variando de 523 a 6113 ng.g* e de 509 a 12 830 ng.g™,
respectivamente. As concentracbes de coprostanol nas amostras do igarapé
Taruma-Acu foram muito menores, variando de < LQ a 142 ng.g™. Similarmente, as
porcentagens de coprostanol variaram de 0 a 7 % (m/m) para as amostras do
Igarapé Taruma-Acu, de 21 a 54 % (m/m) para o lgarapé do Mindu e de 31 a 50 %
(m/m) para o lgarapé do Quarenta. Ainda, indices diagnosticos foram calculados a
fim de obter uma avaliacdo mais robusta dos niveis de contaminacao nos igarapés
de estudo. As razdes coprostanol/(coprostanol + colestanol), coprostanol/colesterol e
coprostanol/epicoprostanol corroboram os resultados relatados acima e indicam uma
intensa entrada de esgoto domeéstico ndo tratado nos igarapés Mindu e Quarenta.
Os indices diagnosticos associados as concentracdes indicam que o igarapé
Taruma-Acu € muito menos submetido ao aporte de esgoto doméstico, mas ja
mostra sinais de contaminagdo moderada em alguns pontos. Os resultados obtidos
neste estudo podem ser utilizados como valores base para a tomada de decistes
acerca de politicas publicas de saneamento basico e para 0 monitoramento da

gualidade de sedimentos dos corpos aquaticos de Manaus.



ABSTRACT

With the implementation of the Zona Franca de Manaus (AM), the city underwent a
great population growth that was not accompanied by investments in infrastructure
and control over land use and occupation. Problems such as lack of sanitation,
urbanization and housing have grown over the years, influencing the environment.
Contamination of aquatic environments can be evaluated from the sedimentary
organic matter (OM) that accumulates hydrophobic compounds. In this sense, the
sterols are very useful as geochemical biomarkers in the evaluation of the sources of
biogenic OM (terrestrial and aquatic) and anthropogenic (domestic sewage). This
work quantitatively determined a series of sterols in sediments from three streams of
Manaus (Mindu, Quarenta and Taruma-Acu) by liquid chromatography coupled to
sequential mass spectrometry. Cholesterol, epicoprostanol, coprostanol, cholestanol,
campesterol, B-sitosterol, stigmasterol, brassicasterol, ergosterol and stigmastanol
were selected in order to evaluate the various sources of OM in the streams. Most
samples from urban streams, Mindu and Quarenta, presented coprostanol (fecal
sterol) as the most abundant sterol with concentrations ranging from 523 to 6113
ng.g™ and from 509 to 12 830 ng.g™, respectively. Coprostanol concentrations in the
Taruma-Acu streams samples were much lower, ranging from <LQ to 142 ng.g™’.
Similarly, the percentages of coprostanol ranged from 0 to 7% (m / m) for the
Taruma-Acu stream samples, from 21 to 54% (m / m) for the Mindu streams and from
31 to 50% m) for the Quarenta stream. Furthermore, diagnostic indices were
calculated in order to obtain a more robust evaluation of the levels of contamination
in the study streams. Coprostanol / (coprostanol + cholestanol), coprostanol /
cholesterol and coprostanol / epicoprostanol ratios corroborates the results reported
above and indicate an intense inflow of untreated domestic sewage in the Mindu and

Quarenta streams.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo de recursos hidricos por compostos organicos e metais tem
crescido a cada ano em todo o mundo devido ao aumento da industrializacéo,
crescimento populacional e da constante exploracdo dos recursos naturais (PINTO
et al. 2009). Na Amazobnia, a contaminac¢ao dos recursos hidricos é particularmente
importante e preocupante tendo em vista que possui a maior bacia hidrogréafica e um
quinto da agua doce do mundo (HANSEN et al., 2013).

A capital do estado do Amazonas, Manaus, esta localizada no coragdo da
floresta amazbnica e representa um risco para os recursos hidricos amazoénicos.
Manaus passou por um grande crescimento populacional devido a implantacdo do
modelo de industrializagcdo da Zona Franca na década de sessenta. Com isso,
problemas relacionados a urbanizacdo, habitacdo e, consequentemente,
saneamento bésico, foram crescendo ao longo dos anos. Um exemplo bem notéavel
dessa problematica € o elevado numero de pessoas instaladas nas margens dos
igarapés da cidade, os quais se tornaram contaminados em grande parte devido ao
descarte de esgoto doméstico (NOGUEIRA, 2007). Embora a contaminacdo dos
igarapés seja localmente reconhecida, existe um ndmero muito limitado de trabalhos
cientificos que revelem quais sdo 0s contaminantes e 0s respectivos niveis em
aguas e sedimentos destes corpos aquaticos.

A contaminacdo dos igarapés pode ser avaliada a partir da matéria organica
(MO) sedimentar, uma vez que compostos hidrofébicos adsorvem em particulas de
argilossilicatos e, entdo, sedimentam no ambiente aquético (WISNIESKI et al, 2016).
Tais contaminantes sado resistentes as alteracbes quimicas e biolégicas e
comumente denominados marcadores antropogénicos (TOLOSA et al, 2014,
VOLKMAN, 2003). Os esterois representam uma classe de compostos hidrofébicos
de ampla distribuicdo, sendo bastante utilizados como biomarcadores geoquimicos
na avaliacdo das fontes de MO, incluindo aquelas biogénicas (aquéticas e terrestres)
e antropogénicas (esgoto doméstico). A fim de obter uma caracterizagdo ampla da
MO e a contribuicéo relativa de fontes biogénicas e antropogénicas, uma série de
esterbis tem sido determinada por técnicas cromatograficas, como cromatografia

liquida e gasosa, acopladas a espectrometria de massas (ENGEL & MACKO, 2013).



1.1 Recursos hidricos amazodnicos

A primeira percepcdo que se tem de ecossistemas aquaticos da Amazobnia € a
de preservacao devido a extensa area verde do territério amazonico que predomina
sobre a area urbana. No entanto, a ocupac¢éo urbana de forma irregular ao longo das
bacias hidrograficas e a deficiéncia de saneamento basico, principalmente nas
grandes cidades, contribuem para a contaminac¢do dos recursos hidricos da regido
amazobnica (GOMES, 2015).

A bacia amazobnica compreende a maior floresta tropical do mundo,
apresentando 40 % das florestas, 40 % de todas as espécies existentes e 15-20 %
da 4gua doce do mundo (HANSEN et al., 2013). Os recursos hidricos da Amazoénia
sao importantes, pois afetam todos os ecossistemas e qualquer alteracéao hidrolégica
nessa regido ocasionara potenciais impactos sociais e ambientais (VAL et al., 2017).

Os corpos aquaticos, 0s recursos naturais e as comunidades ribeirinhas da
Amazonia estdo cada vez mais em risco devido as altera¢des hidroldgicas, as quais
podem ser ocasionadas por varios fatores, como a expansdo da agricultura,
construcbes de represas, desmatamento, exploracdo de minerais e ocupacao
urbana sem planejamento (HANSEN et al., 2013; ALHO, 2015).

Os efeitos de tais alteracdes puderam ser observados ao longo dos ultimos
anos durante a estacdo chuvosa, onde muitas cidades sofreram com fortes
inundacdes. Em 2012, por exemplo, o Rio Negro atingiu seu nivel mais alto em 110
anos, submergindo em é&reas residenciais e comerciais de Manaus. Nesse mesmo
periodo, Manaus registrou uma elevacao dos casos de gastroenterite devido ao
contato das pessoas com a agua contaminada das inundacdes proximas aos
igarapés (VIEIRA, 2016; VIEIRA, 2017).

1.1.1 Contaminacédo dos igarapés de Manaus

Manaus esta localizada dentro da grande bacia hidrografica da Amazonia, onde
se encontram centenas de pequenos cursos d’agua denominados igarapés. Os
igarapés que cortam a area urbana de Manaus estdo visivelmente poluidos,
apresentando grande quantidade de lixo e mau cheiro. Muitas pessoas residem as

margens destes igarapés, estando expostas aos riscos a saude e vulneraveis a



constantes alagamentos e inundacdes. A Figura 1 mostra o Igarapé do Quarenta
recebendo esgoto domeéstico de moradias precéarias ao longo de sua margem.

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 1: O Igarapé do Quarenta possui muitas moradias precarias ao longo de sua extenséo,

onde o esgoto doméstico é diretamente despejado sem tratamento.

Para Teixeira e Guilhermino (2006), casos de mortalidade infantil, diarreia
aguda e doencas infecciosas e parasitarias poderiam ser reduzidos por meio da
ampliacdo das redes de abastecimento de agua tratada e implantacdo de sistemas
de coleta e tratamento de esgoto sanitario para toda a populacédo, inclusive aquelas
gue vivem as margens de igarapés.

Estudos descritivos levantados por Jesus et al. (2012) com base na analise de
dados da Secretaria Municipal de Salude (SEMSA), do Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificagdo (SINAN) e do Sistema de Informag&o sobre Mortalidade
(SIM) revelaram que entre 2000 e 2010 foram notificados em Manaus 665 casos de
leptospirose, dos quais 339 foram confirmados e 35 evoluiram para 6bito. O maior
namero de casos ocorreu entre os meses de maio e abril, periodo de intensas
chuvas e aumento do nivel dos rios e igarapés. Observou-se, ainda, que a maior
ocorréncia da doenca foi em areas de maior precariedade socioambiental, onde
habitam pessoas com baixa escolaridade e renda em moradias precarias sem
saneamento basico.

A contaminacgéo dos igarapés pode ser avaliada em estudos geoquimicos, 0s
quais revelam a composi¢cdo quimica da MO e, entdo, permitem avaliar os niveis
compostos contaminantes e os riscos ao ambiente e aos seres vivos (GUEDES,
2012). A exposicao de agentes contaminantes ocasionado pelo despejo de esgoto

domeéstico ndo tratado nos igarapés de Manaus pode levar a propagacédo de



doencas que afetam principalmente a populacdo de baixa renda que residem em
areas altamente poluidas.

1.2 Matéria Organica Sedimentar

A composicdo mineraldgica, quimica e biolégica das camadas de sedimentos
permite 0 estudo da evolucdo historica dos ecossistemas aquaticos e dos
ecossistemas terrestres adjacentes, assim como o tipo e a intensidade dos impactos
sofridos no passado e/ou no presente (GUEDES, 2012).

A determinacdo de contaminantes quimicos em ambientes aquaticos se da em
amostras de agua ou sedimentos. Compostos organicos hidrofébicos tendem a
adsorver em particulas de argila e outros minerais que com o tempo sedimentam,
resultando na MO sedimentar (KILLOPS & KILLOPS, 2005). Assim, quando se trata
de compostos organicos hidrofébicos, a analise de sedimentos é preferivel a agua
(CAMILLERI & VULLIET, 2015).

O intemperismo é uma das grandes dificuldades na avaliacdo ambiental
através de compostos organicos, no entanto, algumas classes de compostos séo
mais resistentes ao intemperismo e, portanto, sdo consideradas mais confidveis
como indicadores das fontes de MO (LU & MEYERS, 2009). Os compostos
dissolvidos na coluna d’agua ou nos estagios iniciais de sedimentacdo sob
condicbes de temperatura e pressao relativamente baixas podem sofrer processos
que alteram a estrutura quimica, etapa denominada diagénese (KILLOPS &
KILLOPS, 2005). Alguns compostos permanecem preservados durante a diagénese
e por apresentarem estrutura quimica ligada intrinsecamente a um precursor
bioldgico sé@o uteis como biomarcadores geoquimicos. Outros termos como fosseis
quimicos, marcadores moleculares ou indicadores organicos sao utilizados no
mesmo sentido (SIMONEIT, 2004).

1.3 Biomarcadores geoquimicos
Por meio de biomarcadores geoquimicos, é possivel obter importantes

informacgdes a respeito do ambiente, dos organismos, do tempo de deposicéo e da

degradacdo da MO, assim como as alteracbes ambientais ocorridas no passado



(RAU et al.,, 2013). Nos sedimentos é possivel encontrar compostos que s&o
sintetizados por organismos aquaticos (MO autéctone) e compostos que s&o
introduzidos através da entrada terrestre (MO autéctone) do ambiente circundante
(CARREIRA et al., 2011). A Figura 2 ilustra as possiveis fontes de MO em um

ambiente aquatico.
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Figura 2: O esquema mostra a entrada de compostos em sedimentos produzidos por
organismos terrestres circundantes (ex: plantas) e por organismos aquaticos (ex: algas).

A MO sedimentar de origem autéctone (fitoplancton, zooplancton, bactérias,
fungos e plantas aquéticas) e al6ctone (plantas superiores) é classificada como
biogénica (KILLOPS & KILLOPS, 2005). Além destas fontes, a MO aldctone também
pode ter origem antropogénica, como atividades industriais, queimadas, emissdes
de veiculos, derramamento de petréleo e derivados e esgoto doméstico (FRENA,
2016). Compostos provenientes de tais fontes sdo comumente denominados
marcadores antropogénicos (HARWOOD, 2014). A partir da caracterizacdo da MO
sedimentar é possivel avaliar as contribuicdes relativas das fontes autdctones e
aléctones (CARREIRA et al., 2011).

Vérios estudos aplicam abordagens baseadas em biomarcadores geoquimicos
a fim de avaliar os niveis de contaminacdo de rios, estuarios, oceanos e outros
corpos aquaticos (CARREIRA et al.,, 2011; SOJINU et al.,2012; MARTIN et al.,
2012). A caracterizacdo de biomarcadores geoquimicos em sedimentos pode
auxiliar na implementacdo de acbes que visem prevenir, ou mesmo eliminar, a
liberacdo de compostos prejudiciais aos seres humanos e a biota local, minimizando

0 impacto ambiental.



1.3.1 Esterdis como biomarcadores geoquimicos

Os esterdis sdo compostos presentes em todos os organismos com células
eucarioticas (VOLKMAN, 2003). Os esterois representam uma classe de compostos
hidrofébicos (lipidicos) que podem ser incorporados em sedimentos aquaticos
(LEEMING et al., 1996). Devido a especificidade e resisténcia a diagénese, 0s
esterdis sdo bastante Uteis como biomarcadores geoquimicos (LEEMING et al.,
1996; VOLKMAN, 2003; MARTINS et al., 2012; ABREU-MOTA et al., 2013). Os
principais esterdis encontrados em plantas sdo campesterol, B-sitosterol e
estigmasterol, enquanto colesterol e brassicasterol sdo os principais esterois
indicativos de fontes aquaticas (ABREU-MOTA et al., 2014). As distribuicdes de
ester6is em microalgas variam de acordo com a espécie, nho entanto,
frequentemente o colesterol é o esterol predominante. Similarmente, diatomaceas
apresentam o brassicasterol como um dos principais esteréis (VOLKMAN, 2003).
Coprostanol (cop) e epicoprostanol (e-cop) sao esterois fecais muito utilizados como
marcadores antropogénicos de esgoto domeéstico (MARTINS et al., 2012; BUJAGIC
et al 2016). A Tabela 1 apresenta a férmula molecular, massa molecular, principais
fontes e estrutura quimica dos esterdis mais comumente utilizados em geoquimica

organica.

Tabela 1. Férmula molecular, massa molecular, principais fontes e estrutura quimica dos

esterdis mais comumente utilizados em geoquimica orgénica.

formula massa principais Estrutura
composto P
molecular molecular fontes Quimica
zooplancton/
colesterol C,7H460 386 fitoplancton
HO'
epicoprostanol Cy7H450 388 esgoto tratado




coprostanol

colestanol

ergosterol

brassicasterol

campesterol

estigmasterol

B-sitosterol

estigmastanol

C27H480

Co7H4s0

C28H44O

C28H460

C28H480

CaoH4s0

C29H5OO

C29H52O

388

388

396

398

400

412

414

416

esgoto sem
tratamento

zooplancton/
fitoplancton/
degradacgédo

Fungos

zooplancton/
fitoplancton/

plantas
superiores

plantas
superiores

plantas
superiores

plantas
superiores/
degradacéao

M

O coprostanol é o principal esterol fecal humano e representa entre 40 e 60%

dos esterdis totais encontrados nas fezes humanas (LEEMING et al., 1996). Este

estanol é formado a partir da reducdo microbiana de colesterol no intestino de



mamiferos e, entdo, eliminado pelas fezes (GRIMALT et al., 1990). Epicoprostanol é
um isdomero do coprostanol utilizado como um indicador do grau de tratamento de
esgoto, uma vez que ele é formado durante a etapa de digestdo anaeroObica
(MARTINS et al., 2012; TOLOSA et al., 2014). Outra fonte minoritaria de coprostanol
€ a producdo in situ devido a degradacdo diagenética em sedimentos andxicos
(TOLOSA et al.,, 2014). A Figura 3 ilustra as possiveis rotas de degradacdo do

colesterol.
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Figura 3: Rotas de degradacédo 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, alguns estudos tém se focado em revelar a composicado de esterois
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 concentracdo de coprostanol nas fezes de seres humanos é cerca de 10
vezes maior (LEEMING et al.,, 1996). A Figura 4 compara as concentracbes de

coprostanol presente nas fezes de diferentes animais.
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Figura 4: Comparacdo das concentracfes de coprostanol em fezes de diferentes animais.
Adaptado de LEEMING et al., (1996).

A Figura 4 revela 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. Os perfis de esterdis das fezes de seres
humanos e de outros animais séo suficientemente distintos para diagnosticar a
origem da contaminacdo fecal de corpos aquaticos (LEEMING et al., 1996;
ZOCATELLI et. al., 2017). Nesse sentido, a determinagédo de uma série de esterois
proporciona informagdes mais consistentes e reveladoras sobre as fontes de MO de
um ambiente (BIRK et al., 2012).

Embora ndo exista um consenso em relacdo a concentracdo de coprostanol em
sedimentos que indique com certeza contaminagao por esgoto domeéstico, o valor de
10 ng g™ tem sido utilizado como um valor base para ambientes preservados. Varios

estudos tém considerado a concentracdo de coprostanol acima de 100 ng g™ como



indicativo de contaminacdo por esgoto. Ainda, valores acima de 500 ng g™ tém sido
relacionados a um acentuado aporte de esgoto doméstico.

A fim de realizar uma avaliagdo com maior confiabilidade e minimizar a
ambiguidade de fontes, diversos indices diagndsticos tém sido utilizados para
corroborar as concentracdes absolutas de coprostanol (MARTINS et al., 2014). A
percentagem de coprostanol em relagdo ao somatdrio de esterdis indica a
contribuicéo relativa de esgoto domestico diante de fontes biogénicas, como plantas
terrestres e organismos aquaticos para a MO sedimentar. Venkatesan e Santiago
(1989) propuseram o indice e-cop/cop para avaliar o grau de tratamento do esgoto
despejado nos corpos aquaticos. A relacdo entre os isébmeros fecal e natural,
cop/(cop + colestanol), também & muito utilizada, onde valores > 0,7 séo indicativos
de contaminacdo e valores < 0,3 sdo 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 cop/colestanol também pode ser utilizado no mesmo sentido, sendo os
valores > 0,2 indicativos de contaminacdo por esgoto doméstico (BATAGLION et al.,
2016; RESENDE et al.,, 2014). Outro indice frequentemente utilizado é
cop/colesterol, o qual revela a relagdo entre o coprostanol e seu precursor colesterol.
Valores maiores que 0,2 sdo indicativos de MO de origem antropogénica (BUJAGIC
et al 2016).

1.4 Técnicas analiticas para a determinacao de esterois

A composicdo da MO sedimentar € complexa (BATAGLION, 2015) e sua
caracterizacdo pode abrange uma variedade de técnicas, dependendo dos
compostos de interesse (KAWAKAMI & MONTONE, 2002). A metodologia classica
empregada em geoquimica organica € baseada em uma primeira etapa de extragcédo
lipidica que fornece uma série de compostos organicos, como: alcanos (lineares,
ramificados e ciclicos), alcenos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, terpenos,
hopanos, esteranos, compostos organicos sulfurados, alcoois graxos, acidos graxos
saturados e insaturados, alquenonas e esterdis (ENGEL & MACKO, 2013; AMANN
et al., 2014; WISNIESKI et al., 2016). Apds a obtencdo de um extrato organico bruto,
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uma etapa de fracionamento em coluna utilizando silica como fase estacionéria é
bastante comum nos trabalhos de geoquimica organica a fim de obter fracbes de
menor complexidade quimica contendo classes especificas de compostos. Por fim,
as fracbes contendo certas classes de compostos podem ser prontamente
analisadas por cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography), enquanto
que aquelas contendo classes de compostos mais polares, como esterois, sédo
previamente submetidas a uma etapa de derivatizacao.

A técnica de GC empregando a deteccdo por ionizacdo em chama (FID, do
inglés flame ionization detector) ou acoplada a espectrometria de massas (MS, do
inglés mass spectrometry) tem sido utilizada na caracterizacdo de biomarcadores
geoquimicos desde 1960 (SIMONEIT, 2005; COOCKS et al., 2015). Embora a
determinacao direta de esterdis seja dificultada devido a baixa volatilidade, GC-MS
ainda é a técnica mais utilizada na determinacéo e quantificacdo destes compostos.
Um recurso muito utilizado para aumentar a volatiidade dos esterdis € a
derivatizacdo que os converte a ésteres trimetil-silicicos, conforme ilustrado na
Figura 5 (SIMONEIT, 2005).

w BSTFA/TMCS w
>
Si
HO e

Figura 5: Reacdo de derivatizagcdo do colesterol através da substituicdo do hidrogénio da

hidroxila (—OH) pelo grupo trimetil-silicico (—Si(CHs)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 (LC, do
inglés liquid chromatography) com MS, uma nova possibilidade de determinacdo de
esterdis com varias vantagens em relacao as técnicas de GC-FID e GC-MS ganhou
atencdo na area de geoquimica organica (BATAGLION et al., 2015). A Tabela 2
resume as vantagens e desvantagens das técnicas normalmente aplicadas para a
determinacdo de esterdis em amostras ambientais (BATAGLION et al., 2015;
BATAGLION et al., 2016).
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens das técnicas LC—MS/MS, GC—MS e GC—FID, comumente
utilizadas para a determinacao de esterois.

Técnica Vantagens Desvantagens
LC-MS/MS ¢ N&o requer fracionamento do e Maior custo
extrato bruto ¢ Fragmentacgéo limitada

e Alta sensibilidade
e Alta seletividade
e Andlises relativamente mais

rapidas
e Menores limites de deteccéo e
guantificacdo
o NAao necessita de derivatizacio
GC-MS e Alto poder de resolucéo e Limitada a compostos volateis (ou
e Alta sensibilidade, mas geralmente semivoléateis) e termicamente
menor que em LC-MS/MS estaveis
e Alta seletividade, mas menor que e Andlises relativamente demoradas
em LC-MS/MS e Necessita de derivatizagéo para
certos compostos, como esterois
GC-FID e Ampla faixa linear de resposta e Atribuicdo baseia-se apenas nos

tempos de retencéo

e Baixa seletividade

e Limitada a compostos volateis (ou
semivolateis) e termicamente
estaveis

e Analises relativamente demoradas

e Necessita de derivatizagéo para
certos compostos, como esterois

e Baixa resolucdo para amostras
complexas

Tabela elaborada pelo autor com base em SIMONEIT, 2005; HOFFMANN & STROOBANT, 2007; BATAGLION, et al., 2015.

A técnica de LC-MS/MS tem sido bastante empregada na determinacdo de
esterdis em diferentes matrizes, como 6leos comestiveis e plasma (LEMBCKE et al
2005; MO et al., 2013). Entretanto, seu emprego na determinacdo de esterbis em
matrizes ambientais, como agua e sedimento € mais recente e relatado em poucos
estudos (BATAGLION et al., 2015; BATAGLION, et al., 2016; FRENA et al., 2016).
Um método desenvolvido recentemente € capaz de determinar dez esterdis de
interesse na area de geoquimica organica em dez minutos, sem necessidade de
derivatizacdo, oferecendo recuperacéo e limites de deteccdo (LD) e quantificacéo
(LQ) satisfatorios (BATAGLION et al., 2015).

1.4.1 Fundamentos da técnica de LC-MS/MS

A técnica de LC-MS/MS mais utilizada em estudos quantitativos consiste no

acoplamento da cromatografia liquida com um espectrdmetro do tipo triplo
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quadrupolo (HOFFMANN & STROOBANT, 2007). Um esquema ilustrando um
equipamento tipico de LC-MS/MS é apresentado na Figura 6.

HPLC
lonizac3o Primeiro Célulade Segundo Detector
analisador colisdo analisador
O R R M—
o ¥ —ql |< —> | & =] | —>
- I — = _ e
A Seleciodo Produtodoion

ion precursor selecionado

Figura 6: Esquema basico de um equipamento de LC—MS/MS que consiste em um

cromatégrafo liquido acoplado a um espectrémetro de massas do tipo triplo quadrupolo
equipado com uma fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés

atmospheric pressure chemical ionization).

Durante uma andlise por LC-MS/MS, primeiramente ocorre a separacao
cromatografica, onde os compostos sdo separados de acordo com o grau de
interacdo entre a fase moével e a fase estacionaria. Apdés a separacao
cromatografica, os compostos sdo ionizados em modo positivo ou negativo de
ionizacdo em uma fonte de ionizacdo adequada. Na sequéncia, os ions formados
sdo levados ao primeiro analisador de massas que selecionara apenas o0 ion
precursor do analito de interesse de acordo com a sua razdo massa-carga (m/z). O
ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo sofre colisbes com um gas inerte
de elevada energia (geralmente N,) em uma célula de coliséo e, entdo, adquire parte
desta energia e fragmenta-se aos ions produtos. Estes ions produtos sao, entdo,
direcionados ao segundo analisador de massas, onde apenas 0s ions de interesse
serdo selecionados de acordo com as suas m/z. Esta forma de andlise em
espectrometria de massas, onde monitora-se a fragmentacdo de um ion precursor
selecionado no primeiro quadrupolo ao seu correspondente ion produto selecionado
no terceiro quadrupolo, € denominada monitoramento de reacéo selecionada (SRM,
do inglés selected reaction monitoring). A determinagdo de um numero maior de
compostos pode ser realizada monitorando a fragmentagdo de varios ions
precursores aos seus respectivos ions produtos (HOFFMANN & STROOBANT,
2007).
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Na técnica de APCI, a ionizagdo se da por reacbes ion-molécula em fase
gasosa sob pressdo atmosférica. A descarga corona produz N," a partir do gas de
nebulizacdo, normalmente nitrogénio. Esses ions primarios colidem com moléculas
do solvente vaporizadas para formar ions secundarios reativos em fase gasosa, 0s
quais por sua vez irdo reagir com as moléculas do analito (HOFFMANN &
STROOBANT, 2007). A Figura 7 mostra um esquema de uma fonte de APCI e as

espécies envolvidas no processo de ionizacao.
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Figura 7: Esquema basico de uma fonte de APCI e as espécies envolvidas no processo de
ionizagcdo, considerando N, como gas nebulizador e agua como solvente constituinte da fase

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

A técnica de APCI é adequada tanto para compostos polares como para
compostos de baixa polaridade com massa molecular de até 1500 Da (HOFFMANN
& STROOBANT, 2007). Como os ester6is sdo compostos hidrofébicos pouco
polares e de baixa massa molecular, a técnica de APCI tem apresentado bons
resultados em estudos de diversas areas (LEMBCKE et al 2005).

O analisador do tipo quadrupolo consiste basicamente em quatro barras
paralelas que permitem apenas a passagem uma determinada m/z que tenha uma
trajetéria estavel para um determinado conjunto de parametros. A Figura 8 mostra

um esquema de um analisador quadrupolo.
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Figura 8: Esquema basico de um analisador do tipo quadrupolo. Extraido e adaptado de
BUSTILLOS et al 2003.

O analisador consiste em quatro hastes metalicas paralelas, nos quais se
aplicam 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). Observe na Figura 8 que apenas um ion (cor vermelha)
apresenta trajetoria estavel para alcancar a fenda de saida e seguir para o detector.
O outro ion (cor azul) ndo apresenta trajetéria estavel para este conjunto de
voltagens e bate na haste metalica, ndo sendo assim detectado. O analisador
quadruplo é submetido a variacdes 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 ion selecionado (SIM, do inglés
selected ion monitoring), no qual apenas m/z pré-estabelecidas sdo monitoradas. O
analisador quadrupolo é muito utilizado no modo SIM em estudos quantitativos, pois
a sua eficiéncia aumenta e menores LD e LQ sdo alcancados. Na préatica, em modo
SRM, o primeiro e o segundo analisador de massas do triplo quadrupolo operam em
modo SIM (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis de contaminacdo dos igarapés de Manaus por meio de esterois

biomarcadores.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar as concentracbes dos esterdis colesterol, epicoprostanol,
coprostanol, colestanol, brassicasterol, ergosterol, campesterol, S-sitosterol,
estigmasterol e estigmastanol em amostras de sedimentos dos igarapés do
Mindu, Quarenta e Taruma-Acu;

e Avaliar a distribuicdo dos esterdis e inferir as fontes contribuintes para a MO
sedimentar em cada um dos igarapés de estudo;

e Calcular razdes diagnosticas para auxiliar na avaliacdo da contaminacao dos
igarapés por esgoto domestico;

¢ Comparar os possiveis niveis de contaminagao por esgoto domeéstico entre 0s
igarapes;

e Comparar os resultados obtidos com aqueles observados em outros
ambientes contaminados e preservados ao redor do mundo e caracterizar 0s
igarapés da cidade em relagdo ao grau de contaminacdo por esgoto
domeéstico;

e Aumentar o conhecimento em relacdo aos igarapés de Manaus e ajudar em

pesquisas futuras relacionadas a politicas ambientais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo e amostragem

O municipio de Manaus (AM), localizado na Amazoénia Central, ocupa uma area
de 11.458,5 km?, da qual apenas 3,9% é urbana (MARQUES & PINHEIRO, 2011).
Manaus é cercada por uma densa rede hidrogréfica (Figura 9) composta por nove
bacias na qual se destacam cinco: Puraquequara que esta inteiramente inserida na
area de floresta, Taruma que esta parcialmente inserida na area urbana e as bacias
do Educandos, Mindu e Colonia Antdnio Aleixo, as quais estdo inseridas totalmente
na area urbana (LA ROVERE, 2002; ALBUQUERQUE, 2012).

[ ] mauaziNwO —— — T
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Figura 9: Delimitacdo das bacias hidrogréaficas na cidade de Manaus. Outras pequenas
bacias configuram-se como rias fluviais com regime de cheias e vazantes condicionado pelo
Rio Negro, rio que banha a cidade. Adaptado de ALBUQUERQUE, 2012.

Um total de vinte e seis amostras de sedimentos superficiais foram coletadas
nos igarapés do Quarenta (bacia do Educandos) (n=6), Mindu (bacia do Mindu)

(n=9) e Tarumé-Acu (bacia do Taruma) (n=11). A area de estudo e os pontos de
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amostragem nos igarapés do Quarenta (Q), Mindu (M) e Taruma-Agu s&o
apresentados na Figural0O. A Tabela 3 apresenta as coordenadas geogréficas dos

pontos de coleta.
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Figura 10: Area de estudo e pontos de amostragem nos igarapés do Quarenta (Q), Mindu (M) e
Taruma-Acu.

Tabela 3: Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta dos igarapés do Quarenta, Mindu e
Taruma-Acgu.

Amostras Latitude (S) Longitude (W)

IGARAPE DO QUARENTA

Q1 3°06'25.72" 59°57'38.84"
Q2 3°06'59.59" 59°58'26.65"
Q3 3°7'10.15" 59°58'42.35"
Q4 3°07'30.01" 59°59'11.55"
Q5 3°07'46.21" 59°59'39.78"
Q6 3°08'10.50" 60°0'33.18"

IGARAPE DO MINDU

M1 3°2'43.97" 59°56'38.26"
M2 3°3'16.08" 59°57'12.19"
M3 3°317.77" 59°57'15.50"
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M4 3°3'43.18" 59°57'40.18"
M5 3°4'28.21" 59°58'57.70"
M6 3°4'44.78" 59°59'37.42"
M7 3°5'13.76" 60°0'32.79"
M8 3°5'29.41" 60°0'54.63"
M9 3°6'6.61" 60°1'29.99
IGARAPE DO TARUMA
T1 3°3'8.16" 60°6'32.23"
T2 3°2'57.77" 60°6'36.15"
T3 3°2'35.20" 60°6'51.30"
T4 3°1'52.34" 60°6'8.51"
T5 3°0'59.14" 60°5'47.29"
T6 3°0'12.59" 60°5'27.20
T7 3°0'15.35" 60°5'5.38"
T8 3°0'9.93" 60°6'7.38"
T9 2°59'4.03" 60°6'16.63"
T10 2°58'52.75" 60°6'17.70"
T11 2°57'49.01" 60°6'23.42

3.2 Coleta das amostras de sedimento

Segundo Albuquerque (2012), cidade de Manaus encontra-se na faixa de
dominio tropical, caracteristico de grande parte do Brasil, sendo marcada por duas
estacbes que podem ser diferenciadas quanto ao nivel de precipitacdo: inverno
amazonico (sempre Umido com variaveis temperaturas e precipitacdes) e verao
amazoénico (quente e Umido, o qual se caracteriza por apresentar uma estacado seca
de curta duragao).

As amostras foram coletadas no periodo de estacdo das chuvas (inverno
amazoénico) ao longo do més de marco de 2017. Os sedimentos superficiais (0—10
cm) foram coletados utilizando uma draga do tipo Van veen e armazenadas em
formas de aluminio pré-calcinadas sob 4°C durante o transporte até o laboratorio.
Imediatamente ap0s a coleta, as amostras de sedimento foram congeladas em
freezer e, posteriormente, liofilizadas para que 0s compostos organicos
permanecessem estaveis nas amostras sedimento. Apés a liofilizacdo, as amostras
foram maceradas em grau e pistilo de porcelana, peneiradas em malha de 250 ym e
armazenadas sob temperatura ambiente em formas de aluminio previamente

calcinadas (Figura 11).
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Armazenamento Amostras
em freezer liofilizadas

Figura 11: Coleta, armazenamento em freezer, liofilizagdo e maceracdo das amostras de

sedimentos.

3.3 Preparo das amostras de sedimento

Com a finalidade de remover residuos organicos, as vidrarias utilizadas durante
este trabalho foram lavadas com detergente e enxaguadas com agua corrente e, em
seguida, mergulhadas em uma solucdo de Extran 5% (v/v) por 24 horas, sendo
novamente enxaguadas em agua corrente e, por ultimo, com agua destilada. Em
seguida, as vidarias (exceto as volumétricas) foram calcinadas em mufla sob 400 °C

durante 4 horas e, entdo, acondicionadas em local apropriado.

A extracdo dos compostos foi realizada com base no método EPA 3540C com
algumas pequenas alteracdes. Todos os solventes utilizados neste estudo foram de
grau HPLC (do inglés high performance liquid chromatography) adquiridos da Tedia
(Rio de Janeiro, Brasil). As etapas da metodologia de preparo das amostras de

sedimentos serdo descritas abaixo.

3.3.1 Ativacao do cobre

Primeiramente, preparou-se o cobre ativado para ser adicionado a amostra de
sedimento previamente a extragdo dos compostos organicos visando a remocéo de
possivel enxofre molecular. Pesou-se aproximadamente 1 g de cobre e transferiu-se

para um frasco de 30 mL. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL de acido cloridrico (HCI)
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concentrado ao tubo contendo cobre e levou-se ao ultrassom por 15 min sob
temperatura ambiente. ApoOs este tempo, foi realizada a retirada do sobrenadante e o
cobre passou por um processo de lavagem para a retirada dos resquicios de acido.
Para isso, adicionou-se 2,5 mL de metanol (MeOH) e levou-se novamente ao
ultrassom sob temperatura ambiente por 15 min (12 lavagem). Retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se 2,5 mL de uma mistura de diclorometano (DCM) e
MeOH (1:1, v/v) e repetiu-se o processo (22 lavagem). Por fim, o cobre foi lavado

com 2,5 mL de DCM e repetiu-se 0 processo.

3.3.2 Extracao de esteroéis dos sedimentos

Foram pesados 5 g de cada amostra de sedimento nos frascos de vidro
contendo cobre ativado. Aos tubos, adicionou-se 15 mL de DCM e MeOH (2:1, v/v),
agitou-se e levou-se ao ultrassom por 30 min (Figura 12). O sobrenadante foi
retirado com uma pipeta Pasteur e transferido para um baldo e o processo de
extracdo repetido mais duas vezes. Na sequéncia, 0 extrato organico combinado foi
concentrado por rotaevaporacdo e, entdo, armazenado em frasco de vidro na

geladeira até a etapa de fracionamento.

SOBRENADANTE: DCM e MeQOH (2:1)
(presenga de compostos organicos)

| Sedimento + cobre ativado I—‘ Errnm

Figura 12: Representacdo do processo de extracdo de compostos organicos das amostras de
sedimento. O processo de extracdo deve ser tratado com precaucdo, pois pode ocorrer
facilmente a contaminacdo por artigos de laboratdrio feitos de borracha natural, tais como

enchimentos de pipeta e luvas de latex ou por organismos contaminantes (VOLKMAN, 2003).
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3.3.3 Fracionamento do extrato

O método de fracionamento do extrato organico bruto empregado neste estudo
€ uma adaptacdo do método EPA 3540C muito utilizado em geoquimica orgéanica de
sedimentos recentes. Os extratos organicos brutos foram fracionados por
cromatografia de coluna aberta. Uma coluna de vidro com capacidade de 50 mL foi
preenchida com 5 g de silica gel, 1 g de alumina (ambas foram ativadas sob 200°C
por 4 horas e desativadas com 5% (m/v) de agua destilada) e 1 g de cobre ativado.
O fracionamento dos extratos resultou em quatro fracdes: I) eluida com 30 mL de
hexano, Il) eluida com 30 mL de uma mistura hexano:DCM (1:1, v/v), lll) eluida com
30 mL de uma mistura de acetato de etila e metanol (3:1, v/v) e IV) 30 mL de
metanol com 2% (v/v) de &cido acético. Em seguida, as fragdes Il foram
concentradas por rotaevaporacao e, entdo, levadas a secura e redissolvidas em 1mL
de diclorometano, sendo armazenadas em freezer até o momento da analise
cromatografica. As demais fracdes foram concentradas por rotaevaporacdo e

armazenadas em freezer para posteriores analises.

3.4 Determinacdao de esterdis por LC-MS/MS

A determinacdo de ester6is nas amostras de sedimentos dos igarapés de
Manaus foi realizada de acordo com um método previamente desenvolvido e
validado (BATAGLION, et al., 2015). As analises foram realizadas no Laboratoério de
Ecofisiologia e Evolucdo Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(LEEM-INPA). As fracbes contendo os esterdis foram analisadas em um
equipamento de LC Modelo 1200 series da Agilent Technologies (Santa Clara,
Estados Unidos da América) acoplado ao espectrometro modelo APl 4000 da
Applied Biosystems (Darmstadt, Alemanha) utilizando uma fonte APCI em modo
positivo de ionizacao.

A separacao cromatografica foi realizada em uma coluna Shim-pack XR-ODS
Il de 150 mm x 2,0 mm de diametro interno x 2,2 ym de tamanho de particula,
utilizando o seguinte gradiente de elui¢cao: 0-2 min. (90% B), 2-8 min. (100% B) e 8-

10 min. (90% B) na temperatura de 30 °C e vazdo de 0,6 mL min™. Agua e metanol
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correspondem aos solventes A e B, respectivamente. A temperatura do amostrador
automatico foi mantida em 10 °C e o volume de injegéo foi de 10 pL.

Os parametros da fonte de APCI foram os seguintes: corrente da agulha
corona, 4,0 YA, temperatura de dessolvatacéo, 450 °C. As transicdes SRM utilizadas
para cada analito e os parametros do espectrometro de massas estédo listados na
Tabela 4.

Tabela 4: Transi¢c6es SRM de cada analito e par@metros do espectrometro de massas.

Composto transicdes Q1 (V) Q3(V) EC (V)
Colesterol 369>95 -17 -19 32
369>135 -25 -28 22
colestanol/epicoprostanol/coprostanol 371>81 -13 -17 -36
371>95 -17 -19 29
Ergosterol 379>69" -30 -29 -26
379>83 -30 17 -24
Brassicasterol 381>69 -13 -28 -29
381>135 -25 -28 -24
Campesterol 383>81 -25 -16 -40
383>161 -25 -18 -21
Estigmasterol 395>81 -18 -16 -41
395>107 -18 -22 35
B-sitosterol 397>81 -14 -16 -41
397>95' -14 -19 34
Estigmastanol 399>95 -14 -19 -33
399>149 -14 -29 22

* transicéo de quantificagao

Os padrbes de esterbis (3B)-Colest-5-en-3-0l (colesterol, 299% pureza),
colesterol-dg (padréo interno (PI)), (3B8,5a)-Colestan-3-ol (colestanol, >95% pureza),
(38,56)-Colestan-3-ol  (coprostanol, >95%  pureza), (3a,56)-Colestan-3-ol
(epicoprostanol, >95% pureza), (36,22E)-Ergosta-5,7,22-trien-3-ol (ergosterol, >95%
pureza), (383,22E)-Ergosta-5,22-dien-3-ol (brassicasterol, >95% pureza), (38,24R)-
Ergost-5-en-3-ol (campesterol, >65% pureza), (36)-Estigmast-5-en-3-ol (B-sitosterol,
>98% pureza), (38,22E)-Estigmasta-5,22-dien-3-ol (estigmasterol, >95% pureza),
(3B,50)-Estigmastan-3-ol (estigmastanol, >95% pureza) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos da América). Solucbes estoque para 0S
compostos individuais foram preparadas na concentracdo de 1,0 mg mL™* em DCM.
Uma solucao de trabalho contendo todos os analitos foi preparada na concentracao
de 2,0 yg mL™ em MeOH, sendo utilizada para o preparo das solugbes de
construcdo das curvas de calibracdo. Solu¢cdes nas concentracdes de 10, 50, 75,
100, 200, 400, 600, 800, e 1000 ng mL™ em MeOH foram utilizadas para a
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construcdo das curvas de calibracdo. O método de calibracdo interna foi empregado,
sendo a concentracdo do padro interno de 500 ng mL™.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros analiticos

A validacdo do método seguido neste estudo foi realizada pela obtencdo dos
principais parametros analiticos. Detalhes sobre os parametros de validacdo podem
ser encontrados no trabalho previamente publicado por Bataglion e colaboradores
(2015).

Foram analisados um total de dez esterdis. A tabela 5 mostra os parametros da
curva de calibracdo dos esteréis determinados por LC-MS/MS. Podemos observar
que os valores de r? para a curva de calibracdo de todos os esterdis foram acima de
0,99.

Tabela 5: Par@metros das curvas de calibracdo obtidos para todos os analitos

A

Composto r Coeficiente linear Coeficiente angular
Ergosterol 0,999 5599,7 350,68
Epicoprostanol 0,996 5599,7 350,68
Coprostanol 0,998 2743,2 391,45
Colestanol 0,999 1879,9 309,41
Colesterol 0,996 3674,1 386,96
Campesterol 0,999 1878,2 305,88
Estigmasterol 0,996 436,62 165,38
B-sitosterol 0,997 2130,8 418,67
Estigmastanol 0,995 995,27 173,08
Brassicasterol 0,998 2679,5 418,74

Para a quantificacdo dos esterbis nas amostras, foi calculada a razdo da area
do pico de cada analito sobre a area do pico do PI, logo, as concentracdes foram
obtidas usando a equacdo da curva de calibracdo. No apéndice | encontram-se 0s
cromatogramas obtidos, neles € possivel observar as transicbes SRM para cada

analito.
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A Tabela 6 mostra os tempos de retencdo, LD, e LQ dos esterdis
possivelmente presentes em amostras de sedimentos. Os LD foram estimados como
3s/S, enquanto os LQ foram estimados como 10s/S, onde s € a estimativa do desvio
padrao do coeficiente linear da equacado e S € a inclinacdo ou coeficiente angular da

curva de calibracao.

Tabela 6: Parametros analiticos do método (linearidade, LD e LQ).

Composto Tem~po de_ LD . LQ .
retencdo (min.) (ng mL™) (ng mL™)
Ergosterol 5,51 2,68 6,78
Epicoprostanol 5,78 1,35 4,10
Coprostanol 6,55 1,32 4,01
Colestanol 6,98 1,69 5,13
Colesterol 6,41 2,24 6,78
Campesterol 6,97 1,34 4,07
Estigmasterol 6,82 2,95 8,95
B-sitosterol 7,51 1,19 3,63
Estigmastanol 8,21 2,01 6,11
Brassicasterol 6,10 1,59 4,81

4.2 Igarapé do Mindu

As amostras de sedimentos coletadas no igarapé do Mindu apresentaram
concentracdes totais de esteréis entre 2 529 e 12 429 ng g (Tabela 7). Além da
grande variagdo das concentracdes totais de esterdis entre os pontos de coleta, as
concentragbes de esteréis individuais também variaram amplamente: colesterol
283-1 863 ng g, epicoprostanol 65-422 ng g*, coprostanol 523-6 113 ng g™,
colestanol 95-672 ng g™, campesterol 62-281 ng g™, B-sitosterol 118-440 ng g™,
estigmasterol 423-1 449 ng g e estigmastanol 268—1 200 ng g

As amostras M1 e M2 apresentaram as menores concentracfes totais de
esterois, enquanto a amostra M4 apresentou a maior concentracdo de esterois totais
e as maiores concentracfes de praticamente todos os esterdis. Seguindo esta
mesma tendéncia, as amostras dos primeiros pontos de coleta, M1 e M2,
apresentaram as menores concentracdes de coprostanol. Estes pontos de coleta

localizam-se relativamente proximos a regides de preservagcao, embora ja seja uma
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area muito urbanizada. A amostra M4 apresentou a maior concentracdo de
coprostanol, possivelmente devido a grande contribuicdo de efluentes do populoso
bairro Cidade Nova. As demais amostras apresentaram concentraces similares de
coprostanol e intermediarias entre 0os primeiros pontos de coleta e o ponto proximo
ao bairro Cidade Nova. Apesar das diferencas em relacdo as concentracdes de
coprostanol, todas as amostras de sedimentos coletadas no igarapé do Mindu séo
classificadas como acentuadamente contaminadas por esgoto doméstico.

Além do aporte de MO antropogénica, os resultados revelam também o igarapé
do Mindu est4 submetido ao aporte de MO biogénica de origem terrestre devido a
presenca dos esterbéis campesterol, B-sitosterol, estigmasterol e estigmastanol, os
quais sao biomarcadores geoquimicos de plantas superiores. Apesar destes
esterdis estarem presentes nas amostras de sedimento do igarapé do Mindu, as
suas concentracdes foram sempre menores que aquelas de coprostanol. Este
resultado ndo seria esperado para uma regido com acentuada vegetagcdo, como a

maior parte do igarapé do Mindu.
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Tabela 7. Concentracdes (ng g™) de esteréis em amostras de sedimentos do Igarapé do Mindu.

Amostra colesterol epicoprostanol coprostanol colestanol campesterol B-sitosterol estigmasterol estigmastanol Zesterois

M1 283+ 29 155+ 23 1223 +122 282 + 49 62 +8 174+8 616 + 70 492 + 60 3288+ 370
M2 359 + 37 65+ 10 523 + 52 95+ 17 121+ 16 297+ 14 802 + 91 268 + 33 2529 + 269
M3 1243 +129 215+ 32 2754 £ 275 552 + 97 162 + 22 303+ 14 964 + 109 585+ 71 6 778 £ 750
M4 1863 +194 467 + 69 6113 +611 657 £ 115 281 + 38 403 + 19 1450 + 164 1194 +146 12429+ 1356
M5 852 + 89 258 + 38 3647 + 365 167 + 29 197 £+ 27 440 + 21 1449 + 164 1200 + 146 8210+ 878
M6 713+ 74 311 +46 3788+ 379 264 + 46 89+ 12 176 £+ 8 589 + 67 1141 +139 70731772
M7 1108 +115 422 + 62 3524 +352 277 £ 48 135+18 214+ 10 760 + 86 899 + 110 7 338 £ 802
M8 1050 + 109 277+ 41 3076 £ 308 672+ 118 87 +12 139+7 531 +60 795+ 97 6 627 + 751
M9 654 + 68 232 + 34 2642 + 264 493 + 86 78+ 11 118+ 6 423 + 48 466 + 57 5105+ 574

Resultados apresentados como concentragdo média + desvio padrdo com base em andlises em triplicata. Todas as amostras apresentaram concentracdes de ergosterol e brassicasterol abaixo dos

LQ, portanto, os resultados nédo estdo expostos.



Apesar das concentragcdes absolutas de coprostanol bastante elevadas para as
amostras de sedimentos do igarapé do Mindu j& indicarem contamina¢do acentuada
por esgoto doméstico, outros indices diagnésticos foram aplicados a fim de uma
avaliacdo mais confiavel. Um dos indices utilizados € a percentagem relativa de
coprostanol em relagcdo ao somatoério de esterdis quantificados nas amostras. A
Figura 13 mostra a contribuicdo relativa dos esterdis individuais nas amostras de

sedimentos do igarapé do Mindu.
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Figura 13: Proporc¢ao relativa de esterdis nos sedimentos superficiais do igarapé do Mindu.

Podemos observar na Figura 13 que o coprostanol apresenta a maior
porcentagem em relacdo aos esterdis totais quantificados em praticamente todas as
amostras do igarapé do Mindu (exceto M2). A porcentagem de coprostanol variou de
21 a 54 % (m/m) para as amostras M2 e M6, respectivamente.

Tais valores s&do considerados muito altos e corroboram as elevadas
concentracdes de coprostanol, indicando que esgoto doméstico € a maior fonte de
MO para o igarapé do Mindu. A Tabela 8 apresenta os indices diagnosticos
cop/(cop+colestanol), cop/colestanol, cop/colesterol e e-cop/cop paras as amostras
de sedimentos do igarapé do Mindu.
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Tabela 8: indices diagnésticos para amostras de sedimentos do igarapé do Mindu.

Razbes cop/ cop/ cop/ e-cop/
Amostras (cop+colestanol) colestanol colesterol cop
M1 0,8 4,3 4,3 0,1
M2 0,8 55 15 0,1
M3 0,8 5,0 2,2 0,1
M4 0,9 9,3 3.3 0,1
M5 0,9 21,8 4,3 0,07
M6 0,9 14,3 53 0,1
M7 0,9 12,7 3,2 0,1
M8 0,8 4,6 2,9 0,1
M9 0,8 54 4,0 0,1

Todas as amostras de sedimentos do igarapé do Mindu apresentaram o indice
cop/(cop + colestanol) maior que 0,8, sendo que valores maiores que 0,7 sdo
indicativos de contaminacao acentuada. O indice cop/colestanol foi maior que 4 para
todas as amostras, sendo muito maior que o valor de 0,5, indicativo de
contaminacdo. Similarmente, o indice cop/colesterol foi maior que 1 para todas as
amostras, superior ao valor de 0,2 que indica aporte de MO fecal para o ambiente. O
indice e-cop/cop foi menor que 0,2 para todas as amostras, indicando que o igarapé

do Mindu recebe esgoto predominantemente sem qualquer etapa de tratamento.

4.3 Igarapé do Quarenta

As amostras de sedimentos coletadas no igarapé do Quarenta apresentaram
concentracdes totais de esterdis entre 1 521 e 25 431 ng g (Tabela 9). Além da
grande variacdo das concentracdes totais de esterdis entre os pontos de coleta, as
concentracbes de esterdis individuais também variaram amplamente: colesterol
342-3 946 ng g*, epicoprostanol 63-961 ng g*, coprostanol 509-12 830 ng g™,
colestanol 182—741 ng g™, campesterol <LQ-40 ng g™, B—sitosterol <LQ-1 111 ng g’
! estigmasterol 174-3 251 ng g™ e estigmastanol 110-2 591 ng g™.

A amostra Q1 apresentou a menor concentragao total de esterois, assim como
as menores concentragbes para a maioria dos compostos, inclusive para
coprostanol. A amostra Q1 foi coletada no inicio do igarapé do Quarenta e proximo a
uma regido de intensa vegetacao, porém é uma area de invasao que apresenta uma
grande quantidade de moradias precarias (Comunidade da Sharp). A amostra Q6

apresentou a maior concentracdo total de esterdis e as maiores concentracdes de
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praticamente todos o0s esterdis, especialmente de coprostanol. A elevada
concentracdo de coprostanol observada para a amostra Q6 pode ser resultado de
uma série de fatores, como a proximidade com a regido do Programa Social e
Ambiental dos Igarapés de Manaus (Prosamim) e com o bairro Educandos, os
sucessivos incrementos de contaminantes ao longo do igarapé e o acumulo devido a
maior vazao do Rio Negro na baia do Educando. Apesar da grande variagdo das
concentracbes de coprostanol, todas as amostras de sedimentos coletadas no
igarapé do Quarenta sdo classificadas como altamente submetidas ao aporte de
esgoto doméstico.

As amostras de sedimentos do igarapé do Quarenta apresentaram baixas
concentracfes dos esterdis biomarcadores de plantas terrestres, como campesterol,
B-sitosterol, estigmasterol e estigmastanol. O composto B-sitosterol, por exemplo, foi
quantificado em apenas duas amostras. Nem mesmo as amostras coletadas
proximas as areas com presenca de vegetacdo apresentaram consideraveis

concentracdes de esterdis indicativos de MO de origem terrestre.
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Tabela 9. Concentragdes (ng g'l) de ester6is em amostras de sedimentos do Igarapé do Quarenta.

Amostra  colesterol epicoprostanol coprostanol colestanol campesterol B-sitosterol

estigmasterol estigmastanol Xesterois
Q1 456 + 47 6319 509 + 51 182 + 32 26+4 <LQ 174 + 20 110+ 13 1521+176
Q2 342 + 36 75111 842 + 84 331+58 26+4 <LQ 197 + 22 155+ 19 1968 + 233
Q3 446 + 46 95+ 14 947 + 95 448 + 78 21 +43 <LQ 270+ 30 171+21 2 397 + 288
Q4 343 + 36 70£10 673 + 67 334 +58 <LQ <LQ 180 + 20 147 + 18 1746 + 210
Q5 680+ 71 106 + 16 952 + 95 359 + 63 40%5 61+3 272+ 31 212 + 26 2681+ 309
Q6 3946 + 410 961 +142 12830+1283 741+ 130 <LQ 1111 +£52 3251 + 367 2591 +316 25431+2701

Resultados apresentados como concentragdo média + desvio padrdo com base em andlises em triplicata. Todas as amostras apresentaram concentracdes de ergosterol e brassicasterol abaixo dos
LQ, portanto, os resultados nédo estdo expostos.



As concentracBes absolutas de coprostanol superiores a 500 ng g™ s&o
suficientes para revelar o intenso aporte de esgoto doméstico no igarapé do
Quarenta. No entanto, os indices diagnosticos foram aplicados a fim de avaliar a
correlacdo entre os varios parametros. A Figura 14 mostra a contribuicdo relativa dos

esterois individuais nas amostras de sedimentos do igarapé do Quarenta.
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Figura 14: Proporgéo relativa de esterdis nos sedimentos superficiais do igarapé do Quarenta.

A Figura 14 revela que todas as amostras do igarapé do Quarenta apresentam
coprostanol como o esterol mais abundante. A porcentagem deste esterol fecal
variou de 31 a 50 % (m/m) para as amostras Q1 e Q6, respectivamente. Este
resultado corrobora a menor e a maior concentragcdo de coprostanol observadas
para Q1 e Q6, respectivamente. As percentagens relativas de coprostanol indicam
gue a MO antropogénica proveniente de esgoto doméstico tem forte contribuicdo em
toda a extensao do igarapé do Quarenta.

A porcentagens relativas de esterois de plantas terrestres, como campesterol
0,8-1,7 % (m/m), B-sitosterol 2,2—4,3 % (m/m), estigmasterol 9,9-11,4 % (m/m) e
estigmastanol 7,2-10,1 % (m/m), indicam fraca influéncia de MO de origem terrestre
ao longo do igarapé do Quarenta.

Os indices diagnosticos cop/(cop+colestanol), cop/colestanol, cop/colesterol e
e-cop/cop apresentados na Tabela 10 corroboram as concentracdes absolutas e
relativas de coprostanol discutidas acima para as amostras de sedimentos do

Igarapé do Quarenta.
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Tabela 10: indices diagndsticos para amostras de sedimentos do igarapé do Quarenta.

Razbes cop/ cop/ cop/ e-cop/
Amostras (cop+colestanol) colestanol colesterol cop
Ql 0,7 2,8 1,1 0,1
Q2 0,7 2,5 2,5 0,1
Q3 0,7 2,1 2,1 0,1
Q4 0,7 2,0 2,0 0,1
Q5 0,7 2,6 1,4 0,1
Q6 0,9 17,3 3,2 0,07

Todas as amostras de sedimentos do igarapé do Quarenta apresentaram o
indice cop/(cop+ colestanol) igual ou maior que 0,7, valor indicativo de contaminacao
por esgoto doméstico. Ainda, todas as amostras apresentaram o indice
cop/colestanol muito maior que o valor (0,5) indicativo de contaminacdo fecal.
Similarmente, todas as amostras apresentaram o indice cop/colesterol maior que 1,
indicando que o esterol fecal esta presente em maior abundancia que seu precursor
bioldgico. Por fim, o indice e-cop/cop apresentou valores iguais ou menores que 0,1
para todas as amostras, indicando que o igarapé do Quarenta recebe ao longo de

sua extensao esgoto doméstico sem tratamento.

4.4 |garapé Taruma-Acgu

As amostras de sedimentos coletadas no igarapé Taruma-Acgu apresentaram
concentracdes totais de esterdis entre 167 e 1 984 ng g* (Tabelall). Apenas as
amostras T7 e T9 apresentaram concentracdes totais de esteréis elevadas, sendo
as demais muito inferiores aquelas encontradas para os sedimentos dos igarapés do
Mindu e Quarenta. As concentracfes de esterois individuais variaram da seguinte
forma: colesterol 83—368 ng g, epicoprostanol 5-45 ng g™, coprostanol <LD-142 ng
g, colestanol 5-241 ng g*, campesterol 5-174 ng g™, B—sitosterol 29-601 ng.g™ e
estigmasterol 19-692 ng g™*.

As amostras T7 e T9 apresentaram as maiores concentracdes totais de
esterOis e as maiores concentragfes individuais de todos os esteroOis. Estas
amostras apresentaram concentracdes de coprostanol de 142 e 118 ng g*,

respectivamente. Valores acima de 100 ng g* sdo considerados indicativos de
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contaminacdo por esgoto doméstico. As amostras T8 e T10, apresentaram
coprostanol abaixo do limite de quantificacdo do método, enquanto que as demais
amostras apresentaram concentracdes variando de 5a 19 ng g™.

A presenca acentuada de vegetacdo em toda a margem do igarapé Taruma-
Acu refletiu-se nas concentracbes de esterdis como campesterol, B-sitosterol e
estigmasterol, as quais foram sempre maiores que as concentracdes do esterol fecal
coprostanol. Este resultado foi observado apenas para as amostras do igarapé
Taruma-Acu, contrastando com aqueles observados para o0s igarapés

completamente inseridos na area urbana, Mindu e Quarenta.
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Tabela 11. Concentrag¢des (ng g'l) de esterdis em amostras de sedimentos do igarapé Taruma-Acu.

Amostras colesterol epicoprostanol coprostanol colestanol campesterol B-sitosterol estigmasterol estigmastanol Zesterdis

Tl 115+ 12 8+1 162 11+2 15+2 35+2 39+4 <LQ 238 + 25
T2 135+ 14 9+1 15+1 14+2 355 794 100 £+ 11 <LQ 386 + 39
T3 129 +13 8+1 101 22+ 4 106 + 14 288 + 14 266 + 30 <LQ 829+ 77
T4 83+9 5+1 7+1 9+2 30+4 64 +3 150 £+ 17 <LQ 346 + 35
T5 138+ 14 8+1 7+1 61 5+1 14+1 39+4 <LQ 216 + 23
T6 153+ 16 10+1 19+2 24+ 4 33+5 96 +5 71+8 <LQ 406 + 41
T7 369 + 38 45+ 7 142 + 14 241 + 42 174 + 24 601 + 28 413 + 47 <LQ 1984 £ 200
T8 110+ 11 61 <LQ 61 16+2 53+2 50+ 6 <LQ 240 + 24
T9 269 + 28 24+ 3 118 £ 12 51+9 236 + 32 531 + 25 692 + 78 <LQ 1920+ 187
T10 102 +11 5+1 <LQ 5+1 71 29+1 19+2 <LQ 167 + 17
T11 96 + 10 5+1 5+1 6+1 11+2 39+2 63+7 <LQ 225 + 23

Resultados apresentados como concentragdo média + desvio padrdo com base em andlises em triplicata. Todas as amostras apresentaram concentracdes de ergosterol e brassicasterol abaixo dos

LQ, portanto, os resultados nédo estdo expostos.



As concentracdes absolutas de coprostanol proximas a 10 ng g podem néo
ser suficientemente confiaveis para indicar aporte de esgoto doméstico no igarapé
Taruma-Acu. Neste caso, os indices diagndsticos auxiliam em uma melhor avaliacédo
das fontes de MO para o ambiente. A Figura 15 mostra a contribuicdo relativa dos

esterdis individuais nas amostras de sedimentos do igarapé Taruma-Acu.
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Figura 15: Proporc¢des relativas de esterdis nos sedimentos superficiais do igarapé Taruma-
Acu.

Podemos observar na Figura 15 que o colesterol e o estigmasterol apresentam
as maiores porcentagens em relacdo aos esterodis totais quantificados em todas as
amostras do igarapé Taruma-Acu. O esterol fecal coprostanol apresentou proporcao
relativa de 0 a 7 % (m/m), sendo que as amostras T1, T7 e T9 apresentaram valores
maiores que 5%, indicativo de contaminacdo por esgoto domestico. Estes resultados
revelam que as fontes biogénicas sdo os principais contribuintes da MO sedimentar
do igarapé Taruma-Acu, embora a fonte antropogénica devido a entrada de esgoto
doméstico seja importante em alguns pontos.

A Tabela 12 apresenta os indices diagndsticos associados as concentragfes
de coprostanol que auxiliam na avaliacdo da contaminagdo por esgoto doméstico no

igarapé Taruma-Acu.
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Tabela 12: indices diagnosticos para amostras de sedimentos do igarapé Taruma-Agu.

z0es cop)/ cop/ cop/ e-cop/

Amostr (cop+colestanol) colestanol colesterol cop
Tl 0,6 15 0,1 0,5
T2 0,5 1,0 0,1 0,6
T3 0,3 0,5 0,1 0,8
T4 0,4 0,8 0,1 0,7
T5 0,5 1,2 0,05 11
T6 0,4 0,8 0,1 0,5
T7 0,4 0,6 0.4 0,3
T8 - - - -
T9 0,7 2,3 0,4 0,2
T10 - - - -
T11 0,4 0,8 0,05 0,9

A maioria das amostras de sedimentos do igarapé Taruma-Acu apresentou o
indice cop/(cop + colestanol) igual ou maior que 0,3, sendo este valor considerado
por alguns autores como indicativo de inicio de contaminacdo por esgoto doméstico.
O indice cop/colestanol proximo a 1 para varias amostras indica que os isbmeros
natural e fecal estdo presentes em concentracdes similares, situacdo encontrada em
ambientes que apresentam aporte de esgoto domeéstico. Por outro lado, o indice
cop/colesterol apresentou valores maiores que 0,2 apenas para as amostras T7 e
T9, corroborando as concentragOes absolutas e relativa de coprostanol indicativas
de contaminacdo. As demais amostras apresentaram o indice cop/colesterol menor
que 0,2, possivelmente devido ao acentuado aporte de colesterol a partir de fontes
aquaticas que mascara a contribuicao fecal. O indice e-cop/cop variou amplamente
para as amostras de sedimento do Igarapé Taruma-Acu, apresentando valores na
faixa de 0,2 a 1,1. As amostras T3, T5 e T11 apresentaram valores maiores que 0,8,
0S quais sado indicativos de predominio de aporte de esgoto tratado, possivelmente
devido a presenca de condominios alto padrdo na regido que possuem sistema
préoprio de tratamento de esgoto. As demais amostras apresentaram valores de 0,2 a
0,8, intervalo considerado um indicativo de aporte misto, esgoto tratado e bruto
simultaneamente. Observe que as amostras que apresentaram 0s menores valores
para e-cop/cop (proximos a 0,2) sdo as mesmas que apresentaram as maiores
concentracbes absolutas e relativas de coprostanol, T7 e T9. Combinando os
resultados de concentracbes absolutas e relativas de coprostanol e os demais
indices diagndsticos, pode-se considerar o igarapé Taruma-Acu como um ambiente
gue apresenta uma contaminacdo por esgoto domeéstico de leve a moderada,

dependendo do ponto de amostragem.
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4.5 Comparacéao entre os igarapés de estudo e com outros ambientes

Apesar dos inumeros trabalhos com esterogis, ainda ndo ha um consenso em
relacdo ao nivel de coprostanol em sedimentos que seja indicativo de contaminacao
por esgoto domeéstico (TOLOSA et al., 2014). Isso é devido aos varios parametros
que influenciam o acumulo de MO, como condi¢ao climatica da regiao, vazao d’agua
do corpo aquético e teores de argila, silte e areia dos sedimentos (KILLOPS &
KILLOPS, 2005). Geralmente, valores de concentracdo de coprostanol de 10 ng.g*
em sedimentos costeiros sado considerados aceitaveis para ambientes preservados.
Valores acima de 100 ng g* sdo geralmente considerados confirmativos de
contaminagdo por esgoto e valores acima de 500 ng g™ sdo considerados um
indicativo de significativa contaminacgéo por esgoto doméstico (TOLOSA et al., 2014;
CARREIRA et al., 2011).

Diante desses valores, as concentragcdes de coprostanol observadas neste
estudo indicam contaminacdo acentuada no igarapé do Mindu e do Quarenta e
contaminacdo leve a moderada no igarapé Taruma-Acu.

O Mindu é o igarapé mais extenso na area urbana de Manaus. A bacia
hidrogréfica deste igarapé ocupa aproximadamente 1/4 do territério urbano ocupado
por cerca de 30% da populacdo (BORGES et al., 2011). Ao cruzar inUmeros bairros,
o igarapé do Mindu recebe grande quantidade de esgoto nao tratado, resultando na
grande quantidade de esterol fecal encontrado em todos os pontos de coleta. A
maior parte do igarapé do Quarenta esta localizada na zona leste de Manaus, sendo
0 segundo maior igarapé da area urbana de Manaus. O igarapé do Quarenta
atravessa bairros populosos da cidade, como Educandos, Raiz e Crespo, além
também da area industrial de Manaus (BRINGEL, 1986). Os altos niveis de esterol
fecal encontrado nas amostras de sedimento do igarapé do Quarenta tém origem em
parte dos efluentes industriais e, principalmente, do esgoto doméstico de bairros
populosos mais préoximos a regido central da cidade.

Em suma, esses igarapés manifestam-se em varios niveis de degradacgéo
ambiental produzidos ndo apenas pelo adensamento populacional, mas também
pela auséncia de uma infraestrutura urbana e de politicas publicas que possam
impedir o langcamento de lixo e melhore o sistema de rede de esgoto nos igarapés.

Caso ndo se reverta esse quadro, os niveis de degradacdo ambiental tenderédo a
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aumentar contaminando cada vez as aguas dos igarapés, lencol freatico e o solo
(ALBUQUEREQUE, 2012).

Ja o igarapé Taruma-Acu, localizado na zona oeste da cidade, se encontra ao
lado do perimetro urbano e compde um dos maiores tributarios do rio Negro na
regido. Embora as concentracbes absolutas e relativas de coprostanol observadas
para as amostras do igarapé Taruma-Acu sejam menores que aguelas observadas
para os igarapés completamente inseridos na area urbana de Manaus, elas ja
indicam inicio de contaminacdo por esgoto domeéstico. Alguns pontos do igarapé
Taruma-Acgu apresentaram epicoprostanol em concentragcées similares, ou mesmo
maiores, aquelas encontradas para coprostanol, indicando presenca de esgoto
tratado. Isso ocorre, pois no processo de tratamento de esgoto, o coprostanol é
convertido em epicoprostanol em condi¢cbes anoxicas (GRIMALT et al., 1990).
Possivelmente, o aporte de epicoprostanol é decorrente do descarte de aguas
residuais provenientes de condominios de alto padrdo da regido que dispbéem de
exclusivas estacdes de tratamento de esgoto. Esse comportamento foi observado
apenas no igarapé Taruma-Acu, sendo que o aporte de esgoto tratado nos igarapés
do Mindu e Taruma-Acu é possivelmente mascarado devido ao alto aporte de esgoto
sem tratamento.

O gréfico de dispersao tridimensional apresentado na Figura 16 ilustra a
separacdo de dois grupos de amostras de acordo com os indices cop/ (cop+

colestanol), cop/ colesterol e e-cop/cop.
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Figura 16: Grafico de disperséo tridimensional construido com base nos indices coprostanol /
(coprostanol + colestanol), coprostanol/colesterol e epicoprostanol/coprostanol.

A Figura 16 apresenta claramente a separacdo de dois grupos: |) todas as
amostras dos igarapés completamente inseridos na area urbana (Mindu e Quarenta)
gue apresentaram todos os parametros para serem classificadas como altamente
contaminadas por esgoto doméstico e 1) amostras do igarapé parcialmente inserido
na area urbana (Taruma-Acu) que apresentaram parametros que indicam
contaminacdo leve a moderada. Apenas a amostra T9 foi classificada, juntamente
com as amostras dos igarapés do Mindu e Quarenta, como altamente contaminada.

A comparacgéo das concentracdes de coprostanol encontradas nas amostras de
sedimentos desse estudo com as reportadas para ambientes ao redor do mundo é

apresentada na tabela 13.

Tabela 13: Comparacao dos niveis de coprostanol em amostras de sedimentos de
diversos ambientes.

Local Concentracgao de Referéncia

coprostanol (ng g™)

Complexo Estuarino-Lagunar de 10-44 BATAGLION et al. (2016)

Cananéia-lguape (Brasil)
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Complexo Delta do Niger (Nigéria) 6,38-45,53 SOJINU et al. (2012)

Estuario do Rio Séo Francisco 10-101 FRENA et al. (2016)

Igarapé Taruma-Acgu 5,0-141 Este estudo

Rio Langat (Malasia) 2,8-420 ADNAN et al. (2012)

Peninsula do lucata (México) 0,3-2396 CABRERA et al. (2014)

Baia de Santa Moénica (EUA) 500 — 5100 VENKATESAN & KAPLAN
(1990)

Mar Negro, (Russia) 1-5400 READMAN et al. (2005)

Baia de Cienfuegos (Cuba) 10-5400 TOLOSA et al. (2014)

Igarapé do Mindu 600-6112 Este estudo

Rio Capibaribe 519 — 7315 FERNANDES et al. (1999)

Rio Mississippi (EUA) 100-7500 WRITER et al. (1995)

Sistema Estuarino de Itajai-Agu 4 — 8930 FRENA et al (2016)

Rio Siak (Indonésia) 50-10530 LIEBEZEIT & WOSTMANN
(2010)

Porto de Boston (EUA) 6200 a 12000 EGANHOUSE &

SHERBLOM (2001)

Igarapé do Quarenta 509-12829 Este estudo

Baia de Guanabara 330 — 40000 CARREIRA et al. (2004)

Baia de Narragansett (EUA) 130 — 39300 LE BLANC et al. (1992)

Rio de Formosa (Portugal) 100 — 41800 MUDGE & BEBIANNO
(1997)

Lagoa de Veneza (Italia) 40 — 44000 FATTORE et al. (1996)

Rio Kaoping (Taiwan) 1000-58000 JENG & HAN (1996)

Rio de la Plata (Argentina) 590-70800 SPERANZA et al. (2018)

Comparando com outros ambientes brasileiros, as concentracdes de
coprostanol determinadas neste estudo sdo geralmente muito maiores que as
relatadas para o Estuario do Rio Sdo Francisco e Complexo Estuarino-Lagunar de
Cananéia-lguape, mas sao comparaveis aquelas encontradas para o Sistema
Estuarino de Itajai-Acu e Rio Capibaribe, e pouco menores que as encontradas para
a altamente contaminada Baia de Guanabara. Comparando com ambientes ao redor
do mundo, as concentragfes de coprostanol determinadas neste estudo séo, de
forma geral, muito maiores que aquelas relatadas para o Rio Langat (Malasia),
Complexo Delta do Niger (Nigéria), Peninsula do lucatad (México), mas comparaveis
aguelas encontradas para o Mar Negro em Sochi, (Russia), Porto de Boston (EUA),
Rio Mississippi (EUA), Baia de Cienfuegos (Cuba) e Rio Siak (Indonésia).
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Entretanto, elas sdo pouco menores que as encontradas para areas altamente
contaminadas, como Rio de la Plata (Argentina), Baia de Narragansett (EUA), Baia
de Santa Monica (EUA), Lagoa de Veneza (Italia), Rio de Formosa (Portugal) e para

o Rio Kaoping (Taiwan).

5. CONCLUSAO

A ampla distribuicdo de esterGis nas amostras sedimentares representou
diversas fontes de MO para o ambiente de estudo, incluindo plantas terrestres, algas
e esgoto domeéstico. Os resultados deste trabalho mostram uma contaminacdo
acentuada por esgoto doméstico ndo tratado nos igarapés do Mindu e Quarenta, os
quais atravessam a area urbana de Manaus, e uma contaminacédo leve a moderada
no igarapé Taruma-Acu.

Apesar de alguns trabalhos reportarem a contaminacdo dos corpos aquaticos
de Manaus, este trabalho representa o primeiro estudo na regido a utilizar esteréis
para avaliar os niveis de contaminacdo de igarapés por esgoto doméstico. Os
resultados obtidos neste estudo forneceram informacdes Uteis para acessar 0S
niveis de esterdis biomarcadores e as fontes desses compostos nos igarapés do
Mindu, Quarenta e Taruma-Acu. Podendo, assim, contribuir para futuras pesquisas
relacionadas a melhorias dos igarapés de Manaus através de politicas ambientais
capazes de propor a minimizacdo dos niveis de contaminacdo pelo despejo de

esgoto doméstico nao tratado.
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APENDICE

Apéndice |. Cromatogramas representativos, obtidos por LC-MS/MS para uma mistura de
todos os analitos, apresentando as transi¢cdes de quantificacdo e confirmacgao para os esterois
de interesse.
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