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RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial de bioacumulagcdo de poluentes emergentes e
inorganicos em diferentes componentes ecossistémicos no estuario do Rio Mamanguape-PB,
Brasil, o qual faz parte de Area de Protecdo Ambiental. As matrizes ambientais estudadas
foram: &gua, sedimento enos orgnaismos Anomalocardia flexuosa Linnaeus, 1767;
Crassostrea rhizophorae Guilding, 1828; Mugil curema Valenciennes, 1836 e Litopenaeus
schmitti Burkenroad, 1936. As coletas foram realizadas durante dois periodos sazonais em
dezembro de 2017 (estiagem) e junho de 2018 (chuvoso), de montante (rio) até a jusante
(mar), em nove sites ao longo de trés Zonas. O presente trabalho foi escrito na forma de
capitulos, o primeiro capitulo € a introducgéo, o segundo ¢ o refencial tedrico. O terceiro trata
da identificacdo de compostos de desregulacdo de sistema enddcrino (CDES), o quarto é sobre
poluentes emergentes em diferentes matrizes ambientais em periodos sazonais (estiagem e
chuvoso) e o quinto capitulo aborda a concentracdo de poluentes inorgénicos (metais). Os
resultados do terceiro capitulo mostram que os CDEs encontrados foram: o Dibutil ftalato
(DBP), Diisobutil ftalato (DIBP), Bis (2-etilhexil) ftalato (BEHP) e 2,4-Ditert-butilfenol. Os
resultados do quarto capitulo mostram que foram identificados 62 poluentes emergentes
distribuidos pelas matrizes ambientais durante os dois periodos amostrais. As substancias
identificadas sdo utilizadas para diversos fins como: agentes de produtos industriais (API)
53,23%, farmacos 24,19%, agrotoxicos 16,23 % e produtos de cuidado pessoal (PCP) 6,45%.
Durante os dois periodos houve diferenca significativa (o< 0,05) para a agua e o sedimento.
No entanto, 0 mesmo comportamento ndo foi encontrado para os organismos estudados.A
maior diversidade de poluentes foi encontrada nos organismos, sendo o A. flexuosa com
16,13% (estiagem) e 20, 97% (chuvoso) seguido do M. curema para o periodo chuvoso
19,35%. O 1 Dodecano, 1-decanol, 2,4-di-tert-Butilfenol, Acido 9-Octadecendico (Z) - éster
metilico, Efedrina, Etanol, 2-butoxi-, Ftalano, Hexadecano, p-cloroanilina foram as
substancias com maior representatividade de ocorréncia entre as matrizes analisadas. Os
resultados do quinto capitulo mostram que os poluentes inorganicos (metais) encontrados nos
sedimentos e nos organismos foram: Al, As, Cd, Cr, Hg, Sr, Ni, Pb e Zn. As concentrag¢des de
metais no sedimento foram diferentes significativamente de acordo com os periodos
(estiagem/chuvoso). No sedimento, as concentracdes maximas de As (9 mg/kg), Cr (513
mg/kg) e Ni (33,8 mg/kg) durante o periodo de estiagem, estavam acima dos limites para
valores estimados por agéncias internacionais e As (9 mg/kg) e Hg (0,13 mg/kg) também
ficaram acima dos limites para o periodo chuvoso. A ostra de mangue C. rhizophorae teve a
maior concentracdo de metais (868,1 mg/kg) quando comparado as outras espécies. A.
flexuosa, C. rhizophorae, L. schmitti e M. curema tiveram as concentragdes de As, Cd, Cr,
Hg, Sr, Ni e Zn acima dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira e internacional para
consumo humano. Os poluentes encontrados no presente estudo ainda necessitam de estudos
mais aprofundados, no que se refere a elucidacdo de comportamento no corpo hidrico, uma
vez que, eles possuem caracteristicas de alta persisténcia, sendo na sua maioria toxicos para as
espécies aquaticas.

Palavras chave: poluentes emergentes, metais, organismos, sedimento, gua.



Environmental Pollutants in Different Matrices in the Environmental Protection Area of
the Mamanguape River Estuary — PB, Brazil

ABSTRACT

The present study aimed to understand the potential of the bioaccumulation of organic and inorganic
pollutants in different ecosystem components in the Mamanguape River estuary, located in the state of
Paraiba, Brazil, which is part of an Environmental Protected Area. The environmental matrices studied
were water, sediment and secondary trophic level Anomalocardia flexuosa Linnaeus, 1767;
Crassostrea rhizophorae Guilding, 1828; Mugil curema Valenciennes, 1836 e Litopenaeus schmitti
Burkenroad, 1936. The collection of samples was performed during two seasonal periods in
December 2017 (dry season) and June 2018 (rainy season) from upstream (river) to downstream
(ocean), at nine sites across three zones. This study was structured as chapters, the first chapter is the
introduction and the second is the theoretical reference. The third chapter approaches the identification
of endocrine disrupting compounds (CDEs); the fourth is about emerging pollutants in different
environmental matrices in seasonal periods (dry and rainy). The fifth chapter approaches the
concentrations of inorganic pollutants (metals). The results of the third show that the CDEs found
were: Dibutyl phthalate (DBP), Diisobutyl phthalate (DIBP), Bis (2-ethylhexyl) phthalate (BEHP) and
2,4-Ditert-butylphenol. The results of the fourth chapter show that were identified 62 emerging
pollutants distributed through the environmental matrices during both sampling periods. The identified
substances are used in various products such as: industrial product agents (API) 53.23%,
Pharmaceuticals 24.19%, Pesticides 16.23% and Personal hygiene products (PCP) 6.45%. During both
periods (dry and rainy) there was a significant difference of a< 0.05 for the water and sediment.
However, the same was not found for organisms studied. The organisms were environmental matrix
with the greatest diversity of pollutants, with A. flexuosa demonstrating 16.13% (dry) and 20.97%
(rainy), followed by M. curema for the rainy period 19.35%. 1-dodecane, 1l-decanol, 2,4-di-tert-
Butylphenol, 9-Octadecenoic acid (Z) - methyl ester, Ephedrine, Ethanol, 2-butoxy-, Phthalan,
Hexadecane, p-chloroaniline, were the highest occurring substances in the environmental matrices
analysed. The inorganic pollutants (trace metals) found in the sediments and secondary trophic levels
were Al, As, Cr, Hg, Sr, Ni, Pb and Zn. The concentration of metals in the sediment were different
based on seasonal period (dry and rainy) with a significance value of «<0.05. Maximum
concentrations of As (9 mg/kg), Cr (513 mg/kg) and Ni (33.8 mg/kg) during the dry period, were
above the limits for values estimated by international agencies and As (9 mg/kg) and Hg (0.13 mg/kg)
values, were also above the limits for rainy periods. The mangrove oyster, C. rhizophorae, had the
highest metal concentration (868.1 mg/kg) when compared with other species. A. flexuosa, C.
rhizophorae, L. schmitti and M. curema had concentrations of As, Cd, Hg, Sr, Ni and Zn above the
limits established by legislation for human consumption. Further in-depth studies aiming to elucidate
the behavior of the pollutants found in this study in water bodies are requires, as they are highly
persistent, with the majority of them being toxic to aquatic species.

Keywords: emerging pollutants, metals, organisms, sediment, water
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

As atividades antropicas introduzem no meio ambiente algumas substancias capazes
de causar danos & salde humana e ao uso dos recursos naturais, tais substancias sdo
denominadas de poluentes ambientais. Apds serem emitidos, eles percorrem diversos
caminhos podendo chegar ao ar, ao solo e a agua (BRILHANTE, 1999; YEN et al., 2011).
Muitos destes poluentes podem ser persistentes e bioacumulativos.

Os poluentes ambientais, a exemplo dos poluentes orgéanicos, apresentam grande
potencial de bioacumulagédo, podendo ser toxico para varios organismos e também agir como
Compostos de Desregulacdo do Sistema Enddcrino (CDEs). De acordo com o International
Programme on Chemical Safety (IPCS), CDEs sdo agentes exogenos capazes de alterar a
funcdo de um sistema endocrino e, consequentemente, causar efeitos adversos em um
organismo intacto ou a sua prole (ICPS, 2002). Entretanto, ndo sdo apenas 0s poluentes
organicos que podem atuar como CDEs, os poluentes inorganicos, a expemplo dos metais,
também podem exercer essa fungcdo como CDEs (IAVICOLI; FONTANA; BERGAMASCHI,
2009).

Os poluentes organicos alteram negativamente a qualidade da &gua e as redes
alimentares aquaticas dos ecossistemas (LOHMANN et al., 2017), uma vez que o ambiente
aquatico representa um compartimento importante para o deposito de muitos POPs (MUIR e
LOHMANN, 2013), e eles podem ser transportados por processos quimicos e fisicos de
adsorcdo que sdo 0s responsaveis pelo destino aos corpos hidricos e, consequentemente, para
as zonas estuarinas e oceanicas adjacentes (CHI e AMY, 2004; LIU e LEE, 2007; CHEN;
WONG; TAM, 2009). A adsorcdo consiste em um processo importante que controla a
distribuicdo, o transporte e o destino de compostos quimicos no ambiente aquatico (YOU;
JIA; PAN, 2010). Os poluentes chegam aos estuérios através de fontes pontuais e difusas de
contaminacdo. Os sedimentos desses ecossistemas agem, frequentemente, como sumidouros
de contaminantes associados a eles que podem advir de atividades antropogénicas
(RIDGWAY e SHIMMIELD, 2002). Em estudo realizado por Flegal et al. (2007) no estuario
da Baia de Séo Francisco na California, foi observado que o ciclo biogeoquimico de muitos
poluentes organicos e inorganicos sao regulados por sua afinidade com o sedimento.

Na América do Sul, os conhecimentos sobre quem sdo 0s poluentes que estdo
presentes nos corpos aquaticos, a exemplo dos estuarios, sdo escassos e, portanto, torna-se

imprensidivel a obtencdo de informacgdes sobre como esses contaminantes estdo distribuidos
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em diferentes matrizes ambientais. Os poluentes ambientais podem ser bioacumulados e
biomagnificados. Estas substancias sdo absorvidas por pequenos organismos como a
macrofauna benténica (SANTANA et al., 2017) e véo se concentrando progressivamente em
direcdo ao topo da cadeia alimentar, ocasionando o processo de biomagnificagéo.

Alguns trabalhos realizados em estuarios tém apresentado niveis de contaminagao por
poluentes como agrotdxicos, farmacos e metais (WU et al., 2013; LI et al., 2017;
AKHBARIZADEH et al., 2017). Esses trabalhos também indicam que os poluentes marinhos
estdo se tornando uma preocupacdo crescente devido as consequéncias ecoldgicas. Produtos
quimicos, como pesticidas organoclorados (OCPS), podem persistir durante anos nesses
ambientes, sendo uma ameaca & salde e a vida das espécies locais e aos seres humanos,
através da bioacumulacdo e biomagnificacdo de residuos (VAN AEL et al., 2012). Dessa
forma, os impactos ambientais causados pela liberacdo de contaminantes nos diversos
ambientes naturais, principalmente naqueles de maior interagdo com popula¢des humanas, é
uma das grandes preocupac@es ecoldgicas atuais. Em virtude disso, algumas variaveis como
aguas, materiais particulados e sedimentos sdo utilizadas para avaliar esses impactos.

O estuario da Barra do Rio Mamanguape estar inserido em uma Area de Protecio
Ambiental (APA) e tem a influéncia da bacia hidrografica do Rio Mamanguape. A sua
proximidade a fontes difusas de contaminagdo, como: cultivos de cana-de-agucar e 0
desenvolvimento de atividades de carcinicultura e a grande quantidade de residuos solidos
(plasticos) que sdo deixados as margens de todo o estuario sdo motivo de preocupacéo. Pois,
as areas agricolas favorecem a contaminacdo de aguas subterraneas e superficiais, por fontes
difusas, decorrentes do uso de quantidades excessivas de fertilizantes e agrotoxicos. A
existéncia dessas fontes difusas de emissdo de poluentes pode estar contaminando, com
poluentes organicos e inorganicos, o estuario do Rio Mamanguape. Este estuario foi escolhido
para o desenvolvimento do presente estudo por apresentar um potencial econémico para a
populacdo local, pois os habitantes daquela &rea utilizam alguns recursos do estuario como
fonte de alimento e renda. Dentre os recursos utilizados, os organismos: Anomalocardia
flexuosa (Linnaeus, 1767), Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828), Litopenaeus schmitti,
Mugil curema (Valenciennes, 1836) séo consumidos e comercializados pela populacéo local.

Dessa forma, sdo varios os fatores bidticos e abidticos que podem controlar a
acumulacdo de poluentes nos organismos, como: forma de nutri¢do, idade, género, massa
corporal e condicdes fisioldgicas, assim como temperatura da agua, pH e concentracdo de
oxigénio dissolvido (KAMARUZZAMAN et al., 2010). A bioacumulacdo de POPs que

possuem caracteristicas lipofilicas ocorre quando as substancias sdo absorvidas pelos
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organismos em concentracOes mais elevadas que o ambiente circundante a biota. Desta forma,
ela ocorre, principalmente, por dois processos (VAN AEL, et al., 2012): o primeiro processo
consiste na particdo direta de produtos quimicos entre o corpo do organismo, resultando em
bioconcentracdo; o segundo processo é a particdo dietética em nivel de cadeia tréfica. Sendo
assim, estudos em nivel de cadeia tréfica sdo essenciais, pois eles fornecem informacdes de
como os poluentes estdo distribuidos ao longo da cadeia alimentar. As analises de tecidos de
animais geralmente sdo realizadas sem levar em consideracdo fatores como a classe e o
tamanho dos individuos. No entanto, analises por classes de tamanho nos organismos é um
critério importante, pois indicam em que periodo (idade) o organismo bioacumula mais um
determinado tipo de poluente.

Para a identificacdo dos poluentes organicos, diversas técnicas foram desenvolvidas, a
exemplo dos processos cromatograficos, que possibilitam uma melhor separacdo dos analitos
a serem identificados. Nesse contexto, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) consiste em um metodo analitico muito eficaz para a idenficacdo de uma
vasta quantidade de poluentes organicos, a exemplo de agrotoxicos, ftalatos, surfactantes,
aditivos e outros. No que se refere aos poluentes inorganicos, analises de espectrometria
Optica (ICP-OES) consistem em uma técnica eficaz para a identificacdo e quantificacdo de
metais.

Desta forma, conhecer o0s poluentes que estdo presentes no estuario do Rio
Mamanguape em matrizes como agua, sedimento e organismos, consiste em uma importante
fonte de informacédo para predizer a qualidade ambiental desse ecossistema e inferir se 0s
organismos encontram-se contaminados por poluentes ambientais. Os organismos escolhidos
no presente estudo é relevante, pois, eles sdo fonte de alimento e renda para a polucédo local.
Uma vez que, observada a contaminagao nesses organismos, pressupfe-se que toda a cadeia
trofica esteja contaminada. 1sso também consiste em uma importante estratégia para predi¢oes
dos possiveis impactos e riscos, sob o estuario do Rio Mamanguape, através da contaminacao

por poluentes ambientais.
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1.1 OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi identificar os poluentes ambientais em diferentes matrizes, e
quantificar as concentracdes de metais em sedimento e em organismos na area de protecdo
ambiental do estuério do Rio Mamanguape-PB, Brasil.

Objetivos especificos

o Identificar os compostos de desregulacdo do sistema enddcrino (CDESs) em diferentes
matrizes ambientais como agua, sedimento e nos organismos (Anomalocardia flexuosa,

Crassostrea rhizophorae, Mugil curema e Litopenaeus schmitti).

o Identificar a presenca de poluentes organicos em diferentes matrizes ambientais como
agua, sedimento e em organismos, em dois periodos sazonais (estiagem e chuvoso).

o Conhecer as concentracfes de poluentes inorganicos (metais) nos sedimentos e em
organismos da regido estuarina;
o Especificar em qual organismo registrou-se a maior concentragao de metais;

o Mensurar o fator de bioacumulagdo (BAF) dos metais nos organismos.

1.2 HIPOTESES
CAPITULO 3

o As matrizes ambientais agua, sedimento e organismos (Anomalocardia flexuosa,
Crassostrea rhizophorae, Mugil curema e Litopenaeus schmitti) estdo contaminados com
ftalatos e 2,4 ditert butilfenol, sendo os organismos a matriz com maior diversidade de
compostos.

CAPITULO 4

o Os agrotoxicos representam a maior fonte de poluicdo nas matrizes ambientais agua,
sedimento e organismos.

CAPITULO 5

o A matriz ambiental que apresentard a maior concentracdo de metais é o sedimento. E
0s maiores BAFs serdo encontrados nos bivalves.
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CAPITULO 2: REFERENCIAL TEORICO

2.1 POLUENTES AQUATICOS

Os poluentes ambientais estdo amplamente distribuidos em ambientes marinhos e
costeiros. Voutras et al. (2002) e Tam (2009) consideram importante as predi¢des da presenca
de compostos quimicos nos corpos aquaticos, uma vez que, os poluentes aquaticos podem ser
advindos de fontes difusas de contaminacdo. Eles constituem grupos de substancias que
podem ser de natureza organica, como 0s poluentes organicos (POs) que sdo uma série de
substancias prejuduciais aos ecossistemas, a exemplo dos agrotoxicos, ftalatos, farmacos,

surfactantes e aditivos (LI et al., 2019), e outras inorgénicas, a exemplo dos metais trago.

Agrotoxicos

Os agrotoxicos sdo usualmente chamados de pesticidas e consistem em qualquer
substancia ou mistura, destinadas a prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, como
insetos, moluscos, acaros, nematoides, ervas daninhas, ratos, etc., e também como reguladores
do crescimento e fertilizantes (US EPA, 2009). Eles sdo classificados de acordo com a
finalidade de acdo de suas substancias. Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo
substancias quimicas para fins industriais ou liberados por atividades antropogénicas, e que
possuem caracteristicas de alta persisténcia (JONES e VOOGT 1999). Segundo a Convencao
de Estocolmo sobre poluentes organicos persistentes (POPs) realizada em 22 de maio de 2001
que entrou em vigor em 17 de maio de 2004 incluem substancias, como bifenilos policlorados
(PCBs), diclordifeniltricloroetanos (DDTS), retardantes de chama bromados e certos produtos
quimicos perfluorados que sdo altamente acumulativos e podem causar danos a salde e
efeitos em peixes e ao ser humano. Essas substancias séo capazes de serem transportadas por
longas distancias, através do ar, da agua e do solo, e de se acumularem em tecidos gordurosos
dos organismos vivos, sendo toxicologicamente preocupantes a saude humana e ao meio
ambiente.

No final do século XIX e inicio do século XX, houve um grande uso de produtos
quimicos constituidos por compostos inorganicos a base de fltor, arsénio, mercurio, selénio,
chumbo, sais de cobre e zinco, 0s quais vieram a compor a primeira geracdo dos agrotoxicos

(SMITH; SECOQY, 1976). Entretanto, alguns agrotoxicos que continham esses elementos
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deixaram de ser utilizados devido a sua alta toxicidade, persisténcia e natureza bioacumulativa
(ALVES FILHO, 2002). Porém, alguns agrotéxicos ainda apresentam, em sua composicao
quimica original, compostos inorgéanicos. A toxicidade desses compostos como arsénicos e
fluoretos sdo geralmente associados as concentragdes desses elementos. Eles sdo altamente
toxicos para 0 homem, animais domesticados e plantas e podem se acumular no solo (FAO,
1992).

A segunda geracdo dos agrotoxicos foi proveniente da sintese organica. Estes
compostos organicos sdo caracterizados por ligacGes de carbono orgénico e sdo sintetizados
em laboratorio, sendo classificados em trés grupos principais: organoclorados,
organofosforados e carbamatos (FAO, 1992).

Organoclorados sdo compostos contendo cloro (Cl) e a maioria deles sdo bastante
toxicos para o ser humano. Organofosforados é um termo genérico usado para todos 0s
pesticidas que contém fdsforo, que pode ser um éster de acido fosférico ou acido fosforotioato
(FAO, 1992). Os carbamatos sdo uma classe de inseticidas estrutural e mecanicamente
semelhantes aos inseticidas organofosforados. O grupo funcional do carbamato esta presente
em muitos compostos pesticidas extremamente toxicos como Aldicarb, Carbofuran,
Fenoxicarbe, Carbaril e Fenobucarb. Esses pesticidas tem seu efeito toxico pela inativacdo
reversivel da enzima acetilcolinesterase (SILBERMAN; TAYLOR, 2018).

Em funcdo do amplo uso em areas agricolas e urbanas (CHOUDHORY et al., 2008),
0s agrotoxicos representam os produtos mais encontrados em corpos hidricos superficiais e
subterraneos do mundo (ARMAS et al., 2007). Eles compreendem uma variedade de
moléculas com distintas propriedades que lhes conferem diferentes graus de persisténcia
ambiental, mobilidade e potencial toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum
efeito enddcrino em diversos organismos (ARMAS, 2007).

A cana-de-aclcar é uma das culturas que mais se destina agrotdxicos no Brasil
(PIGNATI WA et al 2017), sendo que esta é uma das principais culturas do mundo, cultivada
em varios paises. Apesar desta difusio mundial, o Brasil, a China e a India sdo lideres no
cultivo da cana-de-acucar, correspondendo a dois tercos da producdo mundial (FAO, 2010). A
area de cana-de-agucar a ser colhida no Brasil, destinada a atividade sucroalcooleira, na safra
2018/19, devera atingir 8.613,6 mil hectares e a producdo total da cana-de-agUcar neste
periodo foi de 620,44 milhdes de toneladas (CONAB, 2019). A previsdo até 2024 é de que
37% das éareas agricolas do Brasil serdo destinadas a producdo de cana-de-agucar (CONAB,
2016), na regido Nordeste, 5,8% do uso estd concentrado, principalmente, nas areas de

agricultura irrigada, nas quais grandes quantidades de agrotoxicos sdo usadas (SPADOTTO et
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al., 2004). Do total da area plantada com cana-de-acucar no Brasil, 133,1 mil hectares
corresponderam ao estado da Paraiba e ao municipio de Mamanguape, com uma area de 8.000
hectare e uma producédo de 500.500 toneladas em 2018, segundo dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) (BRASIL, 2018).

Os agrotdxicos, depois de serem aplicados sobre o solo ou plantas, sdo submetidos a
uma série de processos, bioldgicos e ndo biolégicos, podendo os mesmos ser degradados ou
transportados através da atmosfera, dos solos, dos organismos e, particularmente, da agua.
Quando entram em contato com o solo, sdo sujeitos a processos de sor¢do. Em alguns casos,
menos de 0,1% dos agrotoxicos que sdo aplicados atingem o objetivo para o qual foram
desenvolvidos, enquanto que 99,9% tem potencial de dispersar para outros compartimentos

ambientais como os mananciais hidricos (SABIK et al, 2000).

Ftalatos

Os ftalatos sdo uma familia de substancias quimicas de ésteres de orto-ftalato, também
chamados de ésteres de acido ftalico, onde os grupos ésteres sdo ligados ao anel de benzeno
(DANISH EPA, 2013). Eles formam um grupo de produtos quimicos usados para tornar 0s
plasticos mais flexiveis e mais dificeis de quebrar. As principais propriedades fisicas e
quimicas dos ftalatos (Tabela 1) estdo relacionadas a maneira como esses poluentes podem
estar dispersos no meio ambiente, uma vez que eles sdo originados unicamente de atividades
antropicas.

Os ftalatos sdo chamados, frequentemente, de plastificantes e sdo amplamente
utilizados em plasticos de cloreto de polivinilico (IHS Markit, 2014). Alguns ftalatos sdo
usados como solventes e agentes dissolventes para outros materiais. Sdo utilizados em
centenas de produtos, como pisos vinilicos, adesivos, alimentos, produtos farmacéuticos,
plastificantes, solventes, emulsionantes, dispositivos médicos, pesticidas, detergentes, 6leos
lubrificantes, pléasticos automotivos, roupas plasticas e em produtos para cuidados pessoais
como sabonetes, xampus e esmaltes para unhas (LATINI, 2005; US EPA, 2012).

Eles podem ser perigosos quando lixiviados a partir de microplasticos para 0 meio
ambiente (LITHNER et al.,, 2009; SANTANA et al.,, 2018). Assim, a acumulacdo e a
degradacdo de residuos plésticos podem representar uma grande entrada destes compostos
quimicos nos oceanos (HERMABESSIERE et al., 2017). Devido ao seu pequeno tamanho, 0s
microplasticos podem ser ingeridos por muitos organismos marinhos (VAN
CAUWENBERGHE et al., 2015; HERMABESSIERE et al., 2017; SANTANA et al., 2018).
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Durante o processo de decomposic¢do, os microplasticos podem liberar aditivos plasticos no
ambiente aquatico. A entrada desses poluentes nos corpos aquaticos ocorre através de varias
vias como lancamento de &guas residuais, industriais e municipais, deposicdo atmosférica e
escoamento superficial.

Os seres humanos e 0s animais também estdo expostos aos ftalatos ao comerem e
beberem alimentos que estiveram em contato com recipientes e produtos que os contenham
(CDC, 2017). Por nédo estarem ligados em sua matriz (HERMABESSIERE et al., 2017), os
ésteres ftalatos sdo eluidos ao meio ambiente e estdo entre 0s mais abundantes poluentes
ambientais produzidos pelo homem (LATINI, 2005). Estas susbtancias estdo classificadas
como possivelmente carcinogénicos para humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC, 2011).

Os ftalatos tém sido motivo de preocupacao por também atuarem como Compostos de
desregulacdo do Sistema Endocrino (CDES). Mayer et al. (1972) consideram trés ftalatos, o
Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), benzilbutil ftalato (BBP) e o dibutil ftalato (DBP), como sendo
CDEs. Os ftalatos também podem explicar uma parte importante na incidéncia de doencas
metabdlicas, pois os CDEs sdo encontrados em produtos de uso diario incluindo garrafas de
plastico, brinquedos, cosméticose pesticidas. O DEHP pode chegar até o homem através da
ingestdo de alimentos contendo essa substancia (RUDEL et al., 2011), podendo causar efeitos
danosos nos seres humanos através da interferéncia na sintese, secrecdo, transporte, atividade
e eliminagdo de horménios naturais (CHEVALIER e FENICHEL, 2015).

Em testes realizados em mamiferos, o DEHP foi o ftalato que teve maior inibicdo de
producdo de testosterona, tendo afetado as células germinativas do tecido testicular de ratos
(GRAY et al., 2000). Ele é considerado o de maior toxicicidade em estudos de fertilidade
(HEINDEL et al., 1989). Por conseguinte, o Ministério do Meio Ambiente da Dinamarca, em
2012 introduziu a proibicdo nacional de quatro ftalatos, dentre eles 0 DEHP e o DPB. Essas
substancias também s&o consideradas como CDEs para 0 meio aquatico pela Unido Europeia
(UE) (DANISH EPA, 2013). Os ftalatos DEHP, DBP e DIBP ja foram descritos na literatura
como sendo poluentes de ecossistemas aquaticos, entretanto, raros sdo os trabalhos que

envolvam a biota aquatica.
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Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas dos Ftalatos
Substancia Ponto Solubilidade Log Kocagua
de ebulicéo em agua

Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) 384°C 9,64/7,06
Benzilbutil ftalato (BBP) 370°C <100 4,91/4,59
Dibutil ftalato (DBP) 340°C 1,01 4,57/4,37
Dimetil ftalato (DMP) 283,7°C 4,5x10* 1,53/1,83
Dietil ftalato (DEP) 298°C 1,2x10° 2,35/2,76
Di (n-propil) ftalato (DPrP 304°C -- 3,64
Di (n-pentil) ftalato (DPP) 342°C -- 4,85

Fonte: US EPA (1996)

Farmacos

Farmacos sdo principios ativos de medicamentos de acordo com o Ministério da
Salde, através da portaria de N° 3.916, de 30 de Outubro de 1988. Frequentemente, 0s
farmacos sdo absorvidos pelo organismo tendo os seus metabdlitos excretados através da
urina ou fezes, sendo encontrados em esgotos domésticos.

Farmacos e alguns metabolitos foram encontrados em estudos realizados por Cantwell
et al. (2018) no Estuario do Rio Hudson em New York. Os autores consideram que as
principais vias de contaminacdo desse estuario foram as descargas das aguas residuais e 0
transbordamento de esgotos naquela regido. Da mesma forma, Cunha; Aradjo e Marques
(2017) consideram que os farmacos, que sdo provenientes de aguas residuarias, passam por
processos de diluicdo quando atingem os corpos aquaticos a exemplo dos estuarios. Os
farmacos e seus metabolitos estdo presentes em estuarios de varios paises do mundo, como
Portugal (RIBEIRO et al., 2015; REIS-SANTOS et al., 2018; DA FONSECA,; ABESSA;
BEBIANNO, 2019), Franga (AMINOT et al., 2018), Brasil (PIAZZA et al., 2019), Estados
Unidos (GELSLEICHTER e SZABO 2013) e China (HUANG et al., 2015).

Mulroy (2001) considera que entre 50 e 90% dos farmacos utilizados, por um
paciente, sdo excretados inalterados, tornando-se persistentes no meio ambiente. A
persisténcia dos farmacos pode apresentar efeitos adversos nos organismos aquaticos e
terrestres. Os efeitos podem ser a resisténcia a antibiéticos e acdo como compostos de
desregulacdo do sistema enddcrino em qualquer nivel ecossistémico (BILA; DEZOTTI,
2003).
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Metais em ambientes aquaticos

Os metais também fazem parte da contaminacdo dos ecossistemas aquaticos, seja por
decomposicdo geoldgica natural ou por introducdo relacionada as atividades antropogénicas.
Desse modo, os metais podem agir como substancias toxicas, uma vez que eles ndo podem ser
destruidos e sdo altamente reativos do ponto de vista quimico. Normalmente apresentam-se
em concentragbes muito pequenas, associados a outros elementos quimicos, formando
minerais e rochas. Quando lancados na éagua, através dos residuos industriais, podem ser
absorvidos pelos tecidos animais e vegetais. Estes elementos também depositam-se no solo ou
em corpos d'agua de regides distantes, gragas & movimentacdo das massas de ar ou por
processos de lixiviacdo. Através de processos fisicos, varios compartimentos ambientais
como, por exemplo, o ar ou a agua, acabam contribuindo para a propagacao desses elementos
até o solo e sedimento, podendo interagir com os ecossistemas onde estdo envolvidos, sendo
incorporados na cadeia alimentar (CASTILHOS et al., 2005).

Desta forma, a introducdo desses elementos em ecossistemas pode ser a causa da
contaminacdo dos recursos hidricos, solos, sedimentos e biota, contribuindo para o processo
de bioacumulacdo em todos os organismos que constituem a cadeia alimentar. A presenca
desses contaminates tem sido motivo de grande preocupacdo devido a sua toxicidade,
persisténcia e natureza bioacumulativa (ZHANG et al., 2015). Levando em consideracdo a sua
persisténcia, 0s metais estdo presentes em praticamente todo o ambiente (LOVETT et al.,
2009). Os metais que podem ser classificados como elementos essenciais: sodio (Na),
potéssio (K), célcio (Ca), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), niquel (Ni) e magnésio (Mg);
elementos essenciais que séo simultaneamente micro-contaminantes: cromo (Cr), zinco (Zn),
ferro (Fe), cobalto (Co), manganés (Mn) e niquel (Ni) (SALGADO, 1996); elementos nédo
essenciais: aluminio (Al), antiménio (Sb), arsénio (As), bario (Ba), berilio (Be), bismuto (Bi),
cadmio (Cd), galio (Ga), germanio (Ge), ouro (Au), indio (In), chumbo (Pb), litio (Li),
mercurio (Hg), niquel (Ni), platina (Pt), prata (Ag), estroncio (Sr), teldrio (Te), talio (TI),
estanho (Sn), titanio (Ti), vanadio (V) e uranio (U), os quais ndo possuem funcdes bioldgicas
estabelecidas, sendo, portanto, considerados metais ndo essenciais (WANG e SHI, 2001).
Além destes, alguns elelemtos sdo considerados como micro-contaminantes ambientais a
exemplo do arsénio (As), chumbo (Pb), cddmio (Cd), mercario (Hg), aluminio (Al), titanio
(Ti), estanho (Sn) e tungsténio (W) (SALGADO, 1996). Eles ndo desempenham funcdes
nutricionais ou bioquimicas em microorganismos, plantas ou animais. Portanto, a presenca

destes metais em organismos vivos € considerada prejududicial em qualquer concentracéo.
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2.1.1 Bioacumulagéo

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos é ocasionada principalmente pela interferéncia
humana. Muitas substancias quimicas, a exemplo dos medicamentos, agrotéxicos, produtos
para higiene pessoal e outros sdo produzidas e langadas no mercado mundial constantemente.
Estes produtos, na maiora dos casos, ttm o seu destino final nos corpos aquaticos. Desta
forma, quando a fonte de poluicdo da dgua ndo é conhecida ou ndo provém de uma unica
fonte, ela é considerada como polui¢do ndo pontual, ou seja, aquela que é causada por fontes
difusas (BRIAN, 2008). Esse tipo de polui¢do é muito dificil de controlar, pois elas podem vir
de diferentes fontes, como a aplicacdo de agrotoxicos, fertilizantes, residuos industriais,
lancamentos de afluentes e outros.

Agrotdxicos, quando sdo aplicados a culturas agricolas, podem ser lixiviados,
influenciados pela textura do solo e por processos de irrigacdo e precipitacdo. Outra forma
destas substancias atingiem 0s corpos aquaticos € através do escoamento superficial. Portanto,
o0s residuos dos agrotdxicos quando atingem os corpos hidricos naturais, causam perturbacao
a flora e a fauna local (AGRAWAL; PANDEY; SHARMA, 2010).

Apos atingirem o solo e os corpos hidricos, os sedimentos sdo considerados o depdsito
final dos poluentes ambientais. Assim, 0s organismos que estéo inseridos nesses ecossistemas
sdo atingidos e toda a cadeia alimentar é perturbada (DUDAL, 1981). Poluentes ambientais
sdo acumulados nos sedimentos, assim como substancias perigosas como agrotoxicos,
surfactantes, metais e derivados do petroleo.

A bioacumulacdo de poluentes orgéanicos e inorganicos em tecidos de peixes foi
descrita no trabalho de Crane (2017), que verificou quantidades significativas para essas
substancias. Os peixes criados em aguas poluidas, tendem a acumular diversos compostos em
seus tecidos lipofilicos. Neste caso, a gordura funciona como um solvente ndo polar, que
extrai a substancia quimica da agua e esse processo pode comprometer a vida de muitos
animais aquaticos (LAI et al., 2018; CHAN e WANG, 2018) como bivalves e crustaceos, que
constituem grande parte da fauna estuarina. Os bivalves compdem a base da cadeia alimentar
e alimentam-se por filtracdo, sendo considerados bioacumuladores, permitindo a identificacdo
de potenciais fontes de poluicdo (CRUZEIRO et al., 2016).

Através da agua e dos sedimentos, numerosos poluentes ambientais chegam até as
cadeias troficas contribuindo para a bioacumulacdo e biomagnificacdo que ocorre desde 0s
microrgansimos que compdem um determinado ecossistema até niveis troficos superiores

como descrito na Figura 1.
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Figura 1. Niveis troficos de bioacumulacdo e biomagnificagao.
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Fonte: Adaptado de Davis; Masten (2016).

A bioacumulacéo é o processo em que as susbtancias quimicas sdo absorvidas pelos
organismos por todas as rotas de exposi¢cdo, como as que ocorrem normalmente no meio
ambiente, através da nutricdo ou através dos recursos existentes no meio. Portanto, a
bioacumulacéo € o resultado de todos os processos competitivos de absor¢do e de eliminacédo
quimica nos organismos. Os processos de absor¢do envolvem mecanismos de respiracdo e
nutricdo. Os processos de eliminacdo, por conseguinte, levam em consideracdo a forma de
respiracdo, a biotransformacdo metabdlica dos compostos, a sua diluicdo durante o
crescimento do organismo e a forma de excrecdo das subtancias (ARNOT; GOBAS, 2006).
Portanto, o processo de bioacumulacdo pode ocorrer em todos 0s seres vivos que compdem a
cadeia alimentar.

Consequentemente, a bioacumulacdo e biomagnificacdo tém sérias implicacdes para o
transporte dos poluentes no meio ambiente, uma vez que os compostos que sdo hidrofébicos
tendem a se acumular em meio lipofilico. Consequentemente, eles apresentam afinidade pelas
gorduras onde se acumulam (SCHNOOR, 1996). Desta forma, muitos poluentes ambientais
tendem a se ligar com o tecido adiposo dos animais e o aporte total dessas substancias
contidas nos alimentos que foram ingeridos por um determinado grupo de seres vivos ou de
um compartimento ambiental, como os sedimentos. Geralmente, 0 aumento das concentracoes

de poluentes no sedimento, a exemplo dos metais, resulta em aumento de sua concentragdo na
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biota béntica (BERVOETS’; PANIS; VERHEYEN, 1994). Para avaliar a ocorréncia de
bioacumulacdo é utilizado o Fator de Bioacumulacdo, Bioacumulation Factor (BAF),
desenvolvido por Klavins et al., (1998).

O BAF (Equacdo 1), corresponde a razdo entre a concentragdo de uma substancia no
organismo (mg/kg) e a mesma substancia no ambiente (mg/kg). A bioacumulacdo é positiva
quando as concentracGes de metais no organismo Sdo maiores que as concentragcbes no meio
circundante. Entdo, para valores > 1, a bioacumulagdo é considerada. Este parametro para
estimativas de bioacumulacdo foi amplamente utilizado em varios trabalhos (REZVANI;
ZAEFARIAN, 2011; ZHANG et al, 2015; SINGH et al, 2014;
MOHAMMADNABIZADEH et al.,2014; VOIGT et al., 2015; VOIGT et al., 2016; ZHANG
etal., 2016).

Concentracdo de contaminantes na biota
BAF = — - , Eq. (1)
Concentracdo de contaminantes no ambiente

2.1.2 Organismos estudados

A utilizacdo de organismos como bioindicadores de contaminagdo consiste em
importante ferramenta na predicdo da qualidade dos corpos aquaticos. Os organismos
utilizados no presente estudo foram o marisco Anomalocardia flexuosa (Figura 2a), a ostra de
mangue Crassostrea rhizophorae (Figura 2b), o peixe Mugil curema (Figura 2c) e o camaréo
Litopenaeus schmitti (Figura 2d). O estudo das espécies foi autorizado através do Ministério
do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico Mendes de Conservacdo de Biodiversidade e de
Autorizacdo do Sistema de Informacdo Sobre Biodiversidade (ICMBIio/SISBIO) #58456-
1/58456-2. A referida autorizagio obedece a Instrugdo Normativa de n°03/2014 (Anexo A).

De acordo com a portaria de N° 647, de 30 DE outubro de 2019, do Instituto Chico
Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade (ICMBIo), as espécies A. flexuosa, C. rhizophorae
e M. curema foram incluidas no plano de acdo nacional para conservacdo das especies
amecadas e de importancia socioecondmica do ecossistema manguezal (PAN Manguezal).

Moluscos como bivalves de acordo com Nascimento et al. (2018), chegam a uma taxa
de filtracdo que pode variar de 19 a 50 L de agua por hora. Para C. rhizophorae testes de
capacidade de filtracdo obtiveram valores médios de 200 a 400 L/dia (Warde, 1996). Esta
espécie € tolerante a variacGes de salinidade entre 7 a 28 UPS (NASCIMENTO, 1991),
chegando ao comprimento méximo de 10 cm (NASCIMENTO, 1983).
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O M. curema é uma espécie que possui 0 comportamento alimentar variado. Os seus
habitos alimentares se adequam de acordo com a fase do seu ciclo de vida. Desta forma, eles
sdo considerados filtradores de detritos bentdnicos, nutrindo-se de sedimento, de pequenos
invertebrados, de microalgas e de particulas de matéria organica que estejam na coluna d’agua
(HARRISON, 2002; SECKENDORFF e AZEVEDO, 2007).

O camardo L. schmitti, também conhecido como camardo branco, tem sua ocorréncia
desde o Atlantico Ocidental até as regides litoraneas do Brasil (SANTOS et al., 2008). Esta
espécie é usualmente utilizada em cultivos de carcinulculturas, sendo considerada uma das
espécies mais promissoras para a aquicultura do Brasil (BARBIERI et al., 2014). Quanto aos
hébitos alimentares sdo onivoros, alimentando-se de residuos que se depositam no sedimento
(MELO et al., 2016). Essas espécies foram utilizadas no presente estudo por fazerem parte da
dieta dos moradores locais e por serem comercializadas para outras localidades gerando uma

fonte de aliemnetacéo e renda.

Figura 2. Organismos estudados.
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2.1.3 Estuério do Rio Mamanguape

O termo estuario vem da palavra latina aestuarium, aestus (maré) + arium (lugar
para), que significa "um mangue de maré ou abertura”. Os estuarios sdo ambientes de
transicdo na diluicdo mensuravel da agua salgada do mar pelas dguas doces do rio, resultando
em um gradiente de condigdes ambientais dinamico, caracterizado por grande variabilidade na
salinidade e pela instabilidade dos seus fatores ambientais (PRITCHARD, 1967). Deste
modo, 0s estudrios estdo dentre 0s ecossistemas aquaticos que mais sofrem mudancas (US
EPA, 2002). Eles sdo receptores de substancias naturais e produtos de atividade antrépica
como agrotoxicos e metais, 0s quais podem ocasionar a degradacdo da qualidade da &gua
(MIRANDA et al, 2002).

Segundo Romao (1996), os estuarios correspondem a uma parte a jusante de um vale
fluvial, sujeita a maré e estendendo-se até o limite de influéncia da 4gua salgada. Em estuérios
h& um volume substancial de agua doce. A mistura de dgua doce e agua do mar e a fluxos
reduzidos de correntes de dgua no estuario conduzem a deposicdo de sedimentos finos, muitas
vezes formando extensa area intertidal e bancos descobertos de areia, lama ou vegetados. Os
estuarios sdo importantes, pois, fornecem um conjunto de recursos aos seus habitantes, como:
locais para atividades recreativas, estudos cientificos e beleza paisagistica. Além de agirem
como sumidouros no momento em que recebem as aguas drenadas das terras altas que
transportam sedimentos, nutrientes e poluentes (EPA, 2017). Desta forma, os estuarios
constituem um recurso natural insubstituivel que deve ser gerido com cuidado para beneficio
mUtuo de todos os que dependem deles.

Nas classificagdes propostas por Pritchard (1967) e Fairbridge (1980), o s estuarios
estdo classificados geomorfologicamente e de acordo com a salinidade. No entanto, essas
classificacGes ndo implicam em predizer a qualidade ambiental dos estuarios. Desse modo, é
importante a realizagdo quanto a classificagdo ambiental, embora essa classificacdo tenha
como ponto de partida os critérios morfodindmicos que condicionam 0S processos
bioquimicos presentes. Também devem considerar as presses antrépicas exercidas sobre 0s
estuarios e os aspectos de qualidade da agua e ecologicos (Scottish Environment Protection
Agency —US EPA 2002).

O transporte natural de sedimentos nos estuérios adivindos dos processos de erosdo em
sua bacia hidrografica pode aumentar devido as atividades como a deposicdo de residuos
municipais, atividades de agricultura, a insercdo de metais pesados, 0leos e novos poluentes

pela industria e transportes da atmosfera. A entrada de contaminantes associados ao processo


https://en.wiktionary.org/wiki/aestus#Latin
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de sedimentacdo pode encurtar a vida geoldgica e a salde bioldgica natural dos estuarios
(BRUNER DE MIRANDA et al., 2017).

Em 1639, o gedgrafo Elias Herckamam na Descricdo Geral da Capitania da Paraiba, ja
mencionava 0 estuario Mamanguape em seus escritos (HERCKMAN, 1886). O rio
Mamanguape nasce em Lagoa Salgada, que consiste em uma lagoa temporaria, situada a mais
de 500 m de altitude, no Planalto da Borborema, na divisa dos Municipios de Pocinhos, Areial
e Montadas. O Rio desce a Serra da Borborema até chegar a Alagoa Grande. A montante, o
rio é temporario, mesmo recebendo aguas de alguns riachos perenes dessa regiao, tornando-se
perene apenas em seu médio curso. No fim de seu curso, 0 Mamanguape desagua numa foz
do tipo funil entre os municipios de Rio Tinto e Marcacdo. De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatista (IBGE, 2017), a bacia hidrogarica do Rio Mamanguape €é
formada pelas cidades de Mamanguape, Rio Tinto, Tavares, S&o domingos e Marcacdo, e
possuem 8,3%, 26,6%, 25,3%, 25,4% e 23,2 % respectivamente, de esgotamento sanitario.

O estuario do Rio Mamanguape é do tipo Planicie Costeira, quanto a salinidade, é
positivo, faz parte de uma Unidade de Conservacdo e possui aproximadamente 25 km de
comprimento e esta localizado em uma area de protecdo ambiental - APA da Barra do Rio
Mamanguape. A APA da Barra do Rio Mamanguape situa-se na mesorregido da zona da mata
e esta localizada no bioma Mata Atléntica, litoral norte do estado da Paraiba, entre as
coordenadas geograficas de 6°45' a 6°50'S e 34°56' a 35°W, ficando cerca de 70 km da cidade
de Jodo Pessoa. Possui uma area de 16.400 ha, sendo ocupada por cerca de 6000 ha de
manguezal a qual representa a maior area de manguezal do estado da Paraiba. O clima da
regido é do tipo As (clima tropical) de acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger, com
temperaturas variando entre 25 e 30°C (ALVARES et al., 2013). O periodo chuvoso ocorre
entre 0os meses de fevereiro a julho e o periodo de estiagem entre 0s meses de outubro e
dezembro (AESA, 2017).

A APA da Barra do Rio Mamanguape foi criada através do Decreto N° 924, de 10 de
setembro de 1993, com o objetivo de disciplinar o processo de ocupagdo do territorio,
proteger a diversidade biologica e assegurar a sustentabilidade do uso dos recursos naturais,
além dos objetivos especificos de garantir a conservacdo do habitat do Peixe-Boi Marinho
(Trichechus manatus); garantir a conservagao de expressivos remanescentes de manguezal, de
mata atlantica e dos recursos hidricos ali existentes; proteger o Peixe-Boi Marinho (T.
manatus) e outras espécies ameacadas de extingdo no ambito regional; melhorar a qualidade
de vida das popula¢es residentes, mediante orientacédo e disciplina das atividades econdmicas

locais e fomentar o turismo ecoldgico e a educacdo ambiental.
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Esta APA possui grande valor do ponto de vista ecoldgico, devido a sua produtividade
e diversidade bioldgica. O estuario também apresenta grande beleza paisagistica, sendo opcao
de lazer para muitos turistas, aléem de desempenhar importante papel socioeconémico

(ROCHA et al., 2012) como provedor de alimentos e renda para a comunidade local.

2.1.4 Técnicas de preparo de amostras para extracdo de poluentes organicos em diferentes

matrizes ambientais

Na maioria das vezes, a determinacdo de residuos de poluentes orgénicos, devido as
concentrag0es dos analitos serem geralmente muito baixas e apresentarem propriedades
quimicas distintas, bem como a complexidade das matrizes, faz com que ocorra a necessidade
de uma etapa previa de preparo da amostra (PRESTES et al., 2009). A etapa de preparo de
amostra consiste, principalmente, em promover a extragdo e o enriquecimento dos analitos e a
remocao, tanto quanto possivel, dos interferentes. Os passos tipicos na etapa do preparo de
amostra incluem amostragem, homogeneizacdo, extracdo, limpeza do extrato (clean-up) e
concentracdo antes da determinacdo. Portanto, o preparo de amostras € uma etapa crucial e

determinante dentro de todo o processo analitico.

2.1.4.1 Extracdo em fase solida (SPE) em matrizes aquosas

A SPE consiste em uma técnica pré—cromatografica de preparo de amostra introduzida
em meados de 1970 (LANCAS, 2004). Os procedimentos de extracdo em fase sélida contém
quatro etapas: o condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forcas
do solvente de eluicdo com o solvente da amostra; a introducdo da amostra, quando ocorre a
retencdo do analito e as vezes de alguns interferentes; a limpeza da coluna para retirar o0s
interferentes menos retidos que o analito, etapa esta conhecida como lavagem com solvente
ou clean-up e eluicdo do analito (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001), sendo uma técnica
muito empregada para pré-concentracdo de agrotéxicos. Chiarello et al. (2017) utilizaram a
SPE em andlises de residuos de agrotdxicos em matrizes aquosas. A técnica SPE € um
exemplo de técnica de preparo de amostra que visa a extragdo exaustiva dos analitos
(CALDAS et al., 2011).
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2.1.4.2 Extracdo em fase sélida dispersiva em matrizes sélidas

Véarios metodos foram desenvolvidos ao longo do tempo buscando melhorar a
extracdo da maior quantidade possivel de analitos. Dentre 0os métodos de extracdo utilizados
em matrizes sélidas, encontram-se 0 método multiresiduo proposto por Mills et al. (1963), o
Método de Luke (LUKE et al., 1975), o Mini-Luke (LUKE et al., 1981), a extracao por fluido
supercritico (Supercritical Fluid Extraction, SFE) (YONKER e SMITH, 1989), dispersédo da
matriz em fase sdlida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) (BARKER; LONG; SHORT,
1989), a microextracdo em fase sélida (Solid Phase Micro Extraction, SPME) (ARTHUR e
PAWLISZYN, 1990), a extracdo assistida por micro-ondas (Microwave Assisted Extraction,
MAE) (US EPA, 1994), a extracdo sortiva em barra magnética (Stir Bar Sorptive Extraction,
SBSE) (BALTUSSEN et al., 1999), a extracdo acelerada por solventes (Pressurized Liquid
Extraction, PLE) (BENTHIN e HAMBURGER, 1999) e o método QUEChERS
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Dentre 0os métodos mencionados, o0 método QUEChERS tem sido utilizado,
atualmente, como definidos pelas iniciais dos adjetivos que o caracterizam: “Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe, envolve uma extracdo em fase sélida dispersiva em
diferentes matrizes ambientais como peixes (RAGNAR et al., 2011), bivalves (CRUZEIRO et
al., 201), agua e sedimento (CHIARELLO et al., 2017) e em animais benténicos (BERLIOZ-
BARBIER et al., 2015).

Esse método foi desenvolvido por Anastassiades et al. (2003) para a extracdo de
residuos de pesticidas em alimentos e foi caracterizado por ser um método simples, rapido e
pouco dispendioso, comparativamente aos métodos mais classicos. O QUEChERS para
preparacdo de amostras é caracterizado por utilizar um solvente polar, acetonitrilo, seguido
por uma extracdo em fase sélida dispersiva (d SPE) (LEHOTAY et al, 2007; 2005a; 2005b).

O método consiste em trés formas, 0 QUEChERS original e as suas modificacGes, que
consistem no QUEChERS acetato (LEHOTAY et al., 2005) e o QUEChERS citrato
(ANASTASSIADES et al., 2007) (Figura 3). Estes dois ultimos métodos foram considerados
por serem 0s métodos adotados para a determinacédo de residuos de agrotoxicos em alimentos,
como metodos de referéncia pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e pela
European Committee for Standarisation. Entre outras vantagens, esse método é répido, facil,
econémico, efetivo, robusto e seguro, além de explorar as possibilidades oferecidas pela

instrumentacdo analitica moderna. Desta forma, o método QUEChERS foi idealizado para
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gerar extratos que pudessem ser analisados por Cromatografia Liquida e/ou Cromatografia

Gasosa acopladas a Espectrometria de Massas em Série (CG-EM e CL-EM) neste estudo.

Figura 3. Fluxograma do método QUEChERS original, e modificaces acetato e citrato
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2.1.5 Determinacéo de Poluentes Organicos por CG/EM

A cromatografia gasosa (Gas Chromatography, GC) possui diferentes métodos de
separacdo: gasosa, liquida e com fluidos supercriticos. Paschoal et al. (2008) destacam a
cromatografia gasosa (GC) pela sua capacidade de andlise quantitativa e qualitativa. Assim,
essa cromatografia representa 0 mais relevante conjunto de técnicas analiticas disponiveis no
momento para andlise de substdncias quimicas nos mais diferentes ambientes. A
cromatografia pertence ao grupo de técnicas de separacdo, porém, com frequéncia, ela precisa
recorrer a outras técnicas, principalmente espectroscépicas, como a Espectrometria de massas
(Mass Spectrometry, MS), para identificacdo de analitos separados pela técnica.

Assim, a analise cromatografica de uma amostra que contenha substancias quimicas,
em geral, envolve etapas de preparacdo da amostra, cromatografia e identificacéo, a fim de
garantir a qualidade necessaria dos resultados analiticos. Segundo Michel e Buszwenski
(2004), um metodo para ser considerado apropriado para analise de uma grande quantidade de
agrotoxico deve apresentar algumas condi¢fes como sensibilidade, seletividade, exatiddo e

preciséo, permitindo entdo uma ampla identificacéo e quantificagdo de diferentes analitos em
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diferentes matrizes. Para isso, a validacdo do método cromatografico e a otimizacdo do
método de extracdo sdo necessarios para garantir a credibilidade dos procedimentos
selecionados, podendo gerar resultados confiaveis e apropriados. O estudo dos niveis dos
contaminantes organicos, especialmente, em agrotoxicos no meio ambiente, no geral, envolve

protocolos com trés a quatro etapas principais (Figura 4).

Figura 4. Etapas para analise de poluentes organicos em
diferentes matrizes ambientais
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2.2. TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE METAIS

Muitos s@o os avangos tecnoldgicos na busca por informagdes cada vez mais precisas
a respeito da determinacdo de elementos quimicos. As técnicas mais empregadas para
determinacdo de metais envolvem a Espectrometira de Absorcdo Atdmica (EAA);
Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente, Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) e Espectrometria de Massa por Plasma
Acoplado Indutivamente, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS). Estas
tecnologias estdo aptas a determinarem elementos quimicos em baixa concentracdo, devido a
alta sensibilidade e adequada exatidao e precisdo dos resultados (ABREU JUNIOR et al.,
2009).

A capacidade de identificacdo e quantificacdo multi-isotopica dos elementos quimicos,
nas mais variadas matrizes, confere uma importancia peculiar a técnica por ICP-MS em
estudos ambientais. Esta técnica possui grande sensibilidade, podendo detectar elementos

quimicos no nivel de ng . L™ em amostras liquidas ou de pg . kg™ em amostras sélidas, além
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de conseguir separar espéecies quimicas na presenca de matrizes complexas, como a agua do
mar. Esta técnica pode determinar mais de 60 elementos em matrizes diversas. A
espectrometria de massas consiste em uma técnica analitica instrumental que permite registrar
a abundancia ibnica em funcdo da massa e carga (m/z) de cada analito de interesse. Sendo
assim, a espectrometria de massa é baseada no movimento de uma particula carregada,
chamada ion, em um campo eletromagnético. Consequentemente, como a carga de um elétron
é conhecida, a massa corresponde a taxa de carga em uma medida da massa de um ion
(BRAMER, 1998).

Desta forma, torna-se importante o conhecimento dos poluentes ambientais presentes
em diversas matrizes ambientais. Para isto, devem ser considerados 0S processos a serem
aplicados desde a selecdo dos poluentes e da matriz a ser estudada até o conhecimento e a
pratica sobre o prepararo e as técnicas analiticas apropriadas a serem utilizadas em cada etapa

do procedimento.
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Resumo

Os Compostos de Desregulacdo do Sistema Enddcrinos (EDCs) sdo poluentes organicos que
tém atraido preocupagdes ambientais generalizadas sobre os seus efeitos negativos aos
ecossistemas marinhos e ao homem. Neste estudo, amostras de &gua, sedimento e fauna
estuarina: bivalves Anomalocardia flexuosa Linnaeus, 1767 e Crassostrea rhizophorae
Guilding, 1828, camardo Litopenaeus schmitti Burkenroad, 1936 e peixe Mugil curema
Valenciennes, 1836, foram coletadas em um estuario tropical para avaliar a extensdo de sua
contaminacdo com dois grupos de desruptores enddcrinos: ftalatos e 2,4-Di-tert-butilfenol
(2,4-DTBP). Nove locais, distribuidos em trés Zonas amostrais de acordo com o gradiente
salino, foram escolhidos ao longo do estuario. Os resultados mostram a presenca dos ftalatos
Dibutil ftalato (DBP), Diisobutil ftalato (DIBP), Bis (2-etilhexil) ftalato (BEHP) e 2,4-Ditert-
butilfenol. O DBP foi encontrado na agua das trés Zonas amostrais, € no sedimento da
segunda Zona, bem como no peixe (M. curema) na maior classe de tamanho. O DIBP foi
encontrado na dgua da segunda Zona e no camarao (L. schmitti). O DEHP foi identificado na
agua na primeira Zona e no sedimento da primeira e segunda Zona, sendo nesta também
encontrado nos organismos e A. flexuosa, L. schmitti e M. curema. O 2,4- DTBP foi
encontrado no sedimento de todas as Zonas e em todas as classes de tamanho de todos 0s
organismos. A presenca desses poluentes confirma a sua transferéncia na cadeia tréfica de
organismos estuarinos mesmo em uma area de reserva. O que pode estar relacionado com o
processo de dispersao desses poluentes nos ecossistemas aquaticos.

Palavras chave: Ftalatos, 2, 4- DTBP, bioacumulacdo, QUEChERS, Cromatografia gasosa,
Espectrometria de massa
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3.1 Introducéo

Existe um grupo de substdncias quimicas presentes no meio ambiente que podem
interferir no sistema endocrino de humanos e outros animais, podendo afetar a saude, o
crescimento e a reproducdo dos individuos. Essas substancias sdo conhecidas como
compostos de desregulacdo do sistema endocrino (EDCs). De acordo com a Unido Européia
(UE, 2001), os EDCs podem danificar diretamente um 6rgdo enddcrino, alterando a sua
funcdo através da interagdo com um receptor de horménios ou alterando o metabolismo
hormonal dos érgdos do sistema enddcrino (Flint et al., 2012). Assim, os EDCs podem ser
uma fonte de contaminacdo dos recursos hidricos, solos, sedimentos e biota e interferir na
salde humana. Isso € motivo de grande preocupacdo devido a toxicidade, persisténcia e
natureza bioacumulativa dessas substancias que sd@o transportadas ao longo da cadeia
alimentar.

Muitas substancias que sdo dispostas em ambientes aquaticos podem atuar como
EDCs e, na maior parte, esses produtos podem ser artificiais, a exemplo dos ftalatos,
agotdxicos, alquilfendis, polibromidos, surfactantes, difenil éster, farmacos e plasticos (Rudel
et al., 2003; Akhbarizadeh et al., 2017; Wu et al., 2013; Naidoo et al., 2015). Os EDCs podem
ser carreados por processos quimicos e fisicos de adsor¢do nos corpos hidricos (Chi e Amy,
2004; Liu e Lee, 2007; Chen et al., 2009). A adsorcdo consiste em um processo importante
que controla a distribuicdo, o transporte e o destino de compostos quimicos no ambiente
aquatico (You; Jia; Pan, 2010). Os ftalatos sdo poluentes organicos baseados na mesma
estrutura quimica geral. Nesta estratégia, o termo ftalatos é usado para se referir a ésteres de
orto-ftalato, também chamados de ésteres de acido ftalico, onde os grupos ésteres sao ligados
ao anel de benzeno (Danish EPA, 2013). Os ftalatos sdo produzidos para uso em bens
manufaturados, incluindo produtos de higiene pessoal, alimentos, produtos farmacéuticos,
plastificantes, solventes e emulsionantes, dispositivos médicos, pesticidas e produtos de
limpeza (US EPA, 2012). Entretanto, o principal uso de ftalatos € como plastificantes
(NICNAS, 2008).

Na década de 70 a presenca de ftalatos em ecossistemas aquaticos ja era considerada
como uma nova classe de poluentes marinhos (Giam et al., 1978). Estes produtos s&o

facilmente lixiviados e podem ser liberados durante o ciclo de produtos plasticos. Atualmente,
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0s pléasticos estdo presentes em varias partes dos mares e oceanos na forma de microplasticos
(Anderson et al., 2016; Ivar do Sul e Costa, 2014; Li et al., 2016; Zhu et al., 2018).

Uma possivel rota para a distribuicdo de ftalatos em ambientes marinhos pode ser
advinda da entrada de plasticos nesses ecossistemas, principalmente a partir de fontes
terrestres e, muitas vezes, através de estuarios. Os motivos para que esses poluentes estejam
presentes em estuarios ainda ndo estdo bem explicados, pois esses corpos hidricos podem
receber fontes difusas de poluicdo, porém, ha evidéncias de que as diversas pressoes
antrépicas, resultantes de atividades instaladas nas regides estuarinas contribuem para a
disposicdo de poluentes nesses locais (Santana et al., 2015). Desse modo, 0s microplasticos
também apresentam poluicdo por poluentes organicos (Guo e Wang, 2019), pois eles provém
da decomposicdo de plasticos e sdo considerados contaminantes emergentes, dispersos em
varios locais dos ecossistemas marinhos (Zhu et al., 2018). Portanto, a questdo relacionada a
contaminacdo e a poluicdo dos ambientes aquéaticos tem sido uma crescente preocupacao,
sendo a biota um dos compartimentos mais utilizados para monitorar o ambiente, pois
dimensiona a contaminacdo ao longo do tempo (Niencheski et al., 2016), desde que avaliada
continuamente.

A presenca de ftalatos ja foi identificada em aguas estuarinas por Fusi et al. (2016) e
no sedimento por Preston e Al-Omran (1989) e por Wen et al. (2018). No entanto, a fauna
aquatica de ambientes estuarinos também esta exposta aos EDCs, que podem estar presentes
tanto na 4gua, como no sedimento ou em pescados comercializados para consumo humano.
Estas substancias quimicas podem entrar nos corpos dos animais através da via cutanea, pelas
branquias ou pela ingestdo, podendo se acumular no tecido lipidico dos animais. Nesse caso, a
gordura funciona como um solvente ndo polar, que extrai os poluentes da agua e,
consequentemente, ira se acumular nos organismos, comprometendo a vida de muitas
espécies (Sutherland et al., 2004) Os EDCs tém sido, frequentemente, associados a
feminizacdo e ao hermafroditismo de espécies de peixes (Jobling et al., 1998; Minier et al.,
2000). Dessa forma, os impactos ambientais causados pela liberacdo de contaminantes nos
diversos ambientes naturais, principalmente naqueles de maior interacdo com populacGes
humanas, tém sido uma das grandes preocupacdes de saude-publica.

Os alquilfendis e seus derivados apresentam uma variedade de aplica¢des industriais
como a polimerizacdo em emulsdo de plastificantes e na formulacdo de pesticidas. O 2,4-
ditert-butilfenol é considerado por Rizzo et al. (2017) como um EDCs. Ele € um composto

organico alquilado solido incolor e os seus derivados sdo utilizados industrialmente como
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estabilizadores de UV e um antioxidante para produtos a base de hidrocarbonetos que véo
desde petroquimicos até plasticos (Li et al., 2012). O coeficiente de distribuicdo entre octanol
e agua € log Kow 5,13 (conjunto de dados da IUCLID 2,4-ditert-butilfenol), razdo pela qual
pode ser esperada a bioacumulacdo. Esta substancia é toxica para 0s organismos aquaticos e
pode causar efeitos nefastos em longo prazo, no ambiente aquatico (Nilsson et al., 2008). Os
ftalatos e os alquilfendis podem entrar nos ecossistemas aquaticos através de varias agdes
antropogénicas, podendo ser transferidos por diferentes matrizes ambientais como agua,
sedimento e cadeia trofica, podendo chegar até o homem (Yen et al., 2011).

O presente trabalho foi realizado no Estuario do Rio Mamanguape, localizado ao norte
do litoral brasileiro o qual faz parte de uma Area de Protecdo Ambiental (APA). Suas riquezas
naturais geram renda para populacdo local através da pesca e da comercializacdo de
crustaceos, como o camardo Litopenaeus schmitti, de bivalves, como a ostra de mangue
Crassostrea rhizophorae, Guilding, 1828, de mariscos, como a Anomalocardia flexuosa,
Linnaeus, 1767, e de peixes, como Mugil curema, Valenciennes, 1836 (Almeida e Silva,
2016). Por serem abundantes na area, estes sdo utilizados como fonte de alimento pela
populacéo local e comercializados no litoral paraibano.

Este estuadrio tem indicios de impactos por varios tipos de desenvolvimento de
atividades antrépicas, como atividades de lazer e pesca extensiva, praticas agricolas como o
cultivo de cana-de-agucar, aquicultura. Além de sofrer influéncia na bacia hidrogréafica pela
ocupacdo do solo com atividades de despejo de esgoto, industrias de papel, de
eletroeletronicos, de farmacos, metallrgicas, alimenticias e téxteis e deposicao inadequada de
residuos sélidos (Rodrigues et al., 2008). Portanto, estas podem ser algumas possiveis rotas de
entrada de poluentes organicos no estuario, pois alguns poluentes podem chegar até o corpo
hidrico por processos de lixiviacdo, tendo em vista que a acdo das chuvas podem carregar 0s
contaminantes até o estuario.

Diante do que foi exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a presenca ftalatos
e alquilfendis na &gua, no sedimento e em alguns organismos da cadeia trofica secundéria.
Considerando que ndo ha relatos de estudos sobre os ftalatos e os alquilfendis no estuario do
Rio Mamanguape, torna-se importante, do ponto da saude publica e ambiental, o
conhecimento da existéncia de EDCs, levando-se em consideracdo que esses poluentes podem
causar riscos toxicolégicos para a populacdo via ingestdo dos organismos que Sdo
provenientes do estuario. Deste modo, estas informagdes podem ser utilizadas por planos de

monitoramento dos riscos ambientais no estuario.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no estuario do rio Mamanguape localizado na costa do estado
da Paraiba, Brasil sob coordenadas 6°43°02” S e 35°67° 46” W (Figura 5), no periodo de
estiagem com 10,9 mm de precipitacdo total em dezembro de 2017 (AESA 2018). Esta regido
estuarina compreende uma area de 690 ha, a qual esta cercada por vegetacdo do tipo mangue
em todo o entorno do canal principal (Falkenberg et al., 2019). Nele esta inserida a maior area
de mangue do estado da Paraiba, porém, foi observada por (Rocha et al., 2008) que esta
vegetacdo foi sendo retirada ao longo dos anos para o cultivo de monoculturas a exemplo da

cana-de-agucar.

O estuario Mamanguape difere de outros estuarios dominados pelas tipicas marés
devido a uma linha longa de recifes que corre paralela a costa, na foz do estuério, gerando
aguas calmas e regides protegidas (Vendel et al., 2017). Entretanto, o municipio de
Mamanguape tem 27% de sua darea ocupada por plantacdes de cana-de actcar. Essas
plantagdes estdo localizadas no entorno do estudrio e ¢ composta por extensos plantios de
canaviais, substituindo areas de floresta tropical. A area também apresenta o desenvolvimento
de atividades de carcinicultura (Pessanha et al., 2015), onde ¢é criado o camardo Litopenaeus
schmitti para comercializagdo. Os tanques que sdo utilizados para criagdo desses animais sao
abastecidos com agua proveniente do estudrio e o efluente ¢ descartado dentro do préprio

estudrio.
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Figura 5. Localizacdo geografica da Area de estudo no Estuario do Rio Mamanguape,
Paraiba-Brasil com locais de amostragem ao longo das trés zonas, zona | (sites 1, 2, 3), zona
Il (sites 4, 5, 6) e zona Il (sites 7, 8, 9).

— Linha de Corais [l Mangue
I Zonas Urbanas Restinga
Il Aquicultura Agua

e Pontos de Coleta Agricultura 2

oopueRYy ouea0

35.050°wW 35.000°W 34.950°W

3.2.2 Procedimentos de amostragem e de laboratorio
3.2.2.1 Amostragem na agua

As amostras foram coletadas, em dezembro de 2017, no periodo de estiagem, em 9
sites do estudrio, distribuidos em Zona | (sites 1, 2 e 3), Zona Il (sites 4, 5 e 6) e Zona Il
(sites 7, 8 e 9), de acordo com o gradiente de salinidade 20, 25 e 35, respectivamente. Em
cada Zona foram coletadas 3L de amostras de 4gua em duplicata para identificacdo de ftalatos
e 2,4-DTBP de acordo com “Standart Methods for the Examination of Water and Wasterwater
(APHA, 2012). As coletas foram realizadas em garrafas tipos ambar, previamente
identificadas e limpas em solucdes de metanol, seguida com enxague com agua ultra pura. As
amostras foram coletadas contra a corrente, a 30 cm de profundidade.

Essas amostras, ainda em campo, foram colocadas em caixas térmicas sob condi¢des

de refrigeracdo a uma temperatura de 4°C e, posteriormente, foram encaminhadas até o
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laboratério, onde foram armazenadas a -20°C até a hora da analise. Para 0 momento da
analise, as amostras foram filtradas a vacuo em membrana de 0,45 um. Brancos de campo
foram utilizados como amostras de controle para as analises, a fim de verificar a ocorréncia de
uma possivel contaminacdo das amostras durante o preparo para amostragem, transporte e

armazenamento, até ser realizada a analise.

3.2.2.2 Amostragem no sedimento

As amostras de sedimento foram coletadas no mesmo local de coleta das amostras de
agua em maré baixa de sizigia. A coleta de sedimento foi realizada de 0-10 cm de
profundidade, utilizando o corer. Em cada site, foram coletadas cinco amostras simples,
compondo 1 kg de amostra composta, compondo um total de 18 amostras, as amostras foram
coletadas no mesmo dia. Ainda em campo, as amostras foram armazenadas e acondicionadas
em caixas térmicas sob 4°C de refrigeracéo.

Em laboratério, as amostras foram quarteadas e colocadas para secar em um local
coberto, longe da presenca de animais, onde ficaram secando ao ar livre. Para posterior
identificacdo de ftalatos e 2,4-DTBP, foram retiradas duas partes compondo 100 g as quais
seguiram para o0 processo de desmanche dos torrGes. Posteriormente, as amostras foram
maceradas e, em seguida, passadas em uma peneira de 0,063 mm para obtencdo de uma
amostra homogénea. Por fim, as amostras foram submetidas a extragdo dos analitos. As

coletas e acondicionamentos de sedimento foram de acordo com US EPA, 2001.

3.2.2.3 Amostragem em organismos

Para identificacdo de ftalatos e 2,4-DTBP, amostras de bivalves Anomalocardia
flexuosa Linnaeus, 1767 e Crassostrea rhizophorae Guilding, 1828, de peixe Mugil curema
Valenciennes, 1836 e de camardo Litopenaeus schmitti Burkenroad, 1936 foram coletadas ao
longo do estuario. Em seguida, as amostras foram acondicionadas sob refrigeracéo a 4 °C
ainda em campo e transportadas em caixas de isopor até as instalacGes laboratoriais onde
ficaram armazenadas a —20 °C. No laboréatorio, cada espécie foi preparada de acordo com as
suas caracteristicas morfofisiologicas.

Os bivalves foram abertos com a utilizacdo de uma espatula de aco inoxidavel. Para C.
rhizophorae foram utilizados 40 exemplares de 6 a 10 cm de comprimento. A caracterizacao
morfoldgica de alguns espécimes foi realizada através do pardmetro morfométrico. Dados
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morfométricos sdo bons indicadores na avaliacdo da capacidade de bioacumulagao ao longo
do desenvolvimento das especies. A espécie A. flexuosa foi classificada por classes de largura
das valvas, que compreenderam de 1,0 a 2,0 cm (n=120); 2,1 a 2,4 cm (n=120) e > 2,41 cm
(n=120).

As amostras de camardo L. schmitti também foram divididas em camardo completo
(com exoesqueleto e cefalotérax), camardo com exoesqueleto e sem cefalotérax e camarao
sem cefalotorax e sem exoesqueleto, sendo que estes foram adquiridos de um dos viveiros que
se encontra no estuario. Os peixes foram adquiridos junto aos pescadores locais, 0s quais
realizaram a sua captura por intermédio do uso de redes de pesca. Eles foram compreendidos
em peixes pequenos, medios e grandes, medindo <16, 17-27 e 28-33 cm, respectivamente. Os
peixes foram filetados e retirados apenas o figado, as branquias e o tecido muscular do
animal. Para cada classe de tamanho de peixe foram retirados 800 g de amostra. O presente
estudo obteve a licenga para o desenvolvimento da pesquisa e coleta das amostras por meio da
autorizacédo por licenga permanente do Ministério do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico
Mendes de Conservacao de Biodiversidade e de Autorizacédo do Sistema de Informacao Sobre
Biodiversidade (ICMBIio/SISBIO) # 58456-1/58456-2. A referida autorizacdo obedece a
Instrucdo Normativa de n°03/2014.

3.2.3 Técnicas pré-cromatogréaficas

3.2.3.1 Extracdo em fase sélida (SPE) para o preparo de amostras de agua

Antes da extracdo dos analitos por Extracdo em Fase Sélida (SPE), as amostras foram
passadas em filtros com membrana de acetato de celulose de 0,45 um com a finalidade de
remover as particulas em suspensao. Apds esta etapa prévia os procedimentos de extracdo em
fase solida foram realizados através do condicionamento do sorvente, com solvente adequado,
neste caso, o solvente utilizado foi o Metanol; a introdu¢do da amostra com uma vazao de 2
mL/min em um sistema manifold com capacidade para 12 cartuchos acoplados a uma bomba
de vacuo modelo SAS5JXHTP-4698 CAT. Os analitos contidos na matriz aquosa foram
retidos apos passarem por um Cartucho C18 da marca VertiPakTM® de 500 mg/6mL,
tamanho de particula de 50 pm e tamanho de poro de 60 A. Realizou-se uma etapa de limpeza
para retirar os interferentes menos retidos que o analito, etapa esta conhecida como lavagem
com solvente ou clean up (Barrionuevo e Lacgas, 2001). Por altimo foi realizada a eluicdo dos

analitos contidos na matriz com o solvente organico Metanol grau HPLC.
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3.2.3.2 QUECHERS para o preparo de amostras de sedimento e em organismos

O processo de extracdo dos agrotoxicos no sedimento e em niveis tréficos foi baseado
no método QUEChERS (Anastassiades et al., 2003). Os reagentes que foram utilizados para a
fase clean up do método QUEChERS foram adquiridos da Agilent (Part Number 5982-5122)
(Figura 6). Esse método para preparacdo de amostra é caracterizado por utilizar o solvente
polar acetonitrilo seguido por uma extracdo em fase solida dispersiva (d SPE) (Lehotay et al.,
2005). Para o presente trabalho, o método QUEChERS foi escolhido por ser um método
oficial utilizado pela AOAC 2007 e pela Unido Europeia 2008.

Figura 6. Método QUEChERS utilizado para preparo das amostras de sedimento e em
organismos.

QUEChERS Acetato
15¢g
Amostra +
Acetonitrila+ Acido acético
Fase de Extracdo —
bg MgS0.
+ 1 min agitagado
1,5 g CH;COONa 2 min
. e =D centrifugagao
150 mg MgS0s (2772,3 g)
Fase Clean up — 50 mg PSA
50 mg C18 1 min agitagdo
- - e - 2 min
centrifugacdo
Chromatographic Analysis (2772,3 g)
(GC/sM)

3.2.4 Método analitico

Para cada conjunto de amostras foi realizado um branco com as mesmas condicdes de
todos os processos analiticos em condic¢des idénticas para todas as amostras. As analises se
sucederam em triplicatas para a identificagdo dos poluentes organicos presentes nas matrizes

ambientais; agua, sedimento e em organismos. As analises foram realizadas em um
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Cromatografo Gasoso (GC) (Thermo Scientific, TRACE 1300) acoplado a um Espectrdmetro
de Massas (MS) com analisador quadrupolos (Thermo Scientific ISQ-QD).

A separacdo cromatogréafica foi realizada com a coluna HP-5MS de silica fundida,
(30 mx0,25 mmx0,25 um) da Varian Technlogies (EZ- Guard columns). A temperatura da
coluna foi programada em um tempo de retencéo de 45 min, usando rampas de 65°C com um
equilibrio inicial de tempo de 2 min, 20°C/min até 180°C, e de 5°C/min até 280°C por

20 min. O gés de arraste utilizado foi 0 gas Hélio, com 99,99997% de pureza, com um fluxo

constante de 1 ml'min”'. A temperatura da porta do injetor foi ajustada a 250°C e ambos o0s
recursos dos ions e a linha de transferéncia foram ajustados a 280°C. O volume injetado de
amostra foi de 1 ul no modo splitless. A deteccdo foi realizada por um detector seletivo de
massas equipado com uma fonte de impacto de elétrons a 70 V. A separacdo em CG foi
alcancada pela avaliacdo de direferentes rangers de temperatura e condi¢des de injecéo
usando o modo full-scan. A faixa de varredura de m/z foi de 50-500, com um tempo de corte
do solvente igual a 5 min. Os espectros de massa foram comparados com 0s compostos de
referéncia da biblioteca NIST e a similaridade adotada para a selecdo dos poluentes foi a
partir de 50%.

3.3. Resultados e Discussao
3.3.1 Substancias identificadas no estuario do Rio Mamanguape

Os compostos alvos foram identificados a partir do tempo de retencdo e pelo
monitoramento dos ions principais obtidos durante o padrdo de verificacdo completa (Tabela
2). Os fragmentos 149, 167 e 279 correspondem a CgHsOs', CgH;04 e Cis H304",
respectivamente, que sdo comumente observados em ftalatos (CHEN, CHING YUAN et al.,
2004).
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Tabela 2. Condigdes de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) e
ions monitorados (m/z) para os EDCs.

Tempo

\Y|
de retencao Substancias Formula A5
. molecular
(min)
8,77 2.,4-ditert-butilfenol Ci14H»,0 206 57,91,191,206 96-76-4
I 104,149
24,31 Dibutil ftalato CsH»,0, 278 84-74-2
71,76, 104,149,167

24,31 Diisobutil ftalato C16H204 278 5 84-69-5
31,89  Bis (2-cthilhexil) ftalato  Cp4Hs30, 390 ’ 117-81-7

73,149,167,113,279

CAS: Chemical Abstracts Service
m/z: massa/carga

O 2,4-ditert-butilfenol (2,4-DTBP) foi identificado em todas as amostras, exceto na
agua; o Bis (2-ethilhexil) ftalato (DEHP) foi encontrado na agua (Zona 1), no sedimento
(Zonas 1 e 1), no A. flexuosa (classe 1,0 — 2,0 cm), (classe 2,1 — 2,4), e (classe 2,4 <), no L.
schmitti com exoesqueleto e cefalotérax (camardo completo) e no M. curema (28 — 33 cm).
O Dibutil ftalato (DBP) surgiu em todas as Zonas das amostras de agua (Zona I, sites 2 e 3;
Zona ll, ponto 6; Zona Ill, sites 7, 8 e 9), sendo também encontrado no sedimento (Zona I,
ponto 6) e no peixe M. curema. A presenca do Diisobutil ftalato (DIBP) foi observada na agua
(Zona 11, sites 4 e 5) e no L. schmitti com exoesqueleto e cefalotérax. Deste modo, foi
possivel observar um padrdo de distribuicdo generalizados desses poluentes nas matrizes

ambientais: agua, sedimento e organismo do ecossistema estuarino (Tabela 3).
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Tabela 3- Compostos de desregulacdo do sistema enddcrino encontrados na agua,
sedimento e em organismos composto por Anomalocardia flexuosa Linnaeus, 1767,
Crassostrea rhizophorae Guilding, 1828, Litopenaeus schmitti, Mugil curema
Valenciennes, 1836.

Substancias

Matrizes
ambientais

Dibutil Diisobutil Bis (2-ethilhexil) 2,4-ditert-
ftalato ftalato ftalato butilfenol

(DBP) (DIBP) (DEHP) (2,4-DTBP)

Z3 + - - -

Z1 - - + +

Z2 + - + +

Z3 - - - +
1-2cm - - + +
2,1-2,4cm - - + +
<2,4 cm - - + +
C. rhizophorae - - - +
C= - + + +
SM* - - - +
S . . . +
<16 cm - - - +
17-27 cm - - - +
28-33 cm + - + +

Z- Zona amostral de acordo com gradiente salino; C*-Camardo completo com cefalotorax e exoesqueleto;
SM*-Camardo semi-completo sem o cefalotérax com exoesqueleto; S*-Camardo sem exoesqueleto e sem
cefalotdrax. (+) presenca; ( - ) auséncia.

3.3.2 Riscos potenciais da poluicao por 2,4-ditert-butilfenol no estuario do Rio Mamanguape

No sedimento, foi possivel identificar a presenca de 2,4-DTBP em todas as zonas
amostradas, assim como sua distribui¢do na fauna estuarina amostrada. Esse padréo, partindo
do sedimento até a fauna, pode ser explicado através da relagdo existente entre eles. Deste
modo, a relacdo entre esses compartimentos é intrinseca, pois 0s animais amostrados possuem
caracteristicas alimentares semelhantes. A fauna associada aos sedimentos marinhos esta
composta em grande proporcdo por crustaceos e moluscos. Os bivalves, como a ostra de

mangue C. rhizophorae e A. flexuosa, correspondem & biota de sedimento, pois é formada por



55

organismos que vivem nesses locais ou intimamente associada a ele em algum estagio de sua
vida, além de alimentarem por materiais particulados, como areia, argila, lodo, detritos e
fitoplancton (Rice, 2000). Algumas espécies alimentam-se de material particulado e de
plancton que ficam na coluna da agua, através da filtracdo. Outras espécies, a exemplo dos
peixes da familia Mugilidae e camardes (L. schmitti) ingerem o material que esta
sedimentado, razdo pela qual sdo chamadas de detritivoros (Bergonci e Thomé, 2008). Desta
forma, muitas substancias nocivas aos organismos aquaticos ficam incorporadas aos seus
tecidos, 0 que torna os moluscos bons indicadores bioldgicos, sendo importantes aliados no
monitoramento e controle da qualidade da agua dos oceanos e outros mananciais hidricos em
que estejam presentes (Bergonci e Thomé, 1998).

Em amostras de figado do peixe Diplodus sargus sargus na Italia, em uma reserva
natural, o 2,4-ditert-butilfenol foi encontrado por Rizzo et al. (2017) e foi identificado o
processo de bioacumulacdo dessa substancia. O poluente 2,4-ditert-butilfenol também foi
encontrado no presente estudo em M. curema, no sedimento, em A. flexuosa e na C.
rhizophorae. O M. curema é um habitante tipico de areas de mangues, alimentando-se de
pequenos invertebrados e estando adaptados a filtrar a matéria organica em suspensdo na
coluna de agua e a raspar fundos lodosos. No entanto, pode ser também encontrado em mar
aberto e no fundo lamacento, assim como em aguas claras e transparentes com fundo arenoso.
0 2,4-DTBP também foi encontrado em A. flexuosa, em C. rhizophorae e em L. schimitti, em
todas as classes de tamanho. Os mesmos EDCs encontrados no sedimento também foram
identificados em A. flexuosa, C. rhizophorae e M. curema, talvez por conta da forma de
obtencdo de alimento dessas espécies, pois as mesmas dependem dos sedimentos,
principalmente os lodosos, que apresentam particulas menores (Ridgway e Shimmield, 2002).
Essas espécies compartilham uma forma semelhante de nutricdo, retirando os nutrientes
necessarios a sua sobrevivéncia, tanto da coluna d’agua quanto do sedimento. Sendo assim, os
poluentes que porventura se encontrarem tanto na coluna de 4gua quanto no sedimento,
podem ser bioacumulados pelo animal ou transferidos na cadeia tréfica, a medida que
aumenta o nivel trofico, processo conhecido como biomagnificacdo. Estes resultados mostram
que esta substancia esteve presente em todas as classes de tamanho dos organismos estudados.

A presenca dessa substancia ndo é comum, uma vez que elas e os seus derivados sao
utilizados como antioxidantes fungicidas e estabilizadores de UV em produtos petroliferos.
Portanto, existem poucas publicagbes sobre o 2,4-ditert-butilfenol no que se refere a

distribuicdo e transporte desses componentes na cadeia alimentar. Entretanto, baseado nos
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resultados de um teste de fluxo através de agua doce (MITI 1992), conduzido durante 8

semanas com Cyprinus carpio, em dois niveis nominais de concentracdo, 2 ug/l

(135-360 L/kg) e 20 pg/l (128-436 L/kg), pode-se concluir que o 2,4-ditert-butilfenol tem um
potencial de bioacumulacdo moderado (ECHA, 2019). Compostos contendo grupos fendis, a
exemplo do 2,4-ditert-butilfenol, estdo registrados no banco de dados ECOTOX, que o
considera téxico para ostra oriental (Crassostrea virginica). O 2,4-ditert-butilfenol foi
avaliado quanto a sua toxicidade aguda para Daphnia, de acordo com a Diretriz de Teste
OECD 202, Parte 1. EC50 (48h) foi de 0,5 mg/L, sendo que a substancia foi considerada
toxica para os invertebrados aquaticos ap0s exposicdo por curto prazo (OECD, 1984). Em
trabalhos realizados no estuario Mamanguape foi identificada a presenca de microplasticos no
estdbmago de varias espécies de peixes, independente da guilda trofica, o que pode estar
relacionado as agBes antrdpicas que ocorrem no entorno do estuéario (Vendel et al., 2017) e
com aporte de plasticos, tanto na bacia que alimenta o estuario, quanto do aporte de agua do

ambiente marinho adjacente via mareés.

3.3.3 Presenca de ftalatos em diferentes matrizes ambientais

Os ftalatos encontrados durante a pesquisa incluem a presenca de DEHP e DBP, o0s
quais foram identificados em amostras de agua, sedimento e nivel tréfico. Na Europa, o DBP
e o DEHP sdo classificados como muito perigosos e estdo inclusos no Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemical substances (European Comission,
2006). O DEHP foi o ftalato que predominou nas amostras analisadas, sendo encontrado na
agua, Zona I, no sedimento, Zona | e Il, no A. flexuosa, camardo completo e peixe de maior
tamanho (33 cm), mas ndo foi encontrado nas ostras. No momento da preparacdo das
amostras foi possivel observar que a presenca do tecido lipidico estava mais acentuada na
classe de peixe de maior tamanho. O que pode ser justificado pela natureza bioacumulativa do
DEHP, que por possuir caracteristica lipofilica, pode migrar para tecidos gordurosos (Ventrice
etal., 2013).

A presenca do DEHP no camardo completo pode ser explicada por conta do
cefalotdrax e do exoesqueleto, que abrigam diversas estruturas do animal. A importancia em
distribuir os animais em classes de tamanhos e componentes morfofisioldgicos, esta

diretamente relacionada a idade do animal. Desse modo, animais jovens mostram efeitos em
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doses mais baixas do que aqueles nos estudos correspondentes em animais adultos (US EPA,
2012).

O DBP foi a segunda substancia com maior frequéncia, estando presente na agua
(Zonas LI e I11); no sedimento (em toda a Zona IlI) e no peixe M. curema, na classe de
tamanho de 33 cm. O DIPB foi o ftalato com menor incidéncia, estando presente apenas na
agua (Zona Il) e no camardo completo. A presenca de ftalatos em amostras de agua e
sedimento tem sido descrita em estuarios de varias regifes do planeta (Preston e Al-Omran,
1989; Tiwari et al., 2016; Wu et al., 2016; Zhang et al., 2018). Estudos realizados com ftalatos
indicaram a presenca de DIBP, DEHP e DBP em peixes (Ferrara et al., 2008; Cheng et al.,
2013), e ostras Crassostrea gigas (Cheng et al., 2006).

O DEHP foi o ftalato identificado com maior frequéncia tanto nos animais quanto na
agua e no sedimento. Isto pode ter ocorrido por o DEHP possuir um alto peso molecular
guando comparado aos outros ftalatos identificados. Este trabalho identificou que existe uma
menor incidéncia dos ftalatos nos organismos A. flexuosa, C. rizophorae e M. curema quando
comparados a agua e ao sedimento, o que infere em uma rapida metabolizacéo,
principalmente aqueles de cadeias menores (Ventrice et al., 2013). Entretanto, mesmo que o
estuério esteja dentro de uma area de protecdo ambiental, a presenca destas substancias indica
que este corpo hidrico estad recebendo alguma fonte de contaminacdo antropogénica. Em
estudos anteriores na area, foi identificado que atividades de pesca com a utilizagdo de
redinhas para captura de caranguejo ¢ uma pratica comum, uma vez que, a utilizacdo dessas
redinhas tem causado varios impactos a0 meio ambiente, pois as mesmas sdo descartadas no
estuario, contribuindo para a sua poluicdo (Nascimento et al., 2011). Muitos autores
consideram preocupante o abandono de redes de pesca conhecidas como redes fantasmas, pois
geram impactos negativos diretos sobre a biodiversidade e economia (Sancho et al., 2003; Al-
Masroori et al., 2004; Arthur et al., 2014) e habitats marinhos em todo o mundo (Wilcox et
al., 2015).

Em estudo relizado por Vendel et al. (2017) no estuario Mamanguape, foi identificada
a presenca generalizada de microplasticos no trato digestivo de peixes. Os autores consideram
que estes poluentes podem estar relacionados com a inadequada gestao dos residuos nas areas
circundantes. Hermabessiere et al. (2017) e Silva et al., (2018) consideram que aditivos
plasticos associados a microplasticos necessitam ser estudados e caracterizados no meio

ambiente aquatico e em diferentes matrizes ambientais. O fato de que esses poluentes estejam
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presentes em uma area de protecdo, ndo é um caso singular, pois a presenca de poluentes ja
foi relatada em outras areas também protegidas na Italia e em Cabrera (Rizzo et al., 2017,
Alomar et al., 2016).

Dos poluentes estudados, 2,4-DTBP, DEHP e DBP foram identificados na segunda
Zona. Uma explicacdo para a alta frequéncia nesse local pode ser porque as areas de fronteira
rio-mar funcionam como um filtro (Yang et al.,, 2012) que serve de barreira devido a
hidrodindmica e processos biogeoquimicos de sedimentacao, aglomeracdo e sorcao (Zhang et
al., 2018). A presenca dos EDCs 2,4-TDBP, DBP e DEHP, nas zonas do sedimento ao longo
do estuério, pode ser em funcdo das caracteristicas dessas regides, pois elas sdo zonas
importantes de troca de sedimentos entre ecossistemas continental e marinho, ocorrendo a
acumulacao de sedimentos nestas zonas 0 que, consequentemente, conduz a uma acumulacgéo
de contaminantes provenientes de atividades antropogénicas (Ridgway e Shimmield, 2002;
Gaspar et al., 2013), contribuindo assim para a sua bioacumulacdo em outras matrizes

ambientais (Figura 7).
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Figura 7. Fontes de poluicdo e transferéncia de desreguladores enddcrinos em diferentes
matrizes ambientais
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3.4. Conclusao

Este trabalho relata a identificacdo de EDCs (2,4 DTBP, DBP, DIBP e DEHP) em
diferentes matrizes ambientais em um estudrio tropical brasileiro. Independente das classes de
tamanho, o 2, 4-DTBP foi identificado em todos os organismos estudados, sendo também
fonte de contaminagdo no sedimento.

Os desreguladores endocrinos encontrados durante a pesquisa podem ter advindo de
praticas antrOpicas que sdo realizadas no entorno do estuario como atividades agricolas,
aquicultura e disposicao inadequada dos residuos solidos na regido. No geral, esses resultados
sugerem que a contaminacdo de organismos marinhos por aditivos plasticos pode ocorrer
através de vias naturais, isto €, exposicdo a agua ou ingestao.

Este estudo é uma avaliacdo de base essencial a ser considerado em estudos futuros
com outros organismos que compdem outros niveis troficos, a fim de observar a dimenséo da
contaminacdo por EDCs. No entanto, também é esperado, por parte de 6rgaos de fiscalizacdo
e regulamentacdo, que medidas sejam tomadas no tocante ao monitoramento ambiental no

estuario do Rio Mamanguape no que diz respeitos aos EDCs.
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Resumo

Poluentes emergentes foram identificados em diferentes matrizes ambientais: agua, sedimento
e em organismos. A identificagdo ocorreu em nove sites ao longo de trés zonas, durante o0s
meses de Dezembro de 2017 e Junho de 2018 em dois periodos amostrais, respectivamente
estiagem e chuvoso. A &rea de estudo foi o Estuario do Rio Mamanguape, localizado no
Nordeste do Brasil e que faz parte de uma Area de Preservacio Ambiental. Foram
identificados 62 poluentes nas matrizes ambientais durante os dois periodos amostrais. As
substancias identificadas sdo utilizadas para diversos fins como: Agentes de produtos
industriais 53%, Farmacos 24%, Agrotoxicos 16% e Produtos de cuidado pessoal 6%.
Durante os dois periodos houve diferenca significativa, da ocorréncia dos poluentes
organicos, com a< 0,05 para a agua e o sedimento, sendo o periodo de estiagem o0 com maior
diversidade de poluentes. No entanto, 0 mesmo comportamento ndo foi encontrado para 0s
organismos.

Palavras chave: organismos, poluentes orgénicos, cromatografia gasosa, sedimento, agua
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4.1 Introducgéao

Os poluentes emergentes, consistem em um grupo de substancias como farmacos,
agentes de produtos industriais, pesticidas e produtos para uso pessoal. Eles sdo produzidos
através de acgdes antrépicas e geralmente ndo estdo incluidos em programas regulares de
monitoramento ambiental, sendo causadores de efeitos adversos nos ecossistemas (Lépez-
Doval et al., 2016). Estas substancias estdo cada vez mais presentes no meio ambiente, sendo
amplamente encontradas em diversos corpos aquaticos a exemplo dos estuarios
(Hermabessiere et al., 2017; Abbassy, 2018). Estes ecossistemas agem como verdadeiros
sumidouros, pois podem receber varias fontes de contaminacgdo, sendo o destino final de
muitas substancias de origem antropogénica.

Estas substancias incluem farmacos, esterdides, produtos de cuidado pessoal,
antissépticos, retardantes de chama, aditivos, agentes industriais, surfactantes e agrotdxicos
(Verlicchi et al., 2010; Griffero et al., 2019). Muitas destas substancias, quando sdo dispostas
no meio ambiente, podem ser biotransformadas, transformando-se em metabdlitos mais
toxicos do que as substancias originais (Giacomazzi and Cochet, 2004; Manzanos, 2015).
Estes poluentes podem ser lancados nos corpos aquaticos por vérias fontes. As fontes de
poluicdo podem ser pontuais ou difusas, o que dificulta a identificacdo exata de quais dessas
fontes sdo responsaveis pela contaminacdo de um corpo hidrico. Geralmente, as duas fontes
de poluicdo sdo consideradas. Quando em contato com a biota aquética, estes poluentes
difundidos atraves das fontes podem causar efeitos adversos a medida que sdo assimilados
pelos organismos, seja por via alimentar ou por contato direto com a dgua. Nos ultimos anos
elas tém sido encontradas em diferentes matrizes ambientais a exemplo da agua (Muir e
Lohmann, 2013; Zhang et al., 2018), sedimento (Yang et al., 2012), bivalves (Santana et al.,
2018), peixes (Rizzo et al., 2017) e crustaceos (Dsikowitzky et al., 2015), em varias
localidades do mundo.

Geralmente, estas substancias sdo identificadas a partir de estudos de monitoramento
ambiental. Entretanto, em alguns lugares do mundo, a exemplo dos estuarios localizados na
América do Sul (Barletta et al., 2019) e na Africa (Rimayi et al., 2018), informagdes sobre a
presenca de poluentes emergentes sdo escassas, sendo até inexistentes para algumas regides.
O presente trabalho foi desenvolvido em um estuério tropical, o estuario do Rio Mamanguape,
localizado no Brasil, o qual faz parte de uma e Area de Relevante Interesse Ecoldgico (ARIE)
do Rio Mamanguape (BRASIL, 1985. Decreto-Lei n.° 91.890) e por uma Area de Protecio
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Ambiental (APA) (BRASIL, 1993. Decreto-Lei n® 924). De cordo com a legislagéo brasileira,
as APAs sdo as Unidades de Concervagdo mais permissivas do Brasil, possuem, consideravel,
ocupacdo humana, enquanto as ARIEs exibem pouca ocupacdo humana e sdo classificados
devido as caracteristicas naturais ou & escassa biota local (Brasil, 2011).

A APA foi criada com o intuito de proteger os habitats naturais de preservacdo de
espécies endémicas e ameacadas de extin¢do, assim como o peixe-boi (Trichechus manatus).
Esta espécie encontra-se extinta em varias localidades, sendo que um dos principais
causadores de sua extin¢do foi a ma qualidade das aguas onde eles habitavam.

De acordo com a agéncia nacional das dguas ANA (2001), o estuario do Rio
Mamanguape faz parte de uma bacia hidrografica, a Bacia do Rio Mamanguape, que abrange
42 municipios. O estuario estudado apresenta uma diversificacdo de atividades com
finalidades econémicas desenvolvidas pela populagdo local, como atividades extrativistas, as
quais utilizam a pesca de peixes, bivalves e crustaceos, que servem de alimento e renda para
populacdo local, além de ser utilizado como ambiente de lazer para muitos turistas. A
principal atividade agricola nas terras da APA e entorno é o plantio de cana-de-agUcar, que
ocupa 27% da area total do municipio de Mamanguape.

A presenca dos poluentes emergentes no Estuario do Rio Mamaguape, em especial 0s
utilizados como Agentes de produtos industriais, Farmacos, Agrotoxicos e Produtos de uso
pessoal, ainda necessitam  ser melhor estudados em relacdo as possiveis acOes
ecotoxicoldgicas, alem de avaliagGes das possiveis formas de comportamento destes poluentes
no meio ambiente aquatico, levando em consideracao o quanto eles podem ser persistentes na
natureza.

O presente estudo teve como objetivos identificar os poluentes organicos presentes em
diferentes matrizes ambientais (dgua, sedimento e organismos) e identificar qual é a matriz
ambiental que foi encontarad a maior diversidade de poluentes e verificar se existe diferenca
significativa entre os periodos amostrais estiagem e chuvoso no estuario do Rio Mamanguape.
Para tal, as seguintes hipdteses foram consideradas: (i) Os agrotdxicos apresentam a maior
fonte de polui¢do matrizes ambientais estudadas; (ii) Os organismos é a matriz ambiental que
mais incorpora poluentes, por conta da sua capacidade lipofilica; (iii) Existe diferenca
significativa na dispersdo dos poluentes entre os periodos de estiagem e chuvoso, pois a acao
das chuvas causa o aumento no fluxo das aguas e consequentemente o aumento das marés

fazendo com que haja variacao nos periodos.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no estuario do rio Mamanguape localizado na costa do estado
da Paraiba, Brasil, sob coordenadas 6°43°02” S e 35°67” 46” W (Figura 8), em dois periodos
sazonais, estiagem com a média de 10,9 mm e chuvoso com a média de 73,8 mm de
precipitacdo (AESA 2018). O periodo de estiagem compreendeu 0 més de dezembro de 2017
e 0 chuvoso 0 més de junho de 2018. Esses periodos foram escolhidos por serem os periodos
com o menor indice de precipitacdo (estiagem/dezembro) e maior indice de precipitacéo
(chuvoso/junho). Esta regido estuarina compreende uma area de 690 ha, a qual esta cercada
por vegetacdo do tipo mangue em todo o entorno do canal principal (Falkenberg et al., 2019).
Nele esta inserida a maior area de mangue do estado da Paraiba, porém foi observada por
Rocha et al., 2008 que esta vegetagdo vem sendo retirada ao longo dos anos para o cultivo de
monoculturas, a exemplo da cana-de-agucar, que abrange 24% da area do municipio de
Mamanguape. O rio Mamanguape nasce em Lagoa Salgada, que consiste em uma lagoa
temporaria, situada a mais de 500 metros de altitude, no Planalto da Borborema, na divisa dos
Municipios de Pocinhos, Areial e Montadas. O Rio desce a Serra da Borborema até chegar a
Alagoa Grande. A montante, o rio é temporario, mesmo recebendo aguas de alguns riachos
perenes dessa regido, tornando-se perene apenas em seu médio curso. No fim de seu curso, 0

Mamanguape desadgua numa foz do tipo funil entre os municipios de Rio Tinto e Marcacao.
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Figura 8. Localizacdo geografica da area de estudo, estudrio do Rio Mamanguape,
Paraiba/Brasil com locais de amostragem caracterizados em zonas. A zona | corresponde aos
Sites 1, 2 e 3; a Zona Il aos sites 4, 5e 6 e a Zona Il aos sites 7, 8 e 9.

4.2.2 Coleta e preparacdo das amostras para analise de poluentes organicos

4.2.2.1 Amostragem na agua

As coletas das amostras de agua foram realizadas ao longo de nove sites (Figura 8) da
montante (rio) até a jusante (mar) do estuario, sob a localizacdo geografica indicada na Tabela
4. Em cada site foram recolhidas amostras de um litro de agua em duplicata, tanto para o
periodo de estiagem quanto para o periodo chuvoso. Em cada area, a 4gua para identificacdo
dos poluentes orgénicos foi coletada de acordo com “Standart Methods for the Examination of
Water and Wasterwater” (APHA, 2012). As coletas foram realizadas, manualmente, em
garrafas tipo &mbar, previamente identificadas e limpas em solu¢6es de metanol, seguida com
enxague com agua destilada e posteriormente com &gua ultrapura. As amostras foram
coletadas contra a corrente, a 30 cm de profundidade.

Ainda em campo as amostras foram colocadas em caixas térmicas sob condi¢cbes de
refrigeracdo a uma temperatura de 4°C, onde foram encaminhadas até o laboratério. No
laboratério as amostras foram armazenadas a -20°C até a hora da analise. As amostras foram
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filtradas a vacuo em membrana de 0,45 pum e submetidas ao processo de extragdo em fase

solida (Solid Phase Extraction, SPE).

Tabela 4. Localizacdo geografica dos nove sites amostrais no Estuario do Rio Mamanguape,
PB/ Brasil

Localizacdo geografica

Site Amostral Coordenadas
Latitude (S) Longitude (W)

L 56°48°16” 35200 17"
2 56°48°207° 3590145
3 56°48°65” 3590115
4 56°47°20” 14958°46"
> 56°47°40” 14°58°20°
0 56°47°24” 1405750
! 56°47°20” 24°55° 467
8 56°47°52” 1405557
4 56°46°35” 14°55°43"

4.2.2.2 Amostragem em sedimento

As coletas das amostras de sedimento foram realizadas em dois periodos amostrais
(estiagem e chuvoso). Elas ocorreram em nove sites distribuidos em trés zonas, na zona |
(sites 1,2,3), zona Il (sites 4,5,6) e zona |1 (sites 7,8,9) proximo as margens do estuario, de 0-
10 cm de profundidade, utilizando um coletor simplificado (Core). Em cada ponto, foram
coletadas cinco amostras simples compondo 1 kg de amostra composta. Estas amostras foram
acondicionadas em caixas de isopor com gelo sob 4°C de refrigeracdo e, posteriormente,
foram encaminhadas ao laboratorio.

Em laboratério, as amostras foram colocadas para secar em temperatura ambiente.
Para cada amostra, apés a secagem foram retiradas duas partes compondo 100 g, as quais
seguiram para maceragdo. Por fim, foram retiradas 159 de cada amostra, as quais foram
submetidas a extracdo dos analitos. As coletas e acondicionamentos de sedimento foram de
acordo com US EPA (2001).
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4.2.2.3 Amostragem em organismos

As espécies escolhidas para a amostragem em organismos foram: Anomalocardia
flexuosa (n=360), Crassostrea rhizophorae (n=40), Litopenaeus schmitti (n=60) e Mugil
curema (2.4 kg). Os organismos foram coletados, no mesmo dia das coletas de agua e
sedimento. A mesma quantidade de organismos foi utilizada em ambos os periodos (estiagem
e chuvoso). No campo todas as amostras foram armazenadas em caixas térmicas a 4°C, e no

laboratério foram submetidas a -20°C de refrigeragao.

4.2.3 Técnica pré-cromatografica para agua

A técnica pré-cromatografica utilizada para extracdo dos analitos de interesse foi a
Extracdo em Fase solida também conhecida como SPE. Na extracdo das amostras de &gua foi
utilizada uma Bomba de vacuo modelo SA55JXHTP-4698 CAT, um "Vacuun Manifold" para
a extracdo dos analitos através de cartuchos SPE (Cig) da marca VertiPakTM® de 500
mg/6mL, tamanho de particula de 50 pm e tamanho de poro de 60 A. Os cartuchos foram
previamente acondicionados com a passagem de 10 mL de metanol grau HPLC, seguido de
passagem de 10 mL de Agua deionizada e purificada por sistema Milli-Q. Este
condicionamento foi realizado com vazao de 5mL/min. Apds condicionamento dos cartuchos
ocorreu a passagem das amostras de adgua com uma vazdo de 2m/min. Ao término da
passagem das amostras os cartuchos foram armazenados a -20°C até o momento da eluicdo
dos analitos. Apds a eluicdo o extrato foi recolhido em vidros @&mbar de 10 ml, e
posteriormente analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
CG/EM.

4.2.3.1 Técnica pré-cromatogréfica para o sedimento e organismos

O processo para extracdo dos analitos em organismos foi baseado no método
QUECHhERS (Anastassiades et al. 2003). Esse método para preparacdo de amostra é composto
por duas fases: extracdo e limpeza, a fase de extracdo é caracterizada por utilizar 15 g da
amostra com a adicdo de 15 mL do solvente polar, o acetonitrilo, que tem a funcdo de
promover uma melhor extracdo dos analitos, sendo adicionado 1% de &cido acético para
promover a acidificacdo do meio da amostra. Foram adicionados também dois tipos de sais,

sendo 6g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSOa.-7H20) e 1,5g de acetato de sédio
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(CH3COONa) (figura 9). A adicédo destes sais promove 0 processo de parti¢do, otimizando a
extracdo dos analitos de interesse, além de promover a separacdo entre as fases organica e
aquosa. ApOs esses processos as amostras foram agitadas com o auxilio de um vortex e
seguiram para centrifugacdo a 2777,3 g. Posteriormente, foi retirado 1 mL do sobrenadante
que seguiu para a fase de limpeza (Clean up), esta fase consiste em retirar as impurezas das
amostras, otimizando o tempo de vida util do equipamento cromatografico (d SPE) (Lehotay
et al, 2007, 2005). Os reagentes utilizados nesta etapa foram adquiridos da Agilent (Part
Number 5982-5122). O extrato foi submetido a agitacdo em vortex seguido de centrifugacdo a
2777,3 g. Ao final deste processo, foi retirado 1 ml do sobrenadante e colocado em tubos de

Vail seguindo para ser analisado por CG/EM.

Adicao de 6g Adicao de 1.5 g Extrato em tubo Etapas de extracdo
MgS0s.-TH20 CH3COONa Vail dos analitos

Figura 9. Sequéncia do método QUEChERS Acetato.

4.2.3.2 Procedimento analitico

Para cada conjunto de amostras foi realizado um branco com as mesmas condicGes de
todos o0s processos analiticos em condic¢des idénticas para todas as amostras. As anélises se
sucederam em triplicatas para a identificacdo dos Poluentes organicos presentes nas matrizes
ambientais; agua, sedimento e cadeia tréfica e foram realizadas por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). As analises foram realizadas em um
Cromatdgrafo Gasoso (GC) (Thermo Scientific, TRACE 1300) acoplado a um Espectrémetro
de Massas (MS) com analisador quadrupolos (Thermo Scientific 1ISQ-QD).
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A separagdo cromatogréfica foi realizada com a coluna HP-5MS de silica fundida,
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) da Varian Technlogies (EZ- Guard columns). A temperatura
da coluna foi programada em um tempo de retencdo de 45 min, usando rampas de 65°C com
um equilibrio inicial de tempo de 2 min, 20°C /min até 180°C, e de 5°C /min até 280°C por
20 min. O gas de arraste utilizado foi 0 gas Hélio, com 99,99997% de pureza, com um fluxo
constante de 1 mL - min~1. A temperatura da porta do injetor foi ajustada a 250°C e ambos 0s
recursos dos ions e a linha de transferéncia foram ajustados a 280°C. O volume injetado de
amostra foi de 1 ul no modo splitless. A deteccdo foi realizada por um detector seletivo de
massas equipado com uma fonte de impacto de elétrons a 70 V. A separacdo em CG foi
alcancada pela avaliacdo de direferentes rangers de temperatura e condi¢bes de injecdo
usando o modo full-scan. A faixa de varredura de m/z foi de 50 — 500 com um tempo de
corte do solvente igual a 5 min. Os espectros de massa foram comparados com 0s compostos
de referéncia da biblioteca NIST, a similaridade adotada para a sele¢do dos poluentes foi a
partir de 50%.

4.3 Resultados

4.3.1 Poluentes organicos identificados em agua, sedimento e em organismos

Nas matrizes ambientais estudadas (dgua, sedimento e organismos) foram encontrados
62 tipos de substancias (Tabela 5). Estes produtos foram classificados de acordo com a suas
formas de uso em: agentes de produtos industriais (API), farmacos, agrotdxicos e produtos de
cuidado pessoais, de acordo com a suas respectivas formas de uso (PCP). Desta forma,
53,23% corresponderam aos APIs, 24,19% aos farmacos, 16,13% aos agrotoxicos e 6,45%
aos PCP (Figura 10).
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Tabela 5. Poluentes emergentes identificados nas matrizes ambientais (dgua, sedimento e
organismos) em diferentes periodos sazonais (estiagem e chuvoso) no estuario do Rio
Mamanguape, PB-Brasil. ldentificacdo realizada por Cromatografia gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/EM).

Peso molecular

Classificacéo (MW)

Registro (CAS)

Agentes de produtos industriais (API)

1 dodecano 186 112-53-8
1,2-etanodiamina, N, N, n'-triethyl- 144 105-04-4
1-decanol 158 112-30-1
1-tetradeceno 196 1120-36-1
2,4-di-tert-Butilfenol* 206 96-76-4

2-etil hexanol 130 104-76-7
2-pentanamina, 2,4,4-trimetil- 129 107-45-9
2-propanamina, 2-metil-* 73 75-64-9

2-propanol, 1-(2-butoxiethoxi)- * 176 124-16-3
3-ciclohexeno-1-acetaldeido, o, 4-dimetil- 152 2954-14-9
10-4cido undecendico, éster metilico 198 111-81-9
Acido 9-Octadecenoico (Z) -, éster metilico 296 112-62-9
Acido decandico, éster metilico 186 110-42-9
Acido carbamico, fenil éster* 137 622-46-8
Acido hexadecan6ico, éster metilico 270 112-39-0
Acido hexanodioico, éster de dioctilo 370 123-79-5
Acido tridecanoico, éster metilico 228 1731-88-0
Benzaldeido 106 100-52-7
Benzaldeido, 2,4,6-trimetil 148 487-68-3
Benzeno, 1,3-bis (1-metiletil) - 162 99-62-7

Benzofenona 182 119-61-9
Bisfenol 228 80-05-7

Caprolactama 113 105-60-2
Estireno 104 100-42-5
Etanol, 2-butoxi- 118 111-76-2
Fenol* 94 108-95-2
Fosfato de tributila 266 126-73-8
Hexadecano 226 544-76-3
N-heptadecanol-1 256 1454-85-9
Nitrito sec-butilico 103 924-43-6
Tetradecano 198 629-59-4
Tiodiglicol 122 111-48-8
Acetato de hidrocortisona 404 50-03-3

Acetato de prednisolona 402 52-21-1

Azetidina 57 503-29-7
Beclometasona 408 4419-39-0

Metilanfetamina 149 33817-09-3



Cloroetano 64

Dextroanfetamina 135
Digitoxin 264
Efedrina 165
Ergolina 267
Etisterona 312
Floxuridina 246
Ftalano 120
Gamabufotalina 402
Pregn-4-eno-3,20-diona, 11-hidroxi, (11a) -** 330

Produto de cuidado pessoal (PCP)

Acido undecandico, hidroxi-, lactona 184
Acido dodecandico, 2-metil- 214
Benzamida, N, N-dietil-4-metil- 191
Ciclo-hexeno, 1-metil-4- (1-metiletilideno) - 136

Agrotoxicos

1-butanamina, 3-metil- 87
2,6-Di-terc-butil-P-benzoquinona 220
Metaldeido 176
Acido 2-metilciclopropanocarboxilico 100
Acido giberélico 346
cis-9-Tetradecen-1-ol 212
Cloreto de fumaril 152
p-cloroanilina 127
Prodiamina 350
Uréia 60

75-00-3
51-64-9
71-63-6
90-81-3
478-94-4
434-03-7
50-91-9
496-14-0
465-11-2
80-75-1

39282-36-5
24323-23-7
2728-05-4
586-62-9

107-85-7
719-22-2
108-62-3
29555-02-0
77-06-5
35153-15-2
627-63-4
106-47-8
29091-21-2
57-13-6

*Utilizado na producéo de pesticidas - EPA Chemical and Products Database (CPDat), ECHA

European Chemicals Agency, (Chuah e Ismail, 2015)

**Utilizado na producdo de hormonios - (Gupta e Mahajan, 2018)


http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=51-64-9
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Figura 10. Classificacdo dos poluentes emergentes em agentes de produtos industriais (API),
Farmacos, Agrotoxicos e produtos para uso pessoal (PCP) de acordo com a sua aplicagéo.

4.3.2 Distribuicdo dos poluentes organicos em &gua, sedimento e em organismos.

Para todas as matrizes estudadas, o grupo de API obteve os maiores valores
percentuais, tendo a espécie A. flexuosa o maior registro para essa classe de poluentes, com
16,13% no periodo de estiagem e 20,97% no periodo chuvoso (Figura 11). Os farmacos
formaram o segundo grupo com maiores percentuais nas matrizes de estudo, tendo também a
espécie A. flexuosa como destaque, com 14,51% no periodo de estiagem. Os agrotdxicos
foram o terceiro grupo com maior representatividade, tendo 0 maior percentual para a espécie
C. rhizophorae com 6,45%, no periodo de estiagem. O PCP foi ultimo grupo de poluentes
identificados, surgindo com menor representatividade entre as matrizes estudadas. O M.
curema foi a espécie que apresentou um maior nimero de PCPs, com 3,2%, tanto para o

periodo de estiagem quanto para o chuvoso.
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Figura 11. Distribuicdo dos agentes de produtos industriais (API), Farmacos, Agrotoxicos e
produtos para uso pessoal (PCP) identificados em diferentes matrizes ambientais (agua,
sedimento e organismos) de acordo com as suas formas de uso durante o periodo de estiagem
a e chuvoso b.

A matriz ambiental que obteve uma maior representatividade em numero de poluentes
acumulados no periodo de estiagem correspondeu a A. flexuosa > M. curema > sedimento > L.
schmitti > C. rhizophorae > 4gua, com um namero de poluentes variando de 18, 18, 15, 13, 12
e 7 respectivamente (Anexo B). Enquanto que, no periodo chuvoso obteve-se M. curema > A.
flexuosa > C. rhizophorae > L. schmitti > agua > sedimento, com um numero de poluentes
variando de 18, 17, 14, 12, 10 e 9 respectivamente (Anexo B). Aplicando o test t foi possivel
observar que houve diferenca significativa para a agua e o sedimento para os dois periodos
amostrais. No entanto, ndo houve diferenca significativa para 0s organismos.

Na Tabela 6 estdo representados os poluentes que compartilharam da mesma matriz
ambiental. A matriz ambiental que apresentou um maior nimero de poluentes em comum
foram os organismos, sendo o0 A. flexuosa e 0 M. curema 0s organismos mais representativos.
Para os grupos dos poluentes classificados como APIs, FArmacos e Agrotoxicos, foi possivel
observar alguns representantes em todas as matrizes ambientais como estad exposto nos
Cromatogramas da Figura 12.

O Metaldeido foi identificado na dgua nos periodos sazonais (estiagem e chuvoso)

porém, o periodo de estiagem, que compreendeu o més de dezembro de 2017, foi o que
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apresentou o maior nimero de sites contaminados por esse poluente (Anexo B) em relagdo ao
periodo chuvoso, que compreendeu 0 més de Junho de 2018.

A Prodiamina foi identificada no sedimentode 4 sites no periodo de estiagem (Anexo
B). Dentre o grupo dos Agrotdxicos identificados no presente estudo, a p-cloroanilina foi
encontrada em trés organismos: A. flexuosa (estiagem), C. rhizophorae e M. curema
(estiagem e chuvoso), o 2,4-di-tert-butilfenol esteve presente em todas as matrizes de estudo

exceto na dgua (Tabela 6).
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Tabela 6. Poluentes emergentes identificados em diferentes periodos (estiagem e chuvoso) nas matrizes ambientais: agua, sedimento e organismos. No estuario do Rio Mamanguape,
PB/Brasil.

Poluentes Agua Sedimento A. flexuosa C. rhizophorae L. schmitti M. curema
! E c E c E c E c E c E c

1 Dodecano + + + + + + +
1-decanol + + + + +
1-tetradeceno + + + +
2,4-di-tert-Butilfenol + + + + + + + + + +
2-Etil hexanol + + + +
2-Pentanamina, 2,4,4-trimetil- + +
2-Propanamina, 2-metil- + + +
3-ciclohexeno-1-acetaldeido, o, 4-dimetil- + + +
Acetato de hidrocortisona A +
Acetato de prednisolona + +
Acido 9-Octadecendico (Z) -, éster metilico + + + + +
Acido decanoico, éster metilico + + +
Acido giberélico + + +
Acido hexadecandico, éster metilico + + + +
Acido hexanodioico, éster de dioctilo + + + 4
Acido undecanbico, hidroxi-, lactona + + + +
Beclometasona + +
Benzofenona + + +
Bisfenol + + +
Digitoxin + + + + +
Efedrina + + + +
Etanol, 2-butoxi- + + + + + +
Etisterona + +
Floxuridina + +
Ftalano + + + + + + + + +
Gamabufotalina + +
N-heptadecanol-1 + + + + +
Nitrito sec-butilico + +
p-cloroanilina + + + + +
Pregn-4-eno-3,20-diona, 11-hidroxi, (11a) - + +
Tetradecano + + +
Tridecilamina + +

E - Periodo de Estiagem, C - Periodo Chuvoso , + Indica a presenca do Poluente na matriz
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Figura 12. (CG/EM) Cromatograma dos poluentes identificados em &gua, sedimento em
organismos em dois periodos (estiagem/chuvoso). 2,6-Di-terc-butil-P-benzoquinona 1;
Metaldeido 2; Benzaldeido 3; Fosfato de tributila 4; Cloreto de fumaril 5; 2,4-di-tert-
Butilfenol 6, Cloroetano 7; Ergolina 8; Prodiamina 9; Digitoxin 10; Acido 9-Octadecenoico

(2) -, éster metilico 11.
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4.4 Discussao

Foram identificados diversos poluentes emergentes distribuidos ao longo das matrizes
ambientais estudadas. O maior grupo de poluentes foi representado pelos APIs, seguidos dos
Farmacos, Agotoxicos e PCP. A matriz ambiental com maior diversidade de substancias
foram os organismos, sendo o peixe M. curema a espécie com maior nimero de poluentes. De
acordo com a distribuicdo sazonal, foi possivel observar que houve diferenca significativa na
quantidade dos poluentes identificados em relacdo aos periodos, no sedimento e na agua .
Sendo no periodo de estiagem registrada a maior diversidade de poluentes em relagdo ao
periodo chuvoso. Entretanto, para os organismos nao houve variagdo sazonal significativa na
distribuicdo dos poluentes. Para agua esse acontecimento pode ser explicado através do fator
de dispersdo dos poluentes, os quais tendem a se acumular em maior nimero no periodo de
estiagem, por conta da sua forma de carreamento no meio ambiente (Dellamatrice e Monteiro,
2014; Drazana, 2017). Para os organismos, o comportamento de dispersdao dos poluentes
ocorre de maneira diferente das matrizes agua e sedimento. Pois, a natureza lipidica dos
tecidos dos organismos tende a favorecer o processo de incorporacdo de poluentes
emergentes, uma vez que, muitos destes, possuem caracteristicas lipofilicas e, quando
ingeridos ou adsorvidos, podem ser biometabolizados nos corpos dos animais. Uma vez
biometabolizados, os poluentes podem ser convertidos em outros compostos mais toxicos do

que a substancia inicialmente ingerida (Kdnnecker et al., 2003).

4.4.1 Agentes de produtos industriais (API) presentes nas matrizes ambientais

O grupo com maior numero de poluentes identificados em todas as matrizes
ambientais foram os APIs. O Fosfato de tributila, Benzeno, 1,3-bis (1-metiletil) -, 1
Dodecano, Acido tridecandico, éster metilico, 2-Etil hexanol, 2-Propanamina, 2-metil-,
Tridecilamina, 2,4-di-tert-Butilfenol, Benzeno, 1,3-bis (1-metiletil), 10-4cido undecendico,
éster metilico, Acido hexanodioico, éster de dioctilo, 2-propanol, 1-(2-butoxiethoxi)-,
Caprolactama, 1-decanol, Benzofenona, 1-tetradeceno, Fenol, 2-Pentanamina, 2,4,4-trimetil-,
Bisfenol, Acido carbamico e Fenil éster sdo considerados toxicos para 0S Organismos
aquaticos (ECHA, 2019; US National Toxicology Progam, 2019, US National Library of
medicine, 2019; World Health Organization, 2019). Entretanto, além de toxico para 0s

organismos aquaticos, o 2,4-di-tert-Butilfenol, o fosfato de tributila, a benzofenona e o
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bisfenol sdo compostos de desregulacdo do sistema endocrino (Calafat et al., 2016; Martinez
et al., 2015; Webster et al., 2019).

A presenca do 2,4-di-tert-Butilfenol em todas as matrizes ambientais, exceto na agua,
pode ter ocorrido uma vez que essa susbtancia ndo se dissolve na agua, tendendo a se mover
para os sedimentos Umidos. De acordo com a US EPA (2017), essa susbtancia tende a
acumular-se em peixes de acordo e Rizzo et al. (2017) identificou a presenca do 2,4-di-tert-
Butilfenol em peixes que habitavam uma area de reserva na Italia. No entanto, o presente
estudo indica que esta substancia ndo é apenas bioacumulada em peixes, sendo também
encontradas em outras espécies, a exemplo de bivalves (A. flexuosa e da C. rhizophorae) e do
L. schmitti (Tabela 6).

O Acido 9-Octadecendico (Z) identificado em A. flexuosa, da C. rhizophorae, L.
Schmitti e M. curema (Figura 12) € um éster metilico utilizado na producdo de detergentes,
emulsificantes, agentes umectantes, estabilizadores, resinas, lubrificantes, plastificantes e
fertilizantes (ECHA, 2019). Esta substancia também foi encontrada em peixes em trabalhos
realizados por Costanza et al. (2012), quando os autores pesquisavam sobre fator de
bioacumulacdo de compostos produzidos pela industria. A presenca de APIs nas matrizes
ambientais estudadas, a exemplo dos hidrocarbonetos, pode ser advinda da combustéo
incompleta em incéndios ou de destilados do petroleo (Wade et al., 1998; Neff et al., 2005;
Lépez et al., 2019). Desta forma, a maior parte da contaminacdo dos ambientes costeiros
ocorre devido a manipulacdo inadequada de hidrocarbonetos de origem petrogénica (Semads,
2001).

Em trabalhos realizados por Wade et al. (1988), ja mencionavam o fato das ostras
serem excelentes organismos para estudos sobre poluentes, pois elas refletem a carga de
contaminacdo atual de um ecossistema. Enquanto os sedimentos refletem a contaminacao de
um ecossistema em longo prazo. Os poluentes do grupo APIs no estudrio Mamanguape
podem ter advindo tanto da queima da cana-de-acUcar quanto das atividades pesqueiras e
turisticas que séo realizadas com auxilio de barcos movidos a combustiveis fosseis, como

também das vias de drenagem que compdem o estuario do Rio Mamanguape.
4.4.2 Farmacos presentes nas matrizes ambientais
Foram encontrados 15 farmacos distribuidos entre as matrizes ambientais agua,

sedimento e organismos (Tabela 6). Dentre essas substancias o Acetato de hidrocortisona, o

Acetato de prednisolona e a Beclometazona (Tabela 6) sdo corticosterdides. Geralmente, esses
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poluentes estdo presentes em aguas residuais, sendo considerados como contaminantes e
toxicos aos ecossistemas aquaticos (Stokstad, 2013; Letsinger, 2018). Possuem acdo de
compostos de desregulacdo do sistema enddcrino de acordo com o National Cancer Institute
(NIH, 2019), no entanto, ainda é desconhecido como ocorre esse processo (Tolgyesi et al.,
2010). A beclometasona encontrada em A. flexuosa e C. rhizophorae (Tabela 5 e 6), por sua
vez, tem a capacidade de bioconcentracdo >1,0 para peixes (Cunningham et al., 2009).

As substancias identificadas possuem as mais variadas fun¢des no organismo humano,
dentre elas, a Azitidina, que é um antibiético (Yoda et al., 2011), a Metilanfetamina e a
Dextroanfetamina, podem ser usadas como analgésicos ou para atividades recreativas
(Agency for Toxic Substances e Disease Registry, ATSDR 2019). O Digitoxin, um farmaco
cardiaco (Bylda et al., 2015) lipossoltvel (NIH, 2019) que esteve presente no sedimento, em
A. flexuosa, L. schmitti e M. curema. Essa substancia é toxica para o crustaceo Daphnia
magna (Lilius et al., 1994; Guilhermino et al., 2000; Martins et al., 2007).

A Efedrina esteve presente em todos os organismos. Este farmaco é um
descongestionante e broncodilatador muito utilizado para o tratamento de asma. Ele € um
agente xenobiotico, considerado um contaminante ambiental e toXico para crustaceos e peixes
(ECHA, 2019). Esta substancia foi encontrada em trabalhos realizados por Gonzalez-Alonso
et al. (2017) em amostras de 4gua ao norte da Peninsula da Antértida.

A Etisterona e o Pregn-4-eno-3,20-diona, 11-hidroxi, (11a) — possuem atividades
hormonais, segundo a National Library of Medicine (2019), sendo considerados toxicos para
0s organismos aquaticos e, de acordo com (Bila e Dezotti, 2003), estas substancias chegam
aos corpos aquaticos através do lancamento de efluentes. A Floxuridina identificada em L.
schimitii e M. curema € usada como agente antineoplésico, segundo informac6es do Nacional
Institute of Health (2019). Estando presente, principalmente, em efluentes hospitalares
(Escudero-Onate et al., 2017).

4.4.3 Produtos para uso pessoal (PCP) presentes nas matrizes ambientais

O Acido undecanoico, hidroxi-, lactona esteve presente em A. flexuosa, C.
rhizophorae e M. curema, durante o periodo chuvoso. Esta substancia € utilizada como
aromatizante na fabricacdo de cosméticos, com a funcdo de proporcionar aos produtos como
sabonetes e perfumes uma fragrancia floral assim como o Acido dodecanéico, 2-metil-
(ECHA, 2006). Entretanto, o Acido dodecandico, 2-metil- de acordo com o inventario da

ECHA (2019) é possivelmente toxico para 0 meio ambiente aquatico, além da suspeita de ser
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carcinogénico. Geralmente, esta susbtancia é encontrada em aguas residuérias de acordo com
Eriksson et al. (2003).

O Benzamida, N, N-dietil-4-metil- (DEET) e o Ciclo-hexeno, 1-metil-4- (1-
metiletilideno) — foram identificados em M. curema, nos dois periodos amostrais . Eles séo
ingredientes utilizados na fabricacdo de repelentes de insetos (ATSDR, 2011). O DEET é o
repelente mais utilizado em todo o mundo, tanto o DEET quanto o Ciclo-hexeno, 1-metil-4-
(1-metiletilideno) — sdo considerados persistentes e prejudiciais a vida aquatica, além de terem
a capacidade de biacumulacdo (ECHA, 2019). No entanto, o DEET apresenta baixa
bioacumulacdo (Weeks et al., 2011) enquanto que o Ciclo-hexeno, 1-metil-4- (1-

metiletilideno) — bioconcentra-se em peixes (ECHA, 2019).

4.4.4 Agrotoxicos presentes nas matrizes ambientais

Dentre os Agrotoxicos identificados nas matrizes ambientais deste estudo, a p-
cloroanilina foi classificada como fazendo parte desse grupo por ser um metabolito de varios
agrotoxicos como o Monolinuron, o Diflubenzuron e o Diuron. Algumas substancias podem
ser advindas de agrotoxicos, a exemplo da p-cloroanilina que, ap6s a aplicacdo de alguns
pesticidas, podem causar a liberagdo de p-cloroanilina no solo e, por conseguinte, a sua
biotransformacdo. Agrotoxicos como Monolinuron contém cerca de 0,1% de p-cloroanilina,
enguanto que outros agrotdxicos a exemplo do Diuron, Neburon e Diflubenzuron, podem
liberar p-cloroanilina (Figura 13) como um produto final de degradacdo (Kingdom e
Organisation, 1998).
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Figura 13. Agrotdxicos que possuem a p-cloroanilina em sua composicado

O Monolinuron é um agrotoxico da classe dos herbicidas. Ele ndo é amplamente
aprovado para uso. O Monolinuron tem um alto potencial de lixiviacéo e estudos sugerem que
é moderadamente persistente em solos. E moderadamente toxico para aves, peixes,
invertebrados aquaticos, plantas aquéticas e minhocas. E relativamente menos toxico para as
abelhas (Lewis et al., 2016). Esse poluente tem na hidrosfera, o compartimento ambiental alvo
para 0 seu deslocamento no meio ambiente, o que implica que as espécies aquaticas estardo
mais expostas a sua agao.

O Diflubenzuron foi classificado como nédo carcinogénico pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), podendo também ser utilizado na psicultura
(Dantzger, 2013). A p-cloroanilina € um metabdlito do diflubenzuron, fazendo parte da sua
estrutura quimica e classificado como carcinogénico (Food and Agriculture Organization of
the United Nations -FAO, 2016), sendo metabolizado ap6s a ingestdo do diflubenzuron.

O Diuron possui caracteristicas de toxicidade e recalcitrancia no meio ambiente (US
EPA, 2003), sendo classificado como extremamente perigoso, principalmente para 0s
ecossistemas aquaticos, afetando organismos como gramineas marinhas, manguezais, corais e
microalgas bentdnicas (Holmes, 2014). Um dos metabdlitos intermediarios do Diuron é a p-
cloroanilina (Figura 13) (Hongsawat e Vangnai, 2011).

A p-cloroanilina é considerada uma substancia que possui natureza bioacumulativa

para algumas espécies de peixes (Danio rerio e Poecelia reticulata) que foram estudas por
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Kdnnecker et al. (2003). Sendo toxica para Lepomis macrochirus, Oryzias latipes e D. rerio,
causando a morte de D. rerio quando exposta a concentracées de 1,8 mg/L™ por um periodo
de trés semanas. Por conseguinte, a p-cloroanilina é também considerada toxica para outros
organismos aquaticos (Photobacterium phosphoreum, Tetrahymena pyriformis, Scenedesmus
subspicatus, Daphnia magna) (Konnecker et al., 2003; Shalch et al., 2005). A p-cloroanilina
também foi encontrada no Rio Yantgtzé na China, apresentando-se como um dos compostos
de maior concentracdo naquele lugar (Matsuura et al. 2014). Em humanos, a p-cloroanilina é
considerada como um cancerigino presente em ambientes de trabalho de acordo com o
Instituto Nacional de Cancer INCA (2013) e pela US EPA (1997). Por conta da importancia
toxicoldgica, a p-cloroanilina juntamente com outras substancias que continham aminas
substituidas foram incluidas pela Comunidade Européia na lista de poluentes que devem ser
monitorados em aguas ambientais (Coquart e Hennion, 1993).

A presenca da p-cloroanilina nos organismos (A. flexuosa, C. rhizophorae e M.
curema) ndo sendo encontrada na agua e no sedimento pode ter sido ocasionada pela
biotransformacdo ocorrida no organismo do animal, sendo ela um produto de degradacdo de
outras substancias. Ndo é comum a presenca desta substancia, naturalmente, no meio
ambiente, pois ela é advinda de alguns produtos sintéticos, principalmente na fabricacdo de
pesticidas a base de uréia (Kingdom e Organisation, 1998). A uréia, assim como a p-
cloroanilina, podem fazer parte dos mesmos poluentes, sendo encontrados na natureza por
conta da degradacao destes compostos.

O Metaldeido foi encontrado na agua nos dois periodos sazonais (Anexo B1) ele é um
agrotoxico da classe dos mulucida que teve, em 2014, o seu uso proibido para aplicacdo
agricola pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2019). Kay e Grayson (2014)
também encontraram variacGes sazonais na distribuicdo desse poluente ao analisar as aguas
do Rio Ouse em Yorkshire no Reino Unido, sendo este agrotoxico também encontrado em
estudos realizados por Rimayi et al. (2018), em é&guas estuarinas do Sul da Africa. Uma
possivel explicacdo para a presenca de Metaldeido na agua pode ser devido ao seu baixo peso
molecular, sendo a agua a matriz ambiental onde ele é mais encontrado (Rolph et al., 2019).
Segundo a base de dados do Ecotox da US EPA (2020), ele é tdxico para crustaceos (Water
flea e Daphnia magna) e peixes (Oncorhynchus mykiss irideus e Cyprinus carpio).

O agrotoxico Prodiamina ¢ um herbicida que tem a finalidade de controlar as ervas
daninhas (US EPA 2014). Apesar deste poluente ter sido encontrado no sedimento, durante o
periodo chuvoso, ele ndo foi identificado em nenhum dos organismos estudados. Mesmo que

0s agrotoxicos ou 0s seus metabolitos ndo estejam bioacumulados em um organismo, isso ndo



87

quer dizer que ele ndo apresente riscos a estes, uma vez que, s&o Varios os tipos de exposicdo
a estes, sejam por contato direto com a pele ou até mesmo por via nutricional. Desta forma,
dados de toxicidade do Ecotox (2017) consideram esse herbicida toxico para varias espécies
aquaticas de crustaceos (D. magna e Americamysis bahia); molusco (Crassotrea virginica) e
peixe (Lepomis macrochirus). Carpenter et al. (2016) encontrou Preodiamina no sedimento de
rios durante os periodos de chuva. O autor atribuiu o0 acontecimento ao escoamento superficial
que ocorre durante esse periodo. De acordo com informacgdes da ANVISA, o Acido giberelico
é aplicado no solo e na area foliar de culturas como a da cana-de-agucar.

As analises das amostras de &gua, sedimento e em organismos indicam a presenca de
diversos poluentes organicos, tais como: fendlicos e derivados de benzeno, detergentes,
produtos para cuidados pessoais, benzoatos, agrotoxicos, substancias inflaméaveis e residuos
corrosivos. Entretanto, identificar as fontes poluidoras destas substancias é algo dificil de
mensurar, uma vez que elas podem entrar nos corpos aquaticos através de diversas rotas, por
serem causadas por fontes difusas de poluicéo.

A reducdo da gquantidade de poluentes emergentes na agua e no sedimento é evidente
durante periodo chuvoso (Anexo Bl e B2), quando comparado a ao periodo de estiagem. Isso
pode ter sido uma consequéncia da dindmica da bacia hidrografica onde se encontra o estuario
do Rio Mamanguape. Pois, no periodo de estiagem, ocorre a reducdo significativa dos fluxos
dos rios devido a um trecho do rio ser intermitente, tornando-o perene proximo a APA
(Rodrigues et al., 2008; ICMBio 2014). Por tanto, no periodo de estiagem 0s poluentes
tendem a se acumular dentro do estuario, mesmo que este receba varia¢es no fluxo e volume
de 4gua ocasionada, neste periodo, apenas pelas marés. Todavia, no periodo chuvoso eles
tendem a se dispersarem, devido ao aumento dos niveis pluviométricos e, consequentemente,
um aumento na correnteza do rio que concomitante a acdo das marés promovem a dispersdo

dos poluentes no corpo aquatico tendo no mar o seu destino final.

4.5 Conclusdo

Conclui-se entdo, que o maior numero de poluentes emergentes encontrados no
presente estudo foram Agentes de produtos industriais, Farmacos, Agrotoxicos e Produtos de
uso pessoal. Dentre eles os Agentes de produtos industriais foram o0s poluentes mais
encontrados em todas as matrizes consideradas. A diferenca significativa para a agua e o

sedimento nos dois periodos sazonais (estiagem e chuvoso) infere que a dinamica da
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dispersdo dos poluentes esta sujeita a influencia das variagdes do fluxo das &guas. Entretanto,
esse mesmo comportamento ndo foi observado para os organismos. Pois, para os bivalves
Anomalocardia flexuosa e Crassostrea rhizophorae ndo houve diferenca significativa quanto
a sazonalidade, assim como para o camardo Litopenaeus schmitti e o peixe Mugil curema,
sendo o A. flexuosa e 0 M. curema as espécies com maior nimero de poluentes identificados.
Desta forma, considera-se que quando o poluente foi identificado nos tecidos eles séo
incorporados independentes da sazonalidade.

A presenca desses poluentes nas matrizes de estudo indica que o corpo aquatico esta
sobre forte pressdo antropogénica, devido aos impactos causados pelas atividades que séo

desenvolvidas no estuario do Rio Mamanguape.
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Anexo B1. Poluentes emergentes identificados na agua do Estuario do rio Mamanguape, em diferentes periodos sazonais (estiagem e chuvoso).

Identificacdo realizada por Cromatografia gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM).

Matriz Ambiental Agua

Periodo de Estiagem

Periodo Chuvoso

N° Substancias
Zona | Zona Il Zona Il Zona | Zona ll Zona 1l
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

1 Tiodiglicol + + + - + + - - + - - - - - - - -
2  Dextroanfetamina - + - - - - - - - - - - - i i R -
3 Gamabufotalina - - - - - - - - - - - - - i R - -
4 2-Etil hexanol - - - - - - - - + - + - - - - - -
5  Fosfato de tributila - - - - - - - - - + + - - - - - -
6  Acetato de prednisolona - - - - - - - - - - - - - - i, - +
7 Acido dodecanéico, 2-metil- - - - - - - - - - + 4 - - - N - .
8  Metaldeido + - + + + + + + + - - - - + - + -
9  Benzeno, 1,3-bis (1-metiletil) - + + + + + + + + + -+ + + - - - -
10 Benzaldeido, 2,4,6-trimetil - - - - - - - - - + o+ - - + + o+ +
11  Acido decandico, éster metilico - - - - - - - - + o+ - - - - - -
12  Cloreto de fumaril - - - - - - - - - + + - - - - - -
13  2,6-Di-terc-butil-P- + + + + + + + - - - - - - - -
14 Acido hexanodioico, éster de + - + + + + + -+ - - . - . .
15  Acetato de hidrocortisona - - - - - - - - - - - - ; i, + - .

Total 5 5 5 3 5 5 4 4 6 5 8 1 1 2 2 2 2
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Anexo B2. Poluentes emergentes identificados no Sedimento do Estuario do rio Mamanguape, em diferentes periodos sazonais (estiagem e

chuvoso). Identificacdo realizada por Cromatografia gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM)

Matriz Ambiental Sedimento

Periodo de Estiagem

Periodo Chuvoso

N° Substancias
Zona l Zona ll Zona lll Zona | Zona ll Zona lll

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S1  S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
1 Uréia + - + + - + + + + - - - - - - - - -
2  1-butanamina, 3-metil- + -+ - - - - - - - - - - - - - - -
3 Etanol, 2-butoxi- + o+ o+ + + + + + + + + + + + - + - -
4 2-Etil hexanol - - - - - - - - - - + + + + + + + -
5 1,2-etanodiamina, N, N, n'- + o+ - - - - - - - - - - - - - - - -
6  2-propanol, 1-(2-butoxyethoxy)- + -+ + - - - - - - - - - - - - - -
7  Caprolactam + o+ - + + + + - + - - - - - - - - -
8 Nitrito sec-butilico - - - - - - + - + - - - - - - - - -
9  1-decanol + o+ o+ + + + + + + - - - - - - - - -
10 Ftalano + + o+ + + + + + + - - + + + - + - -
11 1 Dodecano + o+ o+ + + - - - - - - - - - - - - -
12 Tetradecano +  + O+ + + + + + + - - - - - - - - -
13  Hexadecano +  + O+ + - + + + + - - - - - - - - -
14 2,4-di-tert-Butilfenol + o+ O+ + + + + + + - + + + + + + + -
15  Cloroetano - - - - - - - - - - - + + + - + + .
16  Acido hexanodioico, éster - - - - - - - - - - - - - - - - + .
17  Ergolina - - - - - - - - - - - + + - - + + .
18 Prodiamina - - - - - - - - - - + + + + + . . .
19 Digitoxin - - - R - - _ R - - _ + R R R R - -
20  Acido undecandico, hidroxi- - - - - - - - - - - + + _ - . 3 .
21 N-heptadecanol-1 + - % - - + - - - - - - - - - - - -
o3  Etisterona . . . + . + + - - - R - , - - - - -
Total 13 9 11 11 7 10 10 7 9 1 4 9 8 6 3 6 5 0




Anexo B3. Poluentes emergentes identificados em Anomalocardia flexuosa em dois periodos
sazonais (estiagem e chuvoso). Identificacdo realizada por Cromatografia gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/EM).

Anomalocardia flexuosa

N° Substancias Periodo de Estiagem Periodo Chuvoso
1 Azetidina + +
2 1-decanol + +
3 1 Dodecano- + +
4 Tetradecano + +
5 Etanol, 2-butoxi- - +
6 Hexadecano + +
7 Benzaldeido - +
8 2-Etil hexanol - +
9 Ftalano + +
10 2,4-di-tert-Butilfenol + +
11 p-cloroanilina + -
12 Acido giberélico + -
Acido 9-Octadecenoico (2) -,
13 éster metilico ) *
14 Benzofenona + -
Acido hexadecandico, éster
15 o + +
metilico.
16 3jciclc_>hexeno—l—acetaldeido, o, 4- ) +
dimetil-
17 2'-P_ropanamina,_ 2_-met,il- + +
18 Acido hexanodioico, éster de ) +
dioctilo
19 Tridecilamina - +
20 Digitoxin + -
21 Efedrina + -
22 Beclometasona + -
23 Gamabufotalina + -
24 Acetato de prednisolona + -
25 Acetato de hidrocortisona + -
26 Acido undecangico, hidroxi-, i .

lactona
Total 18 17




98

Anexo B4. Poluentes emergentes identificados em Crassostrea rhizophorae durante dois
periodos sazonais (estiagem e chuvoso). ldentificacdo realizada por Cromatografia gasosa

Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM).

Crassostrea rhizophorae

N° Substancias Periodo de estiagem Periodo Chuvoso
1 1-tetradeceno + +
2 Etanol, 2-butoxi- - +
3 Acido 2-metilciclopropanocarboxilico - +
4  Ftalano + +
5  Fenol - +
6 1 Dodecano + -
7  p-cloroanilina + +
8  Hexadecano + -
9 2 4-di-tert-Butilfenol + +
10  N-heptadecanol-1 + -
11 Acido hexadecandico, éster metilico. + -
12 cis-9-Tetradecen-1-ol - +
13 Acido tridecandico, éster metilico - +
14  Acido 9-Octadecendico (Z) -, éster + +
metilico
15 Beclometasona + -
16 2-Pentanamina, 2,4,4-trimetil- - +
17 3-ciclohexeno-1-acetaldeido, o, 4-dimetil- - +
18 Bisfenol - +
19 Acido giberélico + -
20 Efedrina + -
21 Acido undecandico, hidroxi-, lactona - +
12 14

Total
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Anexo B5. Poluentes emergentes identificados em Litopenaeus schmitti em diferentes
periodos sazonais (estiagem e chuvoso). Identificacdo realizada por Cromatografia gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM).

Litopenaeus schmitti

N° Substancias Periodo de Estiagem Periodo chuvoso
+
1  1-decanol +
2  Etanol, 2-butoxi- - +
3 Nitrito sec-butilico - +
4 Acido carbamico, fenil éster - +
5 Fenol - +
6  Ftalano + +
7  Estireno +
8 1 Dodecano + -
9 1-tetradecene + -
10 Hexadecano + -
11 N-heptadecanol-1 + -
12 2,4-di-tert-Butilfenol + +
13 Benzofenona - +
Acido hexadecanoico, éster
14 o + -
metilico
15 Acido 9-Octadecendico (Z) -, éster i .
metilico
16  Floxuridina + -
17 Efedrina + -
18 Bisfenol + +
19 Digitoxin + -
o0 Metilanfetamina - +
1 Pregn-4-eno-3,20-diona, 11- N )
hidroxi, (11a) -
Total 13 12
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Anexo B6. Poluentes emergentes identificados em Mugil curema em diferentes periodos
sazonais (estiagem e chuvoso). Identificacdo realizada por Cromatografia gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/EM).

Mugil curema

Periodo chuvoso

N° Substancias Periodo de estiagem
1 Etanol, 2-butoxi- - +
2 Ftalano + -
3 1 Dodecano + +
4 2-Propanamina, 2-metil- - +
5 Acido decanoico, éster metilico - +
6 Tridecilamina - +
7 Acido undecanéico, hidroxi-, lactona - +
8 1-tetradecene + -
9 p-cloroanilina + +
10  N-heptadecanol-1 + +
11 2,4-di-tert-Butilfenol + +
12 Hexadecano + +
13 3-ciclohexeno-1-acetaldeido, a, 4-dimetil- - +
14  Benzamida, N, N-dietil-4-metil- + +
15  Fenol, p-terc-butil- + +
16  Efedrina - +
17 Benzofenona + -
18  Acido giberélico + -
19  Acido 9-Octadecendico (Z) -, éster metilico + -
20  10-acido undecendico, éster metilico + +
21 Pregn-4-eno-3,20-diona, 11-hidroxi, (11a) - + -
22  Etisterona + -
23 2-Pentanamina, 2,4,4-trimetil- - +
24 Floxuridina + -
25  Ciclo-hexeno, 1-metil-4- (1-metiletilideno) - + +
26  Digitoxin + +
Total’ 18 18
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Resumo

ConcentragGes de metais foram medidas para Al, As, Cd, Cr, Hg, Sr, Ni, Pb e Zn em
sedimentos ao longo de nove sites em dois periodos (estiagem e chuvoso), e em tecidos de
organismos para o periodo seco no Estuario do Rio Mamanguape no Brasil. O potencial de
bioacumulagdo de metais em tecidos foi avaliada usando o fator de bioacumulacéo (BAF). O
estuario sofre uma grande pressdo antropogénica, principalmente pela cultura de cana-de-
acucar que é desenvolvida em suas redondezas. As concentracfes de metais no sedimento
foram diferentes de acordo com os periodos (estiagem e chuvoso) com a<0,05 de
significancia, com o periodo chuvoso apresentando as maiores concentracfes. Correlacdes
positivas entre as concentragdes de metais e a granulometria (lodo e argila) foram encontradas
para ambos os periodos. Concentragdes maximas de As (9 mg/kg), Cr (513 mg/kg) e Ni (33.8
mg/kg) para o periodo seco, estiveram acima dos limites para valores estimados pelas
agéncias internacionais e As (9 mg/kg) e Hg (0.13 mg/kg), estiveram também acima dos
limites para o periodo chuvoso. A Crassostrea rhizophorae apresentou (868.1 mg/kg) de
concentracdo de metais. Em Anomalocardia flexuosa, C. rhizophorae, Litopenaeus schmitti e
Mugil curema as concentragdes de Al, As, Cd, Cr, Hg, Sr, Ni and Zn estiveram acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo para consumo humano. O BAF mostrou bioacumulagéo
de As, Cd, Hg, Ni e Zn na A. flexuosa; As, Cd, Sr e Zn na C. rhizophorae; Cd, Hg e Zn no L.
schmitti; e Cd, Hg e Zn em M. curema. Conclui-se que de acordo com as agéncias
internacionais, alguns metais encontrados no sedimento e em tecidos de torganismos
excederam os limites estabelecidos, indicando que o Estuario do Rio Mamanguape esta sobre
a influéncia de acOes antropogénicas.

Palavras-chave: Fatores de bioacumulacdo, periodos sazonais, pesticidas, escoamento
agricola
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5.1 Introdugéo

Estuarios sdo caracterizados por uma varidade de condigdes ambientais dinamicas,
formando um gradiente ambiental com diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas, bem como salinidade, granulometria do sedimento e fauna (Barletta et al., 2016).
Esses ecossistemas tem alta produtividade e sdo essenciais para a vida de muitos peixes,
invertebrados e outros animais (Diaz-Jaramillo et al., 2010). Ecossistemas estuarinos sdo as
principais vias de transferéncia de &gua, sedimento, nutrientes e poluentes aos oceanos. A
maioria dos estudrios na América do Sul enfrenta um desenvolvimento descontrolado de
centros urbanos e industriais em seu entorno, além de uma vasta expansao da agricultura e
aquacultura. A falta de saneamento basico e de gestdo ambiental, altas cargas de nutrientes e a
presenca de poluentes ao longo do estuario causam mudancas hidrolégicas (Barletta et al.,
2018). Entre as substancias perigosas, metais sdo prioritariamente poluentes gracas a sua
toxicidade, persisténcia e habilidade de serem incorporados na cadeia alimentar, resultando
em sérios danos a biota aquéatica (Machado et al., 2017).

Atividades antropogénicas contribuem significativamente para o lancamento de metais
no meio ambiente, atraves de processos industriais, mineracdo, efluentes domésticos, e da
lixiviacdo das regides de cultura de cana que utilizam agroquimicos. Esses poluentes tem a
habilidade de precipitar e dissolver, portanto, suas concentracdes podem aumentar ou
diminuir, dependendo do processo de precipitacdo (Oliveira et al., 2011). Assim sendo,
avaliar a distribuicdo de metais nos periodos sazonais (estiagem e chuvoso) contribui para o
entendimento dos diferentes meios de disperséo desses elementos de acordo com a mudanca
desazonalidade (Tiwari et al., 2019). O sedimento, especialmente particulas de tamanho
menor, servem como principais transportadores de metais (Sun et al., 2018). Em um estudo
prévio conduzido no estuario do Mamanguape, (Alencar 2010) indicou que as concentracdes
de metais elevadas no sedimento pontuam a influéncia de fontes antropogénicas locais.

Cruz et al. (2013) encontraram altas concentragOes de metais em sedimentos de silte e
argila. Portanto, a granulometria juntamente com as analises quimicas de metais podem
explicar a distribuicdo paterna dos metais nos sedimentos (Sun et al., 2018). Algumas
espécies ingerem material particulado e alguns organismos que vivem nos sedimentos, razao
pela qual eles sdo chamados de sedimentivoros (Bergonci e Thomé, 2008). Desse modo,
muitas substancias danosas aos seres vivos sdo incorporados em seus tecidos, o que faz dos

moluscos um grupo potencialmente perigoso para seus consumidores e bons indicadores
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bioldgicos da qualidade da agua e do sedimento. Consumo de peixe com altos niveis de
metais pode ser cancerigeno, aumentando os niveis de risco a saude humana (Singh et al.,
2014). Estudos em organismos sd0 necessarios porque 0S metais presentes no ambiente
podem bioacumular ao longo dos niveis tréficos. O fator de bioacumulacdo (BAF) € usado
para medir 0 quanto um organismo pode bioacumular contaminantes do ambiente (sedimento,
agua e outros organismos) (Klavin$ et al., 1998; US Epa, 2000; Voigt et al., 2014). Desse
modo, para BAFs >1 a bioacumulagdo ¢ considerada. Portanto, a utilizagdo desse fator ¢
importante para a medi¢do da bioacumulagdo. A concentracdo dos contaminantes pode ser
mesurada em todo o organismo ou em partes especificas do corpo (brénquias, figado ou
musculos), sendo assim, estudos da fauna associados com os sedimentos estuarinos podem
prover informacgdes importantes, considerando o processo de bioacumulacdo (Kwok et al.,
2014).

Tempos de resisténcia e persisténcia sdo dificeis de interpretar para metais (Souza
Machado et al., 2016) e nédo estdo relacionados a toxicidade nos organismos e exposi¢ao do
mesmo modo gque contaminantes degradaveis, isso porque 0s metais ndo degradam através de
suas formas idnicas. Entre os metais pesados, As, Cr, Hg, Pb, e Ni sdo comumente usados
para medir a qualidade dos sedimentos aquéticos (Capello et al., 2016; Hosokawa et al.,
2020). O Mercurio é reconhecido como um dos poluentes com maior potencial toxico e alta
capacidade de bioacumulacdo em organismos e biomagnificacdo ao longo da cadeia
alimentar, tendo um ciclo eficiente no ambiente, causando grande preocupacdo ambiental
(Araujo, 2010b).

Os moluscos Anomalocardia flexuosa e Crassostrea rhizophorae (parte do sedimento
da biota), camardes da familia Penaeidae e peixes da familia Mugilidae, sdo abundantes no
Estuario do Rio Mamanguape e usados como fonte de comida e de renda. Portanto, é
importante, para a saude publica e ambiental, identificar os niveis de metais e tomar medidas
para evitar riscos toxicoldgicos para a populacdo através da ingestdo dos organismos afetados.
Desse modo, um entendimento dos processos, do comportamento e destino dos metais no
meio ambiente é essencial para direcionar os planos de monitoramento de risco ambiental,
levando em consideraco que o estuario do Rio Mamanguape é parte de uma APA (Area de
Protecdo Ambiental). Os objetivos desse estudo foram avaliar a acumulagdo de metais (Al,
As, Cd, Cr, Hg, Sr, Ni, Pb and Zn) no sedimento e em tecidos de organismos (C. rhizophorae,
A. flexuosa, Litopenaeus schmitti and Mugil curema). Os periodos de amostragem (seco e

chuvoso) foram considerados para o sedimento e somente 0 periodo seco para tecidos de
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organismos. Também avaliamos a bioacumulagdo potencial de metais em tecidos de C.
rhizophorae, A. flexuosa, Litopenaeus schmitti e Mugil curema, usando o fator de

bioacumulacdo (BAF).

5.2 Material e métodos

5.2.1 Area de estudo

A amostragem foi realizada no estuario do Rio Mamanguape no estado da Paraiba em
Dezembro de 2017, durante o periodo seco (10,9 mm de precipitagdo), e em Junho de 2018,
durante o periodo chuvoso (73,8 mm de precipitacdo). O estuario estd localizado no nordeste
do Brasil, (6°43’- 6°51°S and 35°67°- 34°54°W) (Fig. 14), além de ter uma extensdo norte-sul
de 25 km, onde uma area de protecdo ambiental (APA) foi instituida pelo Decreto No. 924 de
10 Setembro de 1993. De acordo com o sistema Kdppen, o clima regional é quente e umido,
tipo As’, com a temperatura do ar variando de 25 a 30°C. O periodo chuvoso ocorre de
Fevereiro até Julho, e o periodo seco ocorre de Outubro até Dezembro (AESA, 2017). O
meses de Janeiro, Agosto e Setembro sdo periodos de transicdo entre os periodos chuvoso e
seco. A APA do Rio Mamanguape tem uma area de 14.460 ha na mesoregido da zona de
floresta, situada na costa norte do estado da Paraiba, cobrindo uma vasta expansao de praias,
dunas, restingas, falésias, manguezais, ilhas e bancos de areia. Sua criagdo ocorreu para uma
maior protecdo, controle, uso sustentavel dos recursos ambientais, e para a protecdo do peixe-
boi (Trichechus manatus). A regido de Mamanguape continua tendo a maior area de
manguezal na Paraiba, enquanto que 27% da area de municipio de Mamanguape é ocupada
por plantacdes de cana-de-agucar, localizadas ao redor do estuario e abrangindo campos de
cultivo extensivo, substituindo areas de floresta tropical. Ao redor dessa APA, Rodrigues et
al. (2008) identificou um numero de espalhadas fontes de poluicdo, bem como depdsitos de
despejo de residuos sélidos ao longo da reserva, como também a disposi¢do impropria de
esgoto doméstico dentro do estuario e o desenvolvimento de industrias e de atividades de
servico publico. A APA é o lar dos principais remanescentes de mangue do Nordeste do
Brasil, a qual tem habitats naturais para a preservacao das espécies endémicas ameacadas de
extingdo do Rio Mamanguape e do Rio Miriri, uma razdo inicial para a criagcdo dessa unidade
de conservacdo (Rodrigues et al., 2008). Nessa regido, hd também o desenvolvimento de

atividades de carcinicultura (L. schmitti).
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Fig. 14 Localizacdo geogréfica da area de estudo no Estuéario do Rio Mamanguape, Paraiba-
Brasil com os locais de amostragem: 1, 2, 3,4,5,6,7,8¢ 9.

5.2.2 Procedimentos de campo e laboratério
5.2.2.1 Amostragem no sedimento

As amostras foram coletadas na zona de maré baixa em 9 sites ao longo do estuario,
(Fig.14). Cada site foi georeferenciado (GPS GARMIN 60CSX), em um vértice previamente
definido pelos autores, de acordo com as médias de gradiente de salinidade partindo de 25 e
indo até 35 PSU. Um refratbmetro de salinidade (modelo VX100SG) foi utilizado para
determinar a salinidade de cada site de amostragem. A coleta de sedimento e o processamento
ocorreram de acordo com a US EPA (2001). Amostras de sedimento foram coletadas a uma
profundidade de 0-10 cm com o auxilio de um corer. As amostras foram armazenadas em

sacos de polietileno previamente descontaminados com 10% de solucdo de HNO3 A cada site,
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cinco amostras simples foram coletadas, compondo 1 kg de amostra composta. As amostras
foram misturadas em uma bandeja de polietileno e as branquias e escamas foram removidas,
obtendo um total de 18 amostras, 9 durante o periodo chuvoso e 9 durante o periodo seco.

No laboratério, as amostras in natura foram secas a temperatura ambiente,
pulverizadas e entdo quarterizadas. Para identificagdo posterior dos poluentes inorganicos,
uma subamostra de 100 g de cada amostra foi coletada. Subsequentemente, as amostras foram
maceradas usando o almofariz e o pistilo e entdo passados em uma peneira de a<63um. Por
fim, os analitos foram extraidos das amostras.

Amostras de sedimento foram também coletadas em cada site de amostragem para
avaliar a composi¢do granulométrica. Para isso, as amostras foram secas em um forno por
60°C por 72 h. As amostras foram entdo descomprimidas e agitadas em peneiras sobrepostas
para classificacdo particular: argila (<63 um ), silte (63-125 pum), areia média (250-500 um) e
areia grossa (500-1000 pm).

5.2.2.2 Amostragem nos organismos

As amostras dos organismos usadas nesse estudo foram coletadas durante o periodo
seco (Dezembro de 2017). Amostras de A. flexuosa foram coletadas nos sites 8 e 9; C.
rhizophorae nos sites 1, 2 e 3; L. schmitti foi adquirido em uma fazenda de camardes préxima
ao site 7 e M. curema foi coletado ao longo do estuério (Fig. 14). As amostras foram entdo
armazenadas a 4°C no campo e transportadas em resfriadores para as instalagdes do
laboratorio para armazenamento a -20°C. Os parametros morfométricos dos organismos foram
gravados com um caliper digital (INOX 0-150 mm). Os bivalves foram abertos in natura com
0 uso de uma espatula de aco inoxidavel, e somente a carne foi usada para as determinagdes
dos analitos de interesse. Para C. rhizophorae, 40 espécimes foram usadas com tamanho
variando de 5-10 cm. Para A. flexuosa 360 espécimes foram utilizados, onde eles foram
classificados por classes de largura da valvula, nomeadamente de 1,0 até 2,0 (n 120), 2,1 ate
2,4 (n 120) e >2,4 cm (n 120).

Amostras do camardo L. schmitti as quais mediam 9 cm de comprimento, foram
também divididas em camardo completo (exoesqueleto e cefalotérax), camardo semi-
completo (com exoesqueleto sem cefalotorax), e camardo simples (sem cefalotorax e

exoesqueleto), 20 espécimes foram utilizadas para cada classe.
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O peixe foi ordenado em pequeno, médio e grande, medindo <16, 17-27 e 28-33 cm,
respectivamente. O peixe foi filetado, e somente as branquias, figado e tecidos musculares
foram utilizados. Para cada classe de tamanho de peixe, 800 g de amostra foram colhidas.
Finalmente, as amostras de animais foram secas em um forno a 65°C por 48 horas.

NOs obtivemos uma licensa para realizar a pesquisa e a coleta das amostras através de
autorizacdo concedida pela licensa permanente do Ministério do Meio Ambiente, Instituto
Chico Mendes para Conservacéo da Biodiversidade e Autorizacdo do Sistema de Informacao
de Biodiversidade (ICMBIio/SISBIO), # 58456-1/58456-2). Essa autorizacdo estd em

conformidade com a Decisdao Normativa n® 03/2014.

5.2.3 Identificacdo e quantificacdo da concentracdo de metais no sedimento e em tecidos de
organismos atraves de ICP-OES/ICP-MS.

As amostras foram digeridas com agua régia (HNO3z mais HCI, 1:3), 18 ml por 0.25 g
de amostra. A digestdo foi realizada em um bloco de digestdo e a mistura foi entdo filtrada. O
método para digestdo das amostras foi de acordo a US EPA , método N° 3050B (US EPA,
2001) e 3051A (US EPA, 2007). As técnicas usadas para identificagdo e quantificacdo de
metais foram: espectrometria de emisséo Optica de plasma acoplada indutivamente (ICP-OES)
para analisar Al, Cr, Sr, Ni e Zn e espectrometria de massa de plasma acoplada indutivamente
(ICP-MS) para analisar As, Cd, Hg e Pb. No presente estudo, dois modelos de emissdo de
espectro optico e dois modelos de espectometria de massa foram utilizados, ICP-OES: Optima
7300DV e 5300DV e ICP-MS: Nex lon 300X e Elan DRC II.

Para estimar a variabilidade aceitavel para cada elemento, nés utilizamos o conceito de
Thompson (1988). O controle de qualidade para as amostras e nos processos analiticos se deu
pela inclusdo de brancos de preparacdo e brancos analiticos. Os materiais de referéncia

certificados; as duplicatas e as réplicas analiticas foram avaliadas para todas as amostras.

5.2.4 Bioacumulacdo de metais

A Dbioacumulagdo foi mesurada em A. flexuosa, C. rhizophorae, L. schmitti e M.
curema através do fator de bioacumulagdo (BAF) de acordo com Klavins et al. (1998), US
EPA (2000), Kwok et al. (2014) e Voigt et al. (2014). O célculo do BAF considerou somente

0 perido seco de amostragem, para organismos e sedimento. A bioacumulacdo é positiva
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quando as concentracOes de metais no organismo sdo maiores que as concentracdes de metais

no sedimento. Portanto, para valores >1, a bioacumulacdo ¢ considerada (Eq. 1),
BAF= Cy/Cs (Eq.1)

onde: Cp é a concentracdo de metais no organismo e Cs é a concentracdo de metais no
sedimento. O célculo do BAF considerou somente as concentracdes do sedimento de acordo

com os sites onde as amostras dos organismos foram coletadas.

5.2.5 Anélise de dados

Uma anélise ndo paramétrica PERMANOVA foi realizada para determinar se no local
haviam diferencas entre as concentracdes de metais no sedimento, entre os diferentes periodos
sazonais (estiagem e chuvoso), considerando testes com 9999 permutacGes e nivel de
significancia de 0<0,05. O software utilizado foi o PRIMER + PERMANOVA 6.0. A
distancia euclidiana foi utilizada como medida de dissimilaridade entre os sites. Correlagdes
entre os componentes granulométricos e o metais foram avaliadas considerando o coeficiente
de Pearson, usando o pacote corplot (Wei et al., 2017) no software R, versdo 3.5.2 (R Core
Team, 2018).

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Composicao granulométrica e concentracao de metais no sedimento

As maiores proporcdes de sedimento distribuidas ao longo do estuério foram de areia
grossa e areia média, com 21,6% e 16,1% para o periodo seco e 28% e 22,7% para 0 periodo
chuvoso, respectivamente. Silte e argila estavam distribuidas ao longo do estuario conforme a
analise granulométrica. Os percentuais maximos de silte e argila, para o periodo seco,
estiveram presentes nos sites 3-8 e para o periodo chuvoso, nos sites 2, 3, 5-8. Entretanto, para
o site 4, durante o periodo seco, os percentuais de silte (26,4%) e argila (4,6%) foram maiores.
Durante o periodo chuvoso os maiores percentuais de silte estiveram presentes no site 6
(31,2%) e argila (7,3%) no site 8. Os percentuais minimos de silte e argila foram encontrados

nos sites 1, 2 e 9, para o periodo seco, e nos sites 1, 4 e 9 para o periodo chuvoso. Porém, para
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o0 site 7, durante o periodo chuvoso, os percentuais de silte (16%) e argila (1,7%) foram

menores que no periodo seco (19,4%) e (4,1%), respectivamente (Figura 15).

Estiagem Chuvoso
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Composicdo granulométrica (%)
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9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 15 Composicdo granulométrica da areia grossa, areia media, silte e argila, ao longo

dos sites no sedimento do estuario do Rio Mamanguape (Brazil) durante o periodo seco e
chuvoso.

As concentragdes de metais foram diferentes nos sedimentos com a<0,05 de
significancia entre os periodos chuvoso e seco. Os metais Al, Cd, Hg, Ni, Pb e Zn (Tabela 7)
tiveram as mais altas concentragfes no sedimento para o periodo chuvoso. Os sites (3-8)
apresentaram as maiores concentracbes de metais para ambos os periodos (estiagem e
chuvoso) (Anexo C). Esses sites (3-8) também apresentaram a maior porcentagem de silte e
argila (Fig.15).

As concentracdes de As (maximo de 9 mg/kg e minimo de 1 mg/kg) e Cr (maximo de
513 mg/kg e minimo de 18 mg/kg) estdo acima dos limites estabelecidos pela Agéncia
Canadense de Meio Ambiente (CCME, 2002) para o periodo seco e As (maximo de 9 mg/kg e
minimo de 1 mg/kg) e Hg (maximo de 0,13 mg/kg e minimo de 0,01 mg/kg) para o periodo
chuvoso (Tabela 7). As, Cr e Ni (maximo de 33,8 mg/kg e minimo de 5,2 mg/kg) estiveram
acima dos valores de diretrizes propostos pela NOAA Programa Nacional de Status e
Tendéncias (Long et al., 1995) para ambos os periodos (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias, medianas, minimas e maximas de concentragdo, n=18 para todos 0s metais
(9 periodo seco e 9 periodo chuvoso). Nivel de Efeito Limiar/Nivel Provavel de Efeito
(TEL/PEL), Efeitos de Alcance-Baixo/Efeitos de Alcance Médio (ERL/ERM) e Nivel
Minimo de Risco (MRLs) valores de referencia de metais para amostras do sedimento no
estuario do Rio Mamanguape (mg/kg, dw), durante o periodo seco e chuvoso.

Estiagem
Metals . . . Valores de referéncia
(mg/kg, dw) Media  Mediana Max gL PEL  ERL ERM
Al 9144.44 12700 700 17300 * * * * 7000 - 100000
As 5.44 6 1 9 724(3) 4116 82(3) 70
Cd 0.04 0.05 0.01 0.08 0.7 4.2 1.2 9.6
Cr 172.78 40 18 513 52.3 160 (3) 81 370 (2)
Hg 0.05 0.05 0.01 0.07 0.13 0.7 0.15 0.71
Sr 238.64 329.7 8.1 546.8 * * * *
Ni 14.01 11.7 5.2 33.8 * * 20.9 (1) 51.6
Pb 8.82 10.8 2 15.6 30.2 112 46.7 218
Zn 32.67 38 10 70 124 271 150 410

Chuvoso

Metals Media  Mediana . Valores de referéncia
(mg/kg, d.w) TEL PEL ERL ERM
* * * *

Al 2191111 26300 1000 31300 7000 - 100000

As 4.89 6 1 9 724(1) 4116 82(1) 70

Ccd 0.06 007 001 011 07 42 1.2 9.6
cr 40.33 49 9 51 52.3 160 81 370
Hg 0.08 009 001 013 013(1) 07 0.15 071
Sr 111 73.7 85 4751 * * * *

Ni 13.39 16.9 13 185 * * 20.9 51.6
Pb 16.31 20.3 17 223 30.2 112 46.7 218
Zn 52.89 61 2 80 124 271 150 410

Os nimeros em parénteses sao 0 numero de excessos de cada diretriz, * indica a auséncia de
valores de referéncia, Nivel de Efeito Limiar/Nivel de Efeito Provavel — TEL/PEL (CCME,
2002), Efeitos de Alcance-Baixo/Efeitos de Alcance Medio - ERL/ERM — NOAA (Long et
al., 1995), Niveis Minimos de Risco — MRLs (ATDSR, 2011).

As concentragbes de As no sedimento se encontraram acima da TEL e da ERL para
ambos os periodos, com valores maximos de 9 mg/kg (Tabela 7). Efeitos para As foram
observados em concentracdes partindo de 8,2 mg/kg, de acordo com a ERL. Alguns
agroquimicos bem como o herbicida arsenato de metano monossédico (MSMA), do grupo
quimico dos organoarsénicos, sdo amplamente utilizados em culturas de cana-de-aglcar. O
ingrediente ativo MSMA ¢ classificado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), N. 84, de 15 de Outubro de 1996, como muito
perigoso, recobrando o potencial para danos ambientais. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) expediu uma nota técnica em 2002 para a reavaliacdo toxicoldgica do
ingrediente ativo MSMA pois, sendo um elemento organico, poderia causar riscos a saude
humana.

A concentracdo méaxima de Al (31300 mg/kg) para o periodo chuvoso encontrada

nesse estudo pode ser considerada alta quando comparada ao estudo conduzido por Tyler
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Mehler et al. (2019), onde os autores encontraram concentragdes entre 2460 e 23100 mg/kg
em sedimentos aquaticos de minas desativadas de extracdo de metal na Tasmania, Australia.

No presente estudo, o periodo chuvoso apresentou concentragfes maximas de Hg
(0,13 mg/kg) comparadas ao periodo de estiagem de 0,07 mg/kg. Em adicdo, a queima dos
campos, durante o corte da cana, acelera o processo de remobilizacdo do Hg do solo para a
atmosfera, contribuindo para a ampla distribuicdo desse elemento. A correlacdo entre as
concentracOes de metais para silte e argila foram maiores durante o periodo seco, Cr (-0,76
para silte e -0,78 para argila) e Ni (-0,38 para silte e -0,34 para argila), as quais apresentaram
correlagBes negativas para o periodo de estiagem. Todos os metais apresentaram correlacdes
positivas para o periodo chuvoso. Al e As foram 0s metais que apresentaram as maiores
correlagdes com o silte e a argila durante o periodo de estiagem.

O As apresentou mais correlacdo durante o periodo chuvoso se comparado ao periodo
seco. Devido aos processos de adsorcdo, os metais tendem a acumular em sedimentos de
particulas de tamanhos menores , explicando o quanto as analises granulométricas sdo
importantes e podem revelar muito sobre a distribuicdo dindmica dos poluentes (Gier e Johns,
2000). Desse modo, grandes correlacdes de metais foram observadas em fragcdes de silte e
argila para os dois periodos de amostragem (estiagem e chuvoso) (Figura 16). Metais sdo
tipicamente concentrados em sedimentos finos, devido em parte a sua area de superficie
especificamente alta e também a capacidade de adsorcdo e de atracdo i6nica de pequenas
particulas (Gao et al., 2018).

A g < B % & Correlacéo positiva _
< E ) TQO:) orrelacao negativa _
A. grossa < A. grossa <
A. média A. média
Silte Silte
Argila Argila
Al Al
As As
Cd Cd
Cr Cr
Hg Hg
Sr Sr
Ni Ni
Pb Pb
Zn Zn
[ | [ — — |
-1 -08-06 -04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08 -0.6 -04 -02 0 02 04 06 08 1

Fig. 16 CorrelacGes entre as concentragdes de metais e a granulometria do sedimento durante
0s periodos de amostragem A seco e B chuvoso no estuario do Rio Mamanguape-Brasil.
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5.3.2 Concentragdo de metais em tecidos de A. flexuosa, C. rhizophorae, L. schmitti e M.
curema

Os mesmos metais encontrados no sedimento foram também identificados em tecidos
de A. flexuosa e C. rhizophorae, L. schmitti e M. curema. Em Anomalocardia flexuosa, C.
rhizophorae, Litopenaeus schmitti e Mugil curema as concentracfes de Al, As, Cd, Cr, Hg,
Sr, Ni e Zn estiveram acima dos limites estabelecidos pela legislacdo para consumo humano
(Tabela 8). De acordo com os valores de BAF, as concentragdes de As, Cd, Ni, Hg e Znem A.
flexuosa; As, Cd, Sr e Zn em C. rhizophorae; Cd, Hg e Zn em L. schmitti; e Cd, Hg e Zn em
M. curema (Tabela 8), indicaram bioacumulagao (Klavins et al., 1998; Voigt et al., 2014).

Altos montantes de Al no sedimento (700-17.300 mg/kg) e baixos montantes nos
organismos podem estar relacionados as propriedades desse elemento, pois geralmente o Al
ndo € bioacumulavel, dado que a maior parte do Al presente nos sedimentos finos (aqueles
que sdo ingeridos principalmente pelos organismos filtradores) é de silicatos de Aluminos.
Essas particulas ndo sdo incorporadas pelo organismo em seus tecidos, entretanto, a
biomagnificagdo nédo é esperada para ocorrer em cadeias alimentares devido a sua toxicidade
para varios organismos aquaticos e o Al ndo é facilmente incorporado no corpo do animal e
continua sendo excretado em sua fase juvenil (Rosseland et al., 1990). Todavia, A. flexuosa
foi o Unico organismo que mostrou uma concentragdo maior de Al. Concentra¢des variaram
de acordo com a classe morfométrica de 1-2, 2,1 — 2,4 e > 2.4 cm com 100, 200 e 200 mg/kg,
respectivamente (Tabela 8). De acordo com a Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e
Doencas, a bioacumulacdo de Al pode causar efeitos negativos durante o desenvolvimento
neuroldgico e dos orgdos do sistema nervoso, com o maximo de 1 mg/kg de massa corporal

recomendada por semana, segundo a Organiza¢do Mundial de Salde.
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Tabela 8 ConcentracBes de metais no periodo seco para Anomalocardia flexuosa (n=360,
120 por classe), Crassostrea rhizophorae (n=40), Litopenaeus schmitti (n=60, 20 por classe) e
Mugil curema (24009, 800g por tamanho) tecidos, resultados expressados em mg/kg, d.w.

Organismos | Concentracao de metal mg/kg, d.w
Cd Cr Hg Sr Ni
A. flexuosa
1.0-2.0 cm 100*  8%(2)  0.07*(7) 17 0.04(2) 91.3* 76%(0) 07  76*(5)
2.1-2.4cm 200 9*(2)  0.07*(7) 30* 0.05 (3) 75.8% 141*1) 06 61* (4)
>2.4cm 200  10%(3) 0.12*(17)  34*  0.05(3) 84.4*  157%(1) 09  68*(5)
C. rhizophorae
5-10 cm 100*  5%(2)  0.29% (6) o* 0.01 124*(6) 3.9* 04  623*(18)
L. schmitti
Camardo completo 100* 3* 0.03* 2% 0.11 (2) 197* 0.5* 0.2 65* (2)
Camardo semi-completo 100* 3* 0.01* 1* 0.16 (2) 146* 0.5* 0.2 61* (2)
Camardo simples 100* 3* 0.17* (2) 3* 0.15(2) 19.4* 0.7* 0.3 55* (1)
M. curema
<16 cm 100* 2% 0.05* (1) 5* 0.06 (1) 34.4% 1* 0.8  43*(1)
17-27 cm 100* 1* 0.01* 3* 0.04 (1) 25.9* 0.5* 0.3 44* (1)
28-33 cm 100* 2% 0.01* 13* 0.06 (1) 105* 4.2* 0.3 39* (1)

*indica os valores de referéncia de acordo com o MRLs (ATSDR, 2011; ATDSR, 2020;
WHO, 2012), os numeros sublinhados indicam os valores de referéncia de acordo com a
(ANVISA, 2013), os numeros em negrito indicam os valores de referéncia de acordo com a
TWI (EFSA, 2011; EFSA, 2012; FAO/WHO, 2011), os nimeros em parénteses indicam 0s
valores de BAF.

As concentragfes de As para A. flexuosa (todas as classes de tamanho) e C.
rhizophorae se encontraram acima dos limites (1 mg/kg) autorizados pela Agéncia Nacional
de Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA — Resolucéo da Diretoria Colegiada No. 42, de
29 de Agosto de 2013), a qual proporciona para 0 MERCOSUL — Regulacdo Técnica em
Limites Maximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos. Todavia, niveis de As em
algumas amostras de tecido excederam os parametros brasileiros, arsénicos em frutos do mar
estdo presentes em sua forma organica ndo-toxica (Edmonds e Francesconi, 1993). As
concentracOes mais altas de As foram observadas em A. flexuosa na maior classe de tamanho
(>2,4 cm) com 10 mg/kg, C. rhizophorae 5 mg/kg, L. schmitti para todos os tamanhos 3
mg/kg, e M. curema 2 mg/kg nas classes <16 cm e 28-33 cm.

De acordo com a ATSDR (2020), os limites minimos de risco para ingestdo aguda de
As sdo de 0,005 mg/kg/dia e a exposicdo oral aguda a altas doses de As inorgéanico pode

causar vomito, diarréia, efeitos cardiovasculares e encefalopatia. Os niveis minimos de risco
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(MRLs) para exposicdo oral aguda de 0,005 mg/kg/dia e intermediéria de 0,0003 mg/kg/dia
de As causam efeitos como: hiperpigmentacdo e hiperqueratose, verrugas, e neuropatia
periférica. Existe um risco aumentado de cancer de pele, bexiga e pulmdo em humanos
(ATSDR, 2020). O Zn foi o elemento que mostrou a maior concentracdo para ostra (C.
rhizophorae ) com 623 mg/kg (Tabela 8). As MRLs para ingestédo de Zn por humanos sdo de
0,3 mg/kg/dia (ATSDR, 2020). A exposicdo a altas doses orais de Zn pode resultar em
irritacdo gastrointestinal, cdibras abdominais, vomito e diarréia em humanos. As
concentracfes de Zn encontradas nesse estudo, especialmente na ostra (C. rhizophorae),
podem ser devidas a presenca de proteinas de ligagdo a metais ricos em cisteina que estdo
presentes nos tecidos de bivalves (Ng et al., 2007). Estudos nas espécies de ostra Saccostrea
cucullata, Isognomon alatus, C. angulate e C. hongkongensis encontraram altas quantidades
de Zn (He et al., 2016).

Litopenaeus schmitti, para todas as classes, foi 0 organismo que apresentou as maiores
concentracfes de Hg e Sr (Tabela 8). Depois da A. flexuosa para todas as classes
morfométricas, o peixe M. curema foi 0 organismo que mostrou a maior concentracao de Cr
em relacdo aos outros organismos estudados. A ocorréncia de Cr nesse organismo (M.
curema) pode ser explicada levando em conta seus habitos alimentares e por se alimentar de
invertebrados pequenos e tendo se adaptado a filtrar a matéria orgénica suspensa na coluna de
agua, pois se alimenta dos fundos lodosos. Kwok et al. (2014) encontrou valores menores que
0s nossos quando analisada a tilapia de Mozambique (O. mossambicus), com concentracdoes
de Cr (méaximo de 2,48 mg/kg e minimo de 1,66 mg/kg) para todas as classes de tamanho.
Para 0 Zn, esses autores encontraram concentragdes similares de 21,2-45,9 mg/kg como no
presente estudo. Devido as consequéncias do consumo de Pb para a saude, a FAO/WHO
(2017) estabeleceu um limite maximo para Pb em peixe de 0,3 mg/kg de peso umido, um
valor proximo ao valor encontrado nesse estudo, o qual teve 0,2 mg/kg para peixe (M.
curema) para a classe menor de tamanho (<16 cm). A ordem de aumento da bioacumulagéo
nos organismos estudados durante o periodo seco, para os nove elementos estudados, foi de C.
rhizophorae > A. flexuosa > L. schmitti > M. curema com 868,1, 368,16, 287,14 e 208,61
mg/kg, respectivamente (Fig. 17). Quanto ao nivel de concentracdo dos elementos, a ostra de
mangue (C. rhizophorae) mostrou uma alta concentracdo em relacdo aos nove elementos

estudados, com uma concentragéo total de 868,1 mg/kg.
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A. flexuosa

M. curema<_ < < L >>> C. rhizophorae

L. schmitti

Fig. 17 As concentracdes de metal em tecidos de A. flexuosa, C. rhizophorae, L. schmitti e M.
curema. Valores expressados em mg/kg, d.w. As menores concentracfes estdo representados
no centro do gréafico, e as maiores nas extremidades.

5.4 Conclusao

As concentracBes de metais nos sedimentos variaram de acordo com os periodos (seco
e chuvoso). As maiores concentracdes de metais no sedimento foram observadas no periodo
chuvoso. CorrelagGes entre as concentracGes de metais e granulometria de sedimentos finos
foram encontradas para ambos os periodos amostrais, com excecdo do Cr e Ni para o periodo
chuvoso. Essa observacdo pode indicar que os metais estudados tenderam a se depositar em
sedimentos mais finos. Os metais As e Cr, estiveram acima dos valores de referéncia TEL e
PEL, Cr e Ni pela ERL e ERM para o periodo seco. Entretanto, para o periodo chuvoso o Hg
também se apresentou acima dos limites para a TEL. As concentracGes de metais nos tecidos
dos organismos em ordem decrescente foram C. rhizophorae > A. flexuosa > L. schmitti > M.
Curema. Porém, concentragdes de As estiveram acima dos padrbes estabelecidos pela
legislacdo brasileira para consumo humano, sendo encontrado em A. flexuosa e C.
rhizophorae. Elevados niveis de Zn também foram encontrados em C. rhizophorae e podem
causar riscos a salde humana. Entre os nove metais determinados, seis apresentaram BAFs >
1 (As, Cd, Hg, Sr, Ni e Zn): As, Cd, Hg, Ni, e Zn em A. flexuosa e L. schmitti; As, Cd, Sr, Hg
e Zn em C. rhizophorae; Cd, Hg, e Zn em M. curema. As concentracfes encontradas para As,
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Cr, e Hg em sedimentos podem ser originadas de fontes antropogénicas que sdo
desenvolvidas ao longo do estudrio, a distribuicdo inadequada das areas de cultivo extensivo
de cana-de-agucar, bem como as atividades desenvolvidas na bacia hidrografica do estuario.
De acordo com as altas concentragdes de metais no sedimento e nos organismos, bem como o
BAF encontrado, € possivel verificar os elevados niveis de risco a biota estuarina e seres
humanos que consomem o0s organismos que foram estudados no estuario do Rio

Mamanguape.
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Anexo C. Concentracdo de metais (mg/kg, dw) nos sites 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 para amostras

de sedimentos no estuario do Rio Mamanguape -PB, Brasil.
Periodo de estiagem

Metals Sitel Site2 Site3 Site4 Site 5 Site 6 Site 7 Site 8 Site 9
Al (mg/kg, d.w) 1900.0 1800.0 17300.0 14200.0 13800.0 16400.0 12700.0  3500.0 700.0
As (mg/kg, d.w) 1.0 1.0 6.0 7.0 8.0 9.0 9.0 4.0 4.0
Cd (mg/kg, d.w)  0.08 0.01 0.05 0.03 0.05 0.06 0.07 0.01 0.01
Cr (mg/kg,dw) 4770 5130 42.0 32.0 33.0 40.0 36.0 18.0 364.0
Hg (mg/kg, d.w)  0.02 0.04 0.06 0.05 0.06 0.07 0.07 0.03 364.0
Sr (mg/kg, d.w) 8.1 8.5 41.9 352.4 406.1 546.8 397.9 56.4 329.7
Ni (mg/kg, d.w) 11.7 14.4 15.9 10.4 10.8 12.4 115 5.2 33.8
Pb (mg/kg, d.w) 2.0 2.3 15.6 10.8 12.4 14.9 125 4.1 4.8
Zn (mg/kg,dw) 11.0 22.0 70.0 38.0 40.0 47.0 38.0 18.0 10.0

Periodo chuvoso

Metals Sitel Site2 Site 3 Site 4 Site 5 Site 6 Site 7 Site 8 Site 9
Al (mg/kg,d.w) 2100.0 31300.0 30000.0 28800.0 23200.0 26200.0 28300.0 26300.0 1000.0
As (mg/kg, d.w) 1.0 5.0 4.0 6.0 6.0 6.0 6.0 9.0 1.0
Cd (mg/kg, d.w)  0.01 0.08 0.08 0.06 0.11 0.07 0.08 0.05 0.01
Cr (mg/kg, d.w) 9.0 51.0 50.0 49.0 49.0 47.0 50.0 48.0 10.0
Hg (mg/kg, dw)  0.01 0.1 0.09 0.09 0.13 0.11 0.1 0.08 0.01
Sr (mg/kg, d.w) 8.5 65.4 81.5 99.9 69.1 73.7 80.3 475.1 454
Ni (mg/kg, d.w) 1.3 18.5 18.1 17.2 17.1 14.6 16.9 15.2 1.6
Pb (mg/kg, d.w) 2.6 21.6 22.3 20.3 215 17.9 20.4 18.5 1.7

Zn (mg/kg,dw) 3.0 80.0 79.0 66.0 57.0 61.0 67.0 61.0 2.0
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CONCLUSAO GERAL

A partir do estudo realizado, conclui-se que, foram encontrados varios poluentes de
origem organica e inorganica no estuario do Rio Mamanguape. Dentre esses poluentes estdo
os ftalatos, o 2, 4 ditert butilfenol, os poluentes emergentes e 0s metais.

Os ftalatos e o 2,4 ditert butilfenol atuam nos organismos como compostos de
desregulacdo do sistema enddcrino. Esses poluentes foram identificados nas matrizes: &gua,
sedimento e organismos, 0 que infere na contaminacdo estudrio. Essas substancias quando
inseridas no meio ambiente, geram diversos impactos a biota local e podem ser transferidos
para outros organismos da cadeia alimentar. Dentre os ftalatos encontrados o DEHP foi o
ftalato mais frequente na &dgua, sedimento e nos organismos. Isso indica que esse poluente foi
transferido entre as matrizes estudadas. O DEHP foi encontrado em todos 0s organismos com
excecdo da C. rhizophorae.

Os poluentes emergentes identificados sdo utilizados de maneiras adversas por
diferentes atividades antropicas. De acordo com as formas de uso, a maioria dos poluentes
encontrados foram classificados como agentes de produtos industriais, farmacos, agrotéxicos
e produtos para uso pessoal. Entretanto, o fato desses poluentes estarem no estuario do Rio
Mamanguape ndo prediz quais sdo as fontes poluidoras, pois existem varias formas de
poluicdo ocorrendo no estuério. Essas fontes sdo geradas a partir de atividades antropicas que
sdo desenvolvidas na &rea, como também pela influéncia da bacia hidrografica do rio
Mamanguape e da entrada de substancias que sdo trazidas pela acdo das marés. No entanto,
mesmo diante da dificuldade de identificacdo das fontes poluidoras, é possivel considerar que
0 estuario esta sendo impactado por uma diversidade de substancias de diferentes origens.
Muitas das substancias identificadas sdo tdxicas para os organismos aquéaticos. Os poluentes
emergentes encontrados nos organismos sao toxicos as espécies aquaticas, a exemplo da p-
cloroanilina encontrada na C. rhizophorae, A. flexuosa e M. curema. Essa substancia € um
subproduto de agrotdxicos, sendo considerada mais toxica do que os seus produtos de origem.
O A. flexuosa e 0 M. curema foi a espécie que apresentou 0 maior nimero de poluentes, em
ambos os periodos amostrais. De modo geral, foram encontrados desde agrotéxicos, como
mulucidas e herbicidas, na dgua e no sedimento a produtos como emulsificantes, surfactantes
e farmacos. Dos poluentes emergentes identificados nas matrizes de estudo, 0s agentes de
produtos industriais foram predominantes, seguido pelos farmacos, agrotoxicos e produtos

para uso pessoal. Em ordem crescente para as matrizes ambientais estudadas, a que obteve
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uma maior representatividade em ndmero de poluentes acumulados no periodo de estiagem
foi A. flexuosa > M. curema > sedimento > L. schmitti > C. rhizophorae > 4gua. Engquanto que
no periodo chuvoso, obteve-se M. curema > A. flexuosa > C. rhizophorae > L. schmitti > agua
> sedimento.

De acordo com as concentracGes de metais encontradas, é possivel concluir que o
corpo hidrico estd poluido por metais toxicos e que esses causaram a contaminacdo dos
organismos. Os moluscos A. flexuosa e C. rhizophorae foram as espécies com maiores
concentragfes. Quanto ao sedimento, houve diferenca nas concentracbes de metais para o
periodo de estiagem e chuvoso. Os metais estudados apresentaram correlagdes positivas entre
a concentragdo de metais no sedimento e a granulometria fina (silte e argila). Os metais
estudaos apresentaram concentracdes acima do permitido pelas legislacbes nacionais e
internacionais. Desta forma, quanto ao sedimento, no periodo de estiagem As, Cre Nie As e
Hg para o periodo chuvoso estiveram acima das concentracdes permitidas internacionalmente.
Para os organismos A. flexuosa (todas as classes), M. curema, L. schmitti, C. rhizophorae
tiveram concentragbes de Al, As, Cd, Cr, Ni, Sr e Zn acima do permitido para algumas
agéncias internacionais. O As também apresentou concentracdes acima do permitido para
ingentdo humana de acordo com a agéncia nacional ANVISA, em C. rhizophorae e A.
flexuosa.

Diante do exposto, considera-se que o etuario do Rio Mamanguape estd sendo
impactado por atividades antrépicas, pois, a maioria dos poluentes identificados ndo era para
estarem presentes no corpo hidrico assim como nos organismos, uma vez, que estas
substancias estdo presentes em antioxidantes, fungicidas, estabilizadores de UV e em produtos
petroliferos. A incorporacdo dos poluentes em M. curema, A. flexuosa, C. rhizophorae e L.
schmitti pode implicar em sérios danos aos humanos que se nutrem desses organismos, além
de influénciar negativamente a sua qualidade sanitaria. Por fim, o estudo mostra que a
legislacéo a qual as APAs brasileiras estéo sujeitas, ndo sdo capazes de preservar 0S recursos
ambientais locais contra 0s impactos negativos causados pelo desenvolvimento de diversas

atividades antropicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil existe uma lacuna quanto a legislacdo para estuarios, pois sdo quase
inexistentes as informac6es sobre essas substancias nesse tipo de corpo hidrico e quais 0s seus
efeitos e concentracbes permitidas para a agua, o sedimento e a biota. Fazendo-se necessaria
uma fiscalizac&o rigida e uma legislagdo que seja efetivamente cumprida.

O estuario do rio Mamanguape merece mais atencdo por parte dos pesquisadores e
gestores, pois, esse corpo hidrico possuiu varios atributos que devem ser preservados. Dentre
eles, estdo: ser 0 habitat para muitas espécies, ter organismo que sdo fonte de alimento e renda
para a comunidade local, estar em uma area de prote¢do ambiental e por ser um dos locais
escolhidos para preservacéo do peixe-boi (Trichechus manatus).

Como sugestdes futuras, sugerimos que outros organismos, pertencentes a outros
niveis troficos, sejam analisados e que a legislacdo brasileira forneca informacges a respeito
da qualidade dos seus corpos aquaticos, assim como uma legislacdo que contemple os niveis

permitidos para a presenca dos poluentes emergentes nos estuarios brasileiros.



