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Ndo sei... se a vida é curta ou longa demais para nés.
Mas sei que nada do que vivemos tem sentido,
se ndo tocarmos o coragdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:

colo que acolhe,

brago que envolve,

palavra que conforta,

siléncio que respeita,

alegria que contagia,

lagrima que corre,

olhar que sacia, amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo:

€ o que da sentido a vida.

E o que faz com que ela

ndo seja nem curta, nem longa demais,
mas que seja intensa, verdadeira e pura...
enquanto durar.

(Cora Coralina)
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RESUMO
FALONE, S. Z. (2007). DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA A
DETERMINACAO DO HORMONIO 170-METILTESTOSTERONA EM

AMOSTRAS DE AGUA E DE SEDIMENTOS DE PISCICULTURA : ENSAIOS
ECOTOXICOLOGICOS COM CLADOCEROS

Neste trabalho foi feito o desenvolvimento e validacdo de métodos para a
determinacdo do horménio 17a-metiltestosterona em amostras de agua e de
sedimentos de uma piscicultura situada no municipio de Socorro-SP. O local de
estudo foi escolhido porque no municipio de Socorro hd um grande numero de
pisciculturas e também pelo fato da cidade fazer parte do Circuito das Aguas.
Toda a agua utilizada no processo de reversdo sexual das tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) € descartada no Ribeirdo dos Machados, um dos
afluentes do rio Mogi-Guagu, sem o devido tratamento. Foi desenvolvido o
método analitico para a extragdo do hormdénio das amostras de &gua,
empregando a extracdo em fase soélida com adsorvente C18 (octadesilsilano).
Também foi desenvolvido o método para a extracdo do hormdénio das amostras
dos sedimentos, empregando o equipamento de ultra-som. Foram feitos estudos
de recuperacdo para as amostras de agua e sedimentos em trés niveis de
fortificagdo. Empregou-se 300 mL da 4gua de agua de nascente (branco), e 4gua
do rio Santa Maria do Leme para os estudos de recuperagcdo. Empregou-se 10 g
de sedimentos (branco) coletados no rio Santa Maria do Leme, em S&o Carlos.

Estas amostras foram fortificadas com o hormoénio estudado. A técnica analitica
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empregada para a determinacdo do hormoénio foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector UV-Vis e coluna RP-18. Para a determinacdo do horménio
foi utilizada a fase movel acetonitrila/agua 35:65 v/iv. O volume injetado foi de
20 pL, o fluxo de 1,0 mL min™ e comprimento de onda de 245 nm. Os resultados
indicaram que os métodos desenvolvidos e validados se mostraram lineares,
sensiveis, seletivos, precisos e exatos nas condi¢cfes estabelecidas, com limites
de deteccdo e de quantificacdo adequados para a analise do hormdnio. A
aplicacdo desses métodos so foi possivel pela adicdo de padrdo, que possibilitou
a identificagcdo e quantificacdo do horménio nas amostras de agua e de
sedimentos. Foram também feitos testes de ecotoxicidade do horménio
empregando-se 0s organismos Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii para
verificar a reproducdo das espécies. Foram feitos testes para verificar a reversdo
sexual com a Ceriodaphnia silvestrii. Foi utilizado o programa computacional
TOXSTAT 3.3 para a aplicacdo dos testes estatisticos com a Daphnia similis, pois
0s testes com a espécie Ceriodaphnia silvestrii ndo apresentou o nimero de 15
neonatos por organismo, ndo sendo possivel a aplicacdo do referido teste.
Verificou-se que nao ocorreu reversdo sexual nos testes com a Ceriodaphnia
silvestrii nas concentracdes estudadas (1,0 e 50,0 pg L™). O estudo de avaliacdo
e identificacdo de substancias emergentes deve ser incorporado nos programas
de controle e gestdo de recursos hidricos, porque é importante verificar se o

horménio é responséavel por algum tipo de toxicidade.

Palavras-chave: horménio, 4gua, sedimentos, ecotoxicidade.



ABSTRACT

FALONE, S. Z. (2007). DEVELOPMENT OF METHODS FOR THE
DETERMINATION OF 17a-METHYLTESTOSTERONE IN WATER AND
SEDIMENTS SAMPLES FROM PISCICULTURE : ECOTOXICOLOGICAL ASSAY
WITH CLADOCERA

In this work the development and validation of methods for the determination of
17a-methyltestosterone hormone in water and sediments samples was achieved.
The samples studied were extracted from pisciculture sites in the city of Socorro,
Sao Paulo State. This place was chosen because it has a great number of
pisciculture sites and is also localized near important tourist resources, known as
the ‘Circuito das Aguas’. One of the main concerns is the fact that water volumes
used in the process of sexual reversion of the Nile Tilapia (Oreochromis niloticus),
are discarded without previous treatment in the Machado river, a tributary of Mogi-
Guacu river, the main water resource in this area. Therefore, there are evident
potential threats and care must be taken to analyze the potential contamination of
water resources in the neighborhood. Two analytical methods were developed to
extract hormone from water and sediments samples: a) using solid phase
extraction with sorbente C18; b) using ultrasonic facilities. The recovering of the
water and sediments samples was made in three levels of fortification. To perform

comparisons, standards were built using 300 mL water samples collected in safe

places and samples of fortication in the Santa Maria do Leme river, in Sao Carlos,



and 10 g of sediments collected in the Santa Maria do Leme river, in Sao Carlos.
These samples were contaminated with hormone under carefully controlled
conditions. Hormone level determinations were carried out using HPLC with UV-
Vis detector and column RP-18. The hormone determinations were made using
the mobile phase acetonitrile/water 35:65 v/v. The experiments were carried out
under the following conditions: a) the injected volume was 20 pL; b) the flow speed
was 1,0 mL min™ ; c) a wavelength of 245 nm was used. The results obtained
shows efficiency of the methods developed and validated in this as the
correlations observed were linear, sensible, selective and accurate under the
established conditions. Therefore, the experimental conditions used for detention
and quantification were adequate for hormone analysis. Is worth to note that the
identification and quantification of the hormone in the samples of water and
sediments, is possibly only by making comparison with the standard discussed
above. The organisms Daphnia similis and Ceriodaphnia silvestrii were also used
to verify the ecotoxicity of the hormone, using reproduction of these species as the
parameter to be monitored. Therefore, tests were made to verify the sexual
reversion of Ceriodaphnia silvestrii. In these investigations, the computational
program TOXSTAT 3.3 was used to perform the statistical tests. Nevertheless,
only the studies performed with the Daphnia similis had statistical means, as the
tests with the Ceriodaphnia silvestrii species did not present statistical
significance. Therefore, it was verified that Ceriodaphnia silvestrii in the conditions
studied here (concentrations of 1,0 and 50,0 pg L™) did not present evidences of
sexual reversion. As a main conclusion, the present study demonstrates the need
of incorporating the evaluation and identification of emergent substances in the

protocols used for the control and management of water resources. Among the
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concerns, special care must be taking to verify correlations between hormone and

toxicity.

Keywords: hormone, water, sediments, ecotoxicity.



Introducéo

1. INTRODUCAO

Durante muitas décadas o homem produziu além de bens de consumo,
inUmeros poluentes que, de uma forma ou outra, atingiram o meio ambiente.

Com a revolucao industrial, aumentou a urgéncia de cuidar dos recursos
naturais, e a sociedade passou a cobrar dos governantes maior responsabilidade
para com 0s seres que habitam este Planeta. Surgindo, a partir de entdo, o
processo de monitoramento ambiental, onde varias pesquisas vem sendo
desenvolvidas para fornecer subsidios para as respostas que 0s pesquisadores
precisam em relacdo ao meio ambiente.

O uso de produtos quimicos data dos primordios da civilizacao, entretanto
no seculo XX, com a visdo do Universo totalmente transformado pelas
possibilidades que se apresentava pelo avanco tecnoldgico, a quimica era tida
como uma ciéncia que transpunha todos os problemas do mundo moderno.
Nesse ambiente de desenvolvimento industrial, principalmente nas dultimas
décadas, houve um crescimento desenfreado e desmedido na utilizagdo de
produtos quimicos por conta dos beneficios que se pretendiam obter com os
mesmos. Isso acarretou prejuizos tanto ao meio ambiente como a saude do ser
humano e dos animais em geral, pois muitos dos poluentes ambientais atuam

diretamente no sistema enddécrino dos seres vivos.
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A atividade quimica €& frequentemente relacionada, direta ou
indiretamente, a maioria dos chamados “desastres ambientais”, embora outras
atividades humanas também exercam papel expressivo na degradacao e poluicao
ambiental.

Nos ultimos anos, foi identificada uma nova ameaca a saude dos animais,
e principalmente, dos seres humanos expostos as substancias presentes no
ambiente, como por exemplo, os horménios sintéticos. Os horménios fluem
através da corrente sanguinea até seus 0rgaos-alvo, entre 0s quais encontram-se
envolvidos na reproducdo sexual. Estes produtos quimicos sintéticos e também
naturais podem afetar a saude reprodutiva de organismos em geral, contribuindo
para a infertilidade de diferentes maneiras e podendo ainda aumentar a taxa de
cancer nos oOrgaos reprodutores. Grande parte do interesse dos cientistas
relacionado ao uso de hormdnios sintéticos foi despertado somente em 1996, com
a publicacdo do liviro O Futuro Roubado de Theo Colborn (COLBORN;
DUMANOSKI; MYERS, 1997).

O hormbnio 17a-metiltestosterona é um derivado sintético da
testosterona, e € usado para a reversao sexual de tilapias geneticamente fémeas
para machos fenotipicamente. Este composto € encontrado no meio ambiente em
niveis de partes por milhdo (ppm). Os efeitos ambientais causados pelo horménio
17a-metiltestosterona ainda sado pouco conhecidos. Entretanto, alguns autores,
como Budworth e Senger (1993); Gomeslisky et al. (1994); demonstraram em
experimentos feitos em laboratério, que peixes ndo tratados com hormdnios
também apresentaram reversdo sexual quando estes foram colocados em
ambientes com recirculagdo de agua de tanques com peixes que foram tratados

com o hormonio.
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Uma das principais acdes no sentido de minimizar o impacto ambiental
causado pelos residuos gerados pela atividade de piscicultura, € o tratamento
adequado dos mesmos. A remediacao, embora apresente pouca vantagem para o
meio ambiente se comparada com técnicas de reducao na fonte, tem colaborado
para diminuir a velocidade de contaminacdo de ambientes aquaticos.

Nos ultimos anos, com uma nova visdo da poluicdo ambiental, tém-se
buscado alternativas que minimizem a producao de residuos, em detrimento da
preocupacao exclusiva com o tratamento do residuo no fim da producéao.

A utilizacdo de processos que se obtenha o mesmo resultado esperado
com o 17a-metiltestosterona, mas que sejam menos agressivos ao meio ambiente
€ desejado, uma vez que o uso de horménio sintético apresenta vantagens, como
uma cultura monossexo, e desvantagens, como provocar a esterilidade, e ainda,
quando aplicado em altas doses, torna-se uma fonte de poluicdo ambiental, tendo

efeito sinérgico.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma das grandes preocupacfes atuais em termos de piscicultura é a
qualidade da agua de seus efluentes, pois em muitas regides nenhum tratamento
prévio ou mesmo manejo adequado é aplicado. Com o crescente aumento de
estabelecimentos de pisciculturas € necessario desenvolver técnicas de manejo
eficientes e que ndo degradem os recursos hidricos.

Com relacdo ao tratamento de agua para abastecimento publico, néo
existe legislacdo que mencione o horménio 17a-metiltestosterona como sendo
uma substancia que deve ter o seu limite maximo na agua, e os dados disponiveis
na literatura sdo insuficientes. Sabe-se que o lancamento de substancias
hormonalmente ativas em corpos hidricos, mesmo em baixas concentracdes,
pode acarretar sérios impactos sobre a estrutura do ecossistema aquatico, e
possivelmente nos seres humanos que consomem esta agua (REIS FILHO;
ARAUJO; VIEIRA, 2006).

Diante deste cenério, fica claro a gravidade da situacdo dos recursos
hidricos que recebem os efluentes de piscicultura, sendo necesséario o
monitoramento desses corpos d'agua quanto a presenca do horménio
17a-metiltestosterona. A agua ndo é somente uma heranca de nOSSOS

predecessores, mas, sobretudo é, um empréstimo a nossos sucessores. Sua
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protecdo constitui uma necessidade vital, assim, como a obrigacdo moral do
homem para com as geragfes presentes e futuras.

Esta pesquisa teve como local de estudo uma piscicultura situada no
municipio de Socorro, estado de Sao Paulo. Sabe-se que nos tanques que foram
estudados é adicionado o horménio 17a-metiltestosterona agregado ao alimento
dos peixes, sendo portanto necessario determinar a concentracdo tanto na agua,
como nos sedimentos. E sabido que os efluentes dos tanques variam em termos
de vazdo e de concentracdo de nutrientes. Poucos efluentes permanecem
constantes durante longos periodos de tempo, tornando-os por isso mais diluidos
ou mais concentrados. Mas mesmo assim, o horménio 17a-metiltestosterona
continua ativo por algum tempo, além do fato de haver outra preocupacdo por
parte da comunidade cientifica, ja que a agua onde o0s peixe passaram pela
reversao sexual é descartada nos rios e pode ser consumida pela populacéo, bem
COmMOo 0S proprios peixes.

Este trabalho contribuiu para o entendimento da situacdo atual dos
efluentes de piscicultura e que chegam até os rios. E importante mencionar, que a
escolha da piscicultura em Socorro se deve ao fato de existir varias pisciculturas
na regido, e como essa regido faz parte do Circuito das Aguas (EXPLOREVALE,
2003), um grande numero de pessoas utiliza a agua dos rios que recebem 0s
efluentes das pisciculturas.

Os trabalhos cientificos existentes na literatura sobre o horménio masculino
17a-metiltestosterona sao sobre o seu isolamento em amostras de racao de
peixes (MARWAH; MARWAH; LARDY, 2005), de determinacdo do hormdnio na
urina de boi (STOLKER et al.,, 1999), e de material recoberto com horménio

17a-metiltestosterona (GONZALO-LUMBRERAS; IZQUIERDO-HORNILLOS,



Justificativa

2003), e do horménio 17a-metiltestosterona e de seus metabdlitos de amostras de
urina de equinos (McKINNEY, SUANN, STENHOUSE, 2007).

Existe também uma patente de extragdo de tracos do hormdnio
17a-metiltestosterona de amostras de sangue de atletas, com resultados rapidos,
simples e exatos, comparado com meétodos convencionais descritos em
farmacologias e  farmacocinéticas (KOREA INSTITUTE  SCIENCE
& TECHNOLOGY, 2006), podendo ser usados em testes anti-doping.

Existem varios estudos sobre hormoénios femininos em diferentes matrizes
(ALDA; BARCELO, 2001a; GOMES et al.; 2004; THERON et al., 2004), mas Alda
e Barcel6 (2001b) isolou os hormdnios femininos estrogenos e progestégenos de
agua e sedimentos. Bila e Dezotti (2003) fizeram um trabalho de revisdo, onde
relatam que varios hormoénios femininos foram encontrados em aguas superficiais
no Brasil.

Mas somente este trabalho fez o estudo de hormodnios masculinos e
desenvolvimento = de  métodos para determinacdo do  hormdnio
17a-metiltestosterona em amostras de agua e de sedimentos de piscicultura,
sendo, portanto, inédito e pioneiro. Além de realizar também o0s ensaios
ecotoxicolégicos com Cladéceros.

Este estudo podera servir de incentivo para novas pesquisas relacionadas
ao horménio 17a-metiltestosterona. Além disso, os dados deste estudo poderao
servir de base para os Orgaos legisladores e de controle ambiental para a
elaboracdo de leis que regulamentem limites maximos que possam ser
encontrados na agua, bem como a avaliagdo de risco frente & populacdo que
utiliza a agua e consome 0s peixes, pois pouco se sabe sobre os efeitos e destino

deste composto no meio ambiente.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Agua como bem comum

A agua é uma das substancias mais simples, porém a mais importante.
Todas as reagdes, que acontecem no NOSSO organismo, Sdo em solugao aquosa,
e as proteinas, membranas e hormoénios somente séo funcionais na presenca da
agua (MACEDO, 2004).

A agua é tado importante que os gregos antigos a consideravam como
sendo um elemento fundamental da matéria. Por mais de 2000 anos ainda
pensou-se que a agua era um elemento; somente no século XVII, € que
experimentos evidenciaram que a agua era um composto (MACEDO, 2004).

A agua € um constituinte fundamental da vida de todos os seres vivos da
Terra, sendo utilizada em diversas atividades, como por exemplo: abastecimento
doméstico e industrial, irrigacdo, pecudria, agricultura, preservacéo da flora e da
fauna, recreacdo e lazer, geracao de energia elétrica, navegacgéo e outros (VON
SPERLING, 1996).

Devido ao aumento da conscientizacdo da populagcdo e aumento na
rigidez das leis ambientais nos ultimos anos vem se falando muito sobre a
preservacdo dos recursos hidricos, com destaque para as aguas de rios, lagos e

reservatorios subterraneos (GUARATINI; ZANONI, 2000).
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A utilizacdo do solo pelas atividades antrépicas, urbanizacdo, agricultura,
pecuaria, aquicultura, e outras, vém ocasionando sérios problemas ambientais. As
substancias usadas na agricultura, na pecuaria e na aquicultura sdo lancadas nos
rios, e podem ocasionar a contaminacdo de peixes, que acabam por servir de
alimentacdo aos seres humanos, o0 que pode provocar sérios riscos a saude.
Também tém sido reconhecidos os impactos aos sistemas naturais. No entanto,
essas atividades sao de grande importancia para o desenvolvimento econémico
do pais.

O diagnostico dos ecossistemas, integrantes de uma bacia hidrografica,
assim como o funcionamento dos diferentes efeitos de uma perturbacédo causada
por fontes antropicas, € de grande relevancia. Por meio deste diagndstico €
possivel o uso de medidas adequadas de manejo de uma bacia hidrografica, para
uma efetiva minimizacdo das perturbacdes nos sistemas fluviais decorrentes do
uso do solo e da agua.

Qualquer pessoa que esteja envolvida no desenvolvimento da aquicultura,
cientistas, extensionistas, produtores, administradores e governo, terdo que
entender que 0S recursos naturais s6 apresentardo todo o seu potencial de uso,
em beneficio da comunidade, se forem utilizados sob o ponto de vista da
sustentabilidade do sistema. No entanto, para conseguir isso, todos os atores
envolvidos na prética da aquicultura deverdo estar afinados entre si, trabalhando
em cooperacdo mutua (SIGRH, 2001).

Atualmente, a exigéncia maior é a 1ISO 14000 aplicada a aquicultura, o

gue significa produzir sem agredir o meio ambiente.
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3.2. Aquicultura

A prética da aquicultura teve sua origem na China por volta do ano de
1000 a.C., difundindo-se rapidamente pela Indonésia, Vietnd e Camboja, sendo
sua expansdao provavelmente associada as pressées demograficas e a crescente
necessidade de proteina animal para a alimentagcdo humana. Na Europa, a
piscicultura foi praticada inicialmente em mosteiros para a producdo de peixes
para o consumo préprio.

No continente americano a criacdo de peixes teve um verdadeiro impulso
a partir do século XIX através da modernizacdo dos meios de cultivo e da melhor
aceitacao deste tipo de alimentacédo por parte da populacéo, determinando assim,
a instalacdo da piscicultura industrial (HUET, 1978).

A agricultura e a agroindustria tém afetado o ambiente devido a ocupacao
e a fragmentacdo dos habitats naturais e originais pela reducdo da abundancia e
da diversidade da biota, com alteracdes fisicas, quimicas e bioldgicas do solo,
como a erosao, poluicdo da agua e da qualidade da paisagem, contribuindo para
alteracdes climéticas globais (GRANZIERA, 2003).

A agricultura continua sendo a mais importante fonte econOGmica de
paises em desenvolvimento, e os manifestos ecoldgicos ressaltam a preocupacao
em analisar a relacdo custo-beneficio das a¢gbes humanas envolvidas com as
pesquisas para a avaliacdo dos impactos ambientais.

Com o surgimento de uma nova atividade agroindustrial, a aquicultura,
surgiu também grandes problemas ambientais, a destruicdo da mata ciliar, a
utilizacao de praguicidas, hormoénios e outros insumos. O manejo inadequado da
aquicultura propicia 0 aumento de nutrientes na 4gua dos tanques de criacdo de

peixes, promovendo a eutrofizacdo artificial dos mesmos (ARANA, 2004,
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MONTAGNOLLI et al.,, 2004), podendo contribuir no desencadeamento de
problemas ambientais ou até mesmo de saude publica (ARANA, 2004).

A técnica da piscicultura é definida como sendo a criacdo de peixes em
tanques para o repovoamento de espécies com fins recreativos, ecoldgicos e para
a alimentacdo. Geralmente, para a confec¢do dos tanques € feita uma escavacao
no solo e coloca-se grama como protecao lateral, ou séo feitos de alvenaria. Os
tanques apresentam pouca profundidade e facil manuseio. Em sua construcéo,
deve-se considerar principalmente a topografia do terreno e acima de tudo a
disponibilidade de &agua de boa qualidade (HUET, 1978) e em abundéancia
(GRANZIERA, 2003).

Se a agua utilizada na piscicultura for poluida, o produtor vai comprometer
a continuidade do cultivo. Para que isso ndo aconteca, ele pode investir
financeiramente no restabelecimento da qualidade da agua e, assim, continuar a
sua producdo (KUBTIZA, 1999). Porém, muitos produtores preferem mudar o
empreendimento de lugar ao invés de ter gastos com o recurso hidrico que ja foi
poluido.

A piscicultura € um agronegécio que movimenta milhdes de dolares todos
0os anos e vem despertando interesse nos produtores de todo o pais. Esta
atividade vem crescendo a cada ano pela boa aceitacdo de pescados no mercado
externo, e também pelas condi¢des climaticas favoraveis para o desenvolvimento
da piscicultura no Brasil (TACHIBANA et al., 2004; SOUZA et al., 2004).

Entretanto, a piscicultura tem despertado a atencdo da comunidade
cientifica pelos problemas ambientais gerados, mais especificamente no que se

refere a poluicdo dos recursos hidricos que recebem seus efluentes, sendo que
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esta agua muitas vezes € destinada aos usos multiplos requeridos pela
sociedade, entre estes, 0 abastecimento publico (MONTAGNOLLI et al., 2004).

A piscicultura nacional esta concentrada nas regides centro-oeste, sul e
sudeste. Os Estados de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais e Goias sdo 0s que mais se destacam. Somente os Estados de Sao
Paulo e Parana contribuem com mais de 60% da atividade pesqueira, sendo que
o Estado de Sao Paulo contribui com mais de 45% de toda a producéo de peixes
de agua doce do pais (COELHO, 1997).

A piscicultura é dividida em trés tipos: extensiva, intensiva e semi-
extensiva. A piscicultura extensiva utiliza grandes reservatérios naturais ou
artificiais, onde a densidade populacional de peixes é baixa e a sua alimentacao e
reproducao ndo é controlada.

A piscicultura intensiva utiliza tanques e reservatorios construidos para
obter um maximo de peixes por unidade de &rea, neste caso, é controlada a
alimentacao e reproducéo.

A piscicultura semi-extensiva tem um controle maior da alimentacéo e da
reproducdo, mas apenas complementando os meios naturais, além disso, aplicam
a despesca que consiste na retirada do meio, apenas dos exemplares com
tamanho proprios para 0 consumo.

S&o varios os exemplos de expansao e da integracdo de aquicultura com
outras atividades agropecudrias, turisticas e industriais nos ultimos anos no
Estado de S&o Paulo, como por exemplo, a piscicultura comercial intensiva em
grande escala e as pisciculturas integradas as pequenas propriedades rurais, a

criagdo de peixes em tanques rede nos grandes reservatérios das hidrelétricas
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das bacias hidrograficas paulistas e o0s sistemas de pesque-pagues
(CASTAGNOLLI; CYRINO, 1986).

Estudos mostraram que efluentes de piscicultura sdo freqientemente
concentrados em solidos, matéria organica e nutrientes. A intensificacdo da
producdo piscicola aumenta a concentracdo de gas carbdnico, amonia, sélidos
fecais e matéria organica dissolvida na agua. Aléem dos contaminantes produzidos
pelos processos naturais e pela presenca de nutrientes como fezes e racdo nao
consumida, a piscicultura lanca os residuos de produtos quimicos, 0s quais sao
utilizados na desinfeccéo, controle de doencas, anestésicos para transportes e
hormoénios para induzir a reproducéo e reversao sexual (BOYD; QUEIROZ, 1997).

Se a velocidade de excrecdo do horménio por parte dos organismos for
baixa, ou se a molécula do mesmo né&o for metabolizada, havera acumulo deste
no organismo, e sendo este soluvel na fase gordurosa ou se for sorvido por outros
constituintes do organismo, sua concentracdo final podera ser maior do que a
concentracao a que esteve exposto (BOYD; QUEIROZ, 1997).

Os microrganismos da comunidade planctonica também podem acumular
rapidamente quantidades significativas de hormdnios do meio aquoso e reté-los
em seus tecidos, afetando diretamente os seres humanos que se alimentam de
peixes, em processos de bioacumulacdo por ingestdo de microrganismos,
plancton, ou detritos da superficie dos sedimentos, dependendo das
caracteristicas de cada espécie de peixe (McFARLAND; CLARK, 1989).

Portanto, por mais que existam estudos demonstrando a ndo acumulacao
do horménio 17a-metiltestosterona nos tecidos dos peixes, e que Sao
rapidamente metabolizados (ROTHBARD et al., 1990; CURTIS et al.,, 1991;

PANDIAN; SHEELA, 1995), existe a possibilidade de que esses hormdnios sejam
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liberados no meio ambiente e causem problemas de saude nos consumidores
(BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001; KARAYUCEL et al., 2003).

N&o ha estudos de longa duracdo que avaliem o impacto da aquicultura
nas bacias hidrograficas, ja que a &gua utilizada nos tanques sao
preferencialmente de nascentes e depois de usadas, sdo introduzidas nos rios
podendo levar consigo principalmente o horménio 17a-metiltestosterona, dentre
outros. Portanto, é necessario estudos mais rigorosos para que se saiba os niveis
desses poluentes e sua principal conseqiéncia e, também dessa forma, os
produtores poderdo tomar medidas para o desenvolvimento sustentavel de suas
criacoes, reduzindo a quantidade de poluentes e, os 6rgdos competentes terdo
parametros para realizarem a fiscalizacao.

Nota-se que nos ultimos anos um aumento no consumo de peixes pela
populacdo mundial, devido a busca por habitos alimentares saudaveis, ja que 0s
peixes na dieta alimentar fornecem nutrientes como proteinas com alto valor
nutritivo e baixas taxas de colesterol (BARDACH; RYTHER; McLARNEY, 1972).
Por isso, observa-se que a piscicultura foi o ramo da agropecuaria que mais
cresceu nos ultimos anos em todo o mundo, em torno de 10% ao ano, triplicando
a producdo global de pescados desde 1984 (EL-SAYED, 1999; PEZZATO,;
SCORVO FILHO, 2000).

O Brasil esta entre os paises com grande potencial para a piscicultura,
pois possui um vasto territério e condi¢des climéticas favoraveis para a producao
de peixes de agua doce. Esse potencial deve ser aproveitado, ja que o0 estoque
de peixes naturais esta se esgotando devido a exploracdo predatéria e destruicdo
dos habitats naturais. A producdo de peixes economicamente viaveis no Brasil,

como a tilapia do Nilo, segue padrdes de cultivo intensivo (FALONE et al., 2006).
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No cultivo intensivo, a densidade populacional € sempre elevada e isso
torna a populacdo de peixes susceptiveis as doencas, podendo limitar o
desenvolvimento de cultivos de média e grande escala (VENDEMIATTI, COSTA,
CYRINO, 2003).

A maturacdo sexual dos peixes esta ligada a muitos fatores biologicos,
como o comportamento, as diferencas entre as taxas de crescimento, coloracao
corpoOrea, forma entre os espécimes machos e fémeas. Assim, alguns fatores
como as alteragcbes no metabolismo, ganho ou perda de peso, facilidade em
adquirir doencas ou baixa qualidade da carne estdo relacionadas a maturacao
sexual. Geralmente cerca de 30% dos machos de tilapia, atingem a maturidade
sexual no primeiro ano de vida, e as fémeas no segundo ano (COELHO, 1997).

A reversdo sexual de peixes geneticamente fémeas para machos
fenotipicos é obtida com sucesso em diversas espécies de peixes, sendo que a
espécie tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido considerada a mais
importante para as condi¢des de cultivo (BOMBARDELLI et al., 2004) com o uso
de horménios sintéticos de baixo custo e facil manejo.

A técnica da reversdo sexual é de grande importancia no cultivo das
tilapias devido a necessidade de se obter individuos machos para a engorda,
evitando dessa maneira gastos energéticos com a coOpula e desova. O
desenvolvimento dos machos € mais acelerado quando comparado as fémeas
(TEICHERT-CODDINGTON; MANNING; EYA, 2000).

O excesso populacional nos viveiros de criagdo aumenta a competicao
por alimentos e prejudica a qualidade da agua no ambiente, e reduzindo o

crescimento dos peixes (TOYAMA, CORRENTE, CYRINO, 2000), e também tem
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o fato de que as fémeas ndo se alimentam durante o periodo de incubacédo oral

dos alevinos (BORGES et al., 2005).

3.3. Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Na historia da humanidade existem registros da ocorréncia de tilapias em
pinturas egipcias de 2500 a.C. Criacdes de tilapias para consumo humano teve
inicio no Quénia em 1924, expandindo-se pelo Congo em 1937. Depois desse
periodo, soldados japoneses introduziram a Oreochromis mossambicus na llha de
Java e dessa forma a tilapia se popularizou na Indonésia e Filipinas. Alcancando,
dessa forma, grande projecdo de cultivo e desenvolvimento em aguas tropicais
apos a Segunda Guerra Mundial.

No Brasil, a espécie foi introduzida em 1971 e em S&o Paulo foi
introduzida em 1974. A tilapia do Nilo encontra-se disseminada por todo o Brasil,
desde a bacia do Rio Amazonas até o Rio Grande do Sul (BOSCOLO et al.,
2001).

A Tilapia do Nilo é uma espécie de peixe tipicamente tropical, rastica,
possuidora de grande capacidade de adaptacdo aos mais variados climas, pouco
suscetivel a doencas, possui carne de fino paladar, destacando-se pelo facil
manejo, caracteristicas que possibilitam sua criagdo mesmo em pequenas
guantidades de agua.

A espécie possui corpo alto e curto, cabega e cauda pequenas, cujas
fémeas desovam em ninhos e incubam seus ovos e desenvolvem suas larvas na
cavidade bucal (GALLI, 1981). Devido ao fato da incubacgéo ser oral, a tilapia do

Nilo apresenta bom indice de sobrevivéncia, mesmo na presenca de predadores,
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0 que torna em pouco tempo os acudes superpovoados, reduzindo e paralisando
o crescimento dos individuos por falta de alimento e espaco vital.

A tilapia do Nilo € uma espécie muito prolifera, cujo inicio da reproducao
varia dos quatro aos seis meses, dependendo do desenvolvimento corporal;
apresenta varias desovas parciais no decorrer do ano e, em condi¢cdes naturais,
guando a temperatura da agua permanece elevada, acima de 24°C, pode desovar
em intervalos provaveis de sessenta dias. Sobrevive numa variagdo de
temperatura de 11°C a 42°C.

O numero de alevinos varia de 100 a 500 por desova (GALLI, 1981), e em
condicbes de tanque cresce de 2 a 3 gramas por dia, atingindo até 2,5 quilos.

A tilapia é criada em diversos sistemas, como em cultivos intensivos em
tanques-rede e “raceways”, que sao tanques supridos com um grande fluxo de
agua (KUBITZA, 1999). Acredita-se que no Brasil, metade da producéo anual de
peixes cultivados seja de tilapias (BOSCOLO et al., 2001).

A tilapia do Nilo € um peixe exético cultivado no Brasil, de escamas,
oriundo do continente Africano e é facilmente reconhecido pelas listras verticais

da cauda (HEPHER; PRUGININ, 1981). A Figura 01 apresenta a tilapia do Nilo.

Figura 01: Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (PEIXEVITAL, 2006).
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A proliferacdo da tilapia do Nilo € considerada como sendo o principal
problema para o seu cultivo. Acasalam em média aos cinco meses de idade, com
desovas multiplas durante o ano, esta precocidade sexual e a alta viabilidade de
larvas provocam uma superpopulacdo com peixes de pequeno tamanho, o que
implica num excesso de individuos por unidade de area. Para evitar este tipo de
problema séo utilizados hormdnios sintéticos para se ter uma cultura monossexo,
sendo que neste caso, o0 interesse econdmico é sobre os machos da cultura, pois
crescem de duas a trés vezes mais que as fémeas, em um mesmo periodo de

tempo. Por isso, utilizam-se hormonios sintéticos andrégenos.

3.4. Hormdonios

Recentemente foi identificada uma nova ameaca a saude do mundo
animal e dos seres humanos expostos a produtos organicos sintéticos presentes
no ambiente. Certos compostos afetam a reproducédo de organismos superiores,
contribuindo para a infertilidade de varias maneiras e podendo ainda aumentar a
taxa de cancer nos o6rgaos reprodutores (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS,
1997).

Os horménios, que sdo os produtos quimicos sintéticos interferem no
sistema do organismo que trabalha baseado na transmissdo de mensageiros
guimicos em niveis de parte por trilhdo (ppt). Os hormdnios encontram-se
envolvidos na reproducéo sexual tanto de homens quanto de mulheres (BAIRD,
2002), agem como uma espécie de mensageiros, promovendo a comunicacao
entre diferentes partes do organismo.

Hormonios sdo substancias quimicas produzidas no organismo e que tém

o efeito especifico, regulando ou alterando determinado 6rgédo ou funcdo. De
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acordo com as aplicacbes terapéuticas, os horménios tém basicamente duas
funcdes: metabdlica e androgénica. Os androgénios apresentam-se geralmente
na forma de po-cristalino na coloracéo branca, inodoros, insipidos, pouco solluveis
ou quase insoluveis em agua (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1976).

Como agem em orgaos diferentes de onde sdo produzidos, os horménios
naturais tém um receptor especifico no seu local de atuacao, que € a forma do
organismo reconhecer a substéncia, uma espécie de mecanismo de chave e
fechadura. Assim, para cada hormdnio, ha receptores que o reconhecem em que
ele se encaixa para ser absorvido e agir no local especifico (COLBORN;
DUMANOSKI; MYERS, 1997).

Mas, os horménios ndo existem somente em seres humanos, eles estao
presentes na natureza tanto em outros animais como nos vegetais. Entre os
vertebrados, ha bastante semelhanca entre os hormoénios existentes nas diversas
espécies tanto em sua forma quanto em sua funcdo. Nos vegetais, embora
tenham outra estrutura e outras fungdes, 0 mecanismo pelo qual eles atuam é
semelhante. Esta é a razdo pela qual uma substancia que interfere no mecanismo
de acdo hormonal pode atuar alterando o desenvolvimento, reproducéo e fungdes
de seres vivos de diversas espécies a ela expostos.

A testosterona € um horménio masculino e sua producéo diaria nos seres
humanos é de 2,5 a 11,0 miligramas (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI,
2002), seu uso terapéutico € no desenvolvimento ou manutencdo das
caracteristicas sexuais secundéarias e em outras fungdes fisioldgicas, como em
homens com deficiéncia de androgénios (KOROLKOVAS; BURCKHALTER,
1976).

A Figura 02 apresenta a estrutura do androgénio testosterona.

18



Revisédo Bibliografica

cH; OH

CHs

~

Figura 02: Estrutura da testosterona.

As células de Leydig sdo responsaveis pela producdo do horménio
testosterona, que € necessario tanto a espermatogénese normal como também
ao desenvolvimento de todo o aparelho reprodutor masculino. A produgédo da
testosterona ocorre durante a puberdade. No sexo feminino, € produzida pelos
ovarios em pequena quantidade (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

A testosterona € rapidamente metabolizada no figado se administrada por
via oral. A meia-vida da testostorona é de 10-21 minutos. Ela é inativa no figado
pela conversdo em androstenediona e 90% de seus metabdlitos ou forma
conjugada sao excretados através da urina (RANG; DALE; RITTER, 1997).

Segundo Korolkovas e Burckhalter (1976), a testosterona por ser
rapidamente metabolizada quando administrada por via oral, tem acdo curta se
aplicada por meio de injecdo intramuscular, e acédo prolongada, quando
administrada por implantagéo subcutanea.

A partir da testosterona foi desenvolvido o primeiro derivado sintético, o
17a—metiltestosterona, que foi utilizado durante a Segunda Grande Guerra para
causar maior agressividade e motivacao aos soldados durante as batalhas (LISE

et al., 1999).
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3.4.1. 17a—metiltestosterona

7

O horménio 17a-metiltestosterona é um exdgeno, anabdlico esterdide
ativo quando administrado por via oral, e tem atividade androgénica menor do que
a testosterona (VICK, 1999).

O horménio 17a-metiltestosterona é um esterdide sintético (DUARTE;
SILVA; MEIRELLES, 2002), derivado da testosterona (GONZALO-LUMBRELAS;
IZQUIERDO-HORNILLOS, 2003), bem conhecido na Korea como um disruptor
enddcrino (PARK, 2005), pois age como agente exdgeno que interfere na sintese,
secrecédo, transporte, recepcgéo, acao ou eliminacdo dos hormoénios naturais do
corpo. Sao responsaveis pelo equilibrio de fatores internos do organismo,
reproducdo, desenvolvimento e comportamento nos seres humanos (USEPA,
1998; OLEA-SERRANO, 2002).

A freqlente exposicdo ao composto 17a-metiltestosterona, mesmo em
baixas concentra¢des, na ordem de ng L™, age como um disruptor endécrino em
gastropodos. Este horménio pode ocasionar impossexo, que consiste no
aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas, como pénis em individuos
do sexo feminino, e reducdo da fecundidade e espermatogénese em alguns
gastropodos (PARK, 2005).

Na administragdo oral do 17a-metiltestosterona em seres humanos, 0s
niveis maximos na corrente sanguinea sao atingidos entre 1,5 e 2 horas e a meia-
vida é de 2,5 a 3 horas sugerindo em caso de tratamento, varias doses diarias
sdo necessarias para manter um nivel de acdo terapéutica do esterodide
(URONEWS, 2000).

O hormoénio 17a-metiltestosterona € usado na medicina para tratamento

de cancer de mama, sarcopenias, que é a perda degenerativa de massa e forca
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nos musculos, hipogonadismo, que € uma diminuicdo das fun¢des dos testiculos,
e osteoporose. Também € usado em pacientes com deficiéncia androgena e
infertilidade (URONEWS, 2000; RIVERA-ARCE et al.,, 2006). Em atletas que
praticam esportes, o uso do horménio 17a-metiltestosterona é proibido (DE ROSE
et al., 2004).

Os esteredides anabdlicos androgénicos (EAA) podem causar diversos
efeitos colaterais, como psicopatologias, cancer de prostata, doenca coronariana,
esteriidade e também promovem a agressividade e a motivacdo (SILVA;
DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

Entre os efeitos adversos dos androgénios e esteréides anabdlicos
sobressaem-se 0s seguintes: virilismo nas criancas pré-puberes; danos hepaticos,
hipercalcemia nas mulheres com carcinoma mamaéario disseminado, retengcédo de
sédio e agua, o que pode ocasionar edema e fechamento das epifeses, também
pode reduzir a altura que uma crianga atingird quando adulta (KOROLKOVAS,;
BURCKHALTER, 1976). O esterdide administrado 17a-metiltestosterona pode ser
cancerigenos e/ou provocar efeitos adversos nos seres vivos (PANDIAN;
SHEELA, 1995).

Em animais, o horménio 17a-metiltestosterona, € absorvido pelo sistema
circulatério logo apos a administracdo oral. A toxicidade aguda do horménio
17a-metiltestosterona € baixa, mas a maioria dos efeitos adversos associados ao
seu uso ocorrem logo apos a administracdo de altas doses. Em seres humanos, o
primeiro 6rgao a sofrer toxicidade crdénica é o figado (VICK, 1999).

O horménio é utilizado para tratamento do cancer de mama de mulheres
na dosagem de 250 mg dia™, sendo que para uso medicinal o normal é a dose de

10-80 mg dia®. Nos homens é usado para tratamento de espermatogénese
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imperfeita, hipertrofia prostatica e impoténcia. Entretanto, seu uso € limitado,
porque pode produzir efeitos adversos nos seres humanos (VICK, 1999).

A concentracdo do 17a-metiltestosterona de 10 a 40 mg kg™ na racéo,
produz 100% de machos de peixes em agua recirculada, ou seja, a agua que foi
descartada do processo de reversao sexual que volta ao local da reversao sexual
(TEICHERT-CODDINGTON; MANNING; EYA, 2000).

Além de todos os efeitos do 17a-metiltestosterona ja mencionados, o
hormoénio pode transformar-se em estrogénio, por meio do processo chamado
aromatase, que € a transformacdo do horménio andrégeno em estrégeno, e
dessa forma, causar efeitos acentuados, desregulando todo o sistema hormonal
dos seres humanos e animais.

A Figura 03 apresenta a estrutura do 17a-metiltestosterona.

O/

Figura 03: Estrutura do 17a- metiltestosterona.

O horménio 17a-metiltestosterona tem massa molar de 302,44 g mol™?, é
soluvel em alcool, metanol, éter e outros solventes organicos, praticamente
insoltvel na agua, e seu ponto de fuséo é de 161-166°C (WEAST, 1988).

O uso do androgénio 17a-metiltestosterona na reversao sexual de peixes
vem crescendo nos ultimos anos. A técnica de controle da sexualidade em peixes

apresenta um grande potencial para aumentar a produtividade nos cultivos, pois
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permitem obter os beneficios associados ao sexo por meio das caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais de interesse econdémico.

Entre os hormoénios utilizados para a reversdo sexual de peixes, o
17a-metiltestosterona tem sido o mais empregado, por apresentar também a
vantagem de ser facilmente excretado logo ap6s o periodo do tratamento
hormonal (MAINARDES-PINTO et al., 2000).

Cerca de 99% do composto é metabolizado e liberado em poucos dias,
mas um grande numero de aplicacdo pode provocar um efeito sinérgico nas
pisciculturas e levar a um problema de poluicdo ambiental (PANDIAN; SHEELA,
1995).

A administragédo do hormoénio 17a-metiltestosterona pode ser feita de
varias maneiras, entretanto, para fins comerciais, o processo de administracao
deve ser pratico, sendo as mais recomendadas a veiculacdo do hormdnio por
meio da racdo ou através de banhos de imersdo. Quando o hormonio for
adicionado a racao pode ser uma técnica mais interessante sob o ponto de vista
da poluicdo ambiental, pois se utiliza uma menor quantidade para a mesma

populacdo de alevinos (BOMBARDELLI et al., 2004).

3.5. Hormonios e legislacao

Com todos os beneficios citados em relagédo a técnica de reversao sexual,
existe também uma preocupacdo ambiental por parte da comunidade cientifica,
ou seja, certa quantidade desse hormdnio pode estar atingindo 0s rios e com iSso
pode ocorrer desequilibrio ambiental, uma vez que em qualquer espécie animal, a

relacdo entre macho e fémea é fator importante na reproducao.
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A importancia do estudo do horménio 17a-metiltestosterona esta no fato
de que o horménio pode afetar adversamente o sistema reprodutivo de
organismos aquaticos como, por exemplo, a masculinizacéo de peixes fémeas em
rios contaminados com o descarte das aguas de pisciculturas.

A portaria 518 de 25/03/2004 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004) que
trata dos padrbes de potabilidade da agua e a resolucio CONAMA 357 de
17/03/2005 que classifica as aguas em todo o territdrio nacional, tratam da
qualidade da agua, mas ndo citam os horménios como contaminantes passivos
de controle. Uma vez que n&o existem leis e nem portarias com limites maximos
permitidos para este composto nos recursos hidricos, torna-se necessario o
monitoramento desse composto na agua e nos sedimentos de regides onde ha
pisciculturas.

O hormdnio 17a-metiltestosterona aumenta artificialmente o desempenho
de atletas, ndo levando em consideracdo a saude do mesmo e € antagdnico aos
principios do jogo limpo (DE ROSE et al.,, 2004), isto, segundo os critérios da
Portaria 531, de 10 de julho de 1985, do MEC e, segundo a legislacéo
internacional (LISE et al., 1999).

Para se obter este produto em farmécia, é necessario um receituario em
duas vias, segundo a Portaria 344, de 12 de maio de 1998 (LISE et al., 1999).

Bila e Dezotti (2003), fizeram um estudo sobre farmacos no Brasil, mas o
17a-metiltestosterona néo foi estudado, dando enfoque somente para hormonios
femininos.

O DES (dietilestilbestrol) € o unico hormdnio que tem seu uso proibido em
todos os paises, devido ao seu efeito carcinogénico (DUARTE; SILVA;

MEIRELLES, 2002).
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Entdo, diante dessa realidade e de tantos problemas que possam surgir,
existe uma preocupacdo no desenvolvimento de meétodos analiticos
suficientemente sensiveis para a determinacdo e a quantificacdo desses
compostos em amostras ambientais. Neste estudo foram empregadas a extracao
em fase sdlida e o equipamento de ultra-som para a extragdo do hormoénio das
amostras de agua e de sedimentos, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia

como técnica analitica.

3.6. Métodos de extracao e técnica analitica empreg ada na determinacao de

residuos de hormdnio em amostras de agua e de sedim  entos

3.6.1. Extracdo em fase solida (EFS)

A extracdo em fase solida é utilizada para isolar um ou mais analitos
presentes em amostras complexas, antes de se fazer a andlise utilizando a
técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Neste estudo foram utilizados cartuchos com fase estacionaria de silica
gel quimicamente ligada ao grupo organico apolar Cig. Os cartuchos sao seringas
de polipropileno, que contém material de empacotamento entre dois discos de
polietileno (frits). A parte inferior do cartucho é acoplada em uma cuba coletora de
amostra onde é efetuado vacuo. Dessa forma, os analitos ndo polares ficam
retidos na fase sélida ndo polar, enquanto as impurezas que sao polares, sao
eluidas. Como eluente para os analitos, costuma-se utilizar varios solventes

polares ou uma mistura deles em diferentes proporcdes (LANCAS, 2004a).

As Figuras 04 e 05 apresentam as principais etapas envolvidas em EFS.
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Figura 04: Cartucho empregado na EFS.
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Figura 05: Representacao das etapas da EFS.

As principais etapas da EFS sé&o:

Condicionamento do adsorvente: A fase estacionaria €& lavada

inicialmente com metanol, para diminuir a tensdo superficial e aumentar a

superficie de contato com a solugdo aquosa a ser analisada. Apés a lavagem com

metanol se retira 0 excesso utilizando agua ultrapura.

Adicdo da amostra: Transferéncia da amostra de agua a ser analisada

guantitativamente.

Lavagem: Adicao do eluente para eliminar interferentes.
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Eluicdo: Adicdo quantitativa de eluente para extrair os analitos que
ficaram retidos na fase estacionaria. Tomando cuidado na escolha do solvente
utilizado para ndo carregar impurezas que possam nao ter sido eliminadas na
etapa anterior (LANCAS, 2004a).

Este procedimento foi feito para a extracdo do horménio das amostras de

agua, entretanto para a extracao dos sedimentos, foi utilizado o ultra-som.

3.6.2. Ultra-som

O ultra-som foi utilizado como método para extrair o horménio das
amostras dos sedimentos, esse procedimento foi desenvolvido seguindo o
exemplo do procedimento de extracdo de pesticidas de solos (BABIC,
PETROVIC, KASTELAN-MACAN, 1998).

ApoOs realizar as extracdes do hormonio das matrizes agua e sedimentos,
utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia como técnica analitica para a
quantificacdo do hormdnio 17a-metiltestosterona, por ser sensivel na identificacdo

e quantificacdo do hormonio em estudo.

3.6.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CL  AE)

A cromatografia liquida € uma importante técnica analitica de separacéao,
por ser bem sensivel, de facil quantificacdo, por sua adequacdo para espécies
nao-volateis ou termicamente instaveis, e além de tudo, pela sua ampla
aplicabilidade (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002), praticamente ndo ha restricao
quanto a natureza da amostra a analisar (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

A técnica de CLAE utiliza colunas recheadas com particulas de pequeno

tamanho, necessarias para se obter uma alta resolucéo, no entanto apresentam
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uma grande resisténcia a fluxo da fase moével, sendo por isso, mantidas por uma
ou mais bombas de alta pressdo (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006). O
fluxo da fase movel € facilmente controlado, garantindo assim, uma boa
reprodutibilidade das injecbes e conseqientemente analises mais precisas. As
amostras sao injetadas no aparelho com o auxilio de microsseringas.

Varios tipos de detectores podem ser colocados na saida da coluna,
proporcionando um registro continuo da composicdo do eluente (GUIMARAES,
1987), sendo que o detector de absorcdo no UV-Visivel € o mais comum
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; HARRIS, 2001).

O emprego da cromatografia liquida para solucionar problemas analiticos,
necessita da combinacdo correta das condicbes experimentais, como: tipo de
coluna, fase moével, temperatura, quantidade de amostra injetada e do detector
especifico para cada caso (CIOLA, 1998).

Na cromatografia de modo normal, a fase estacionaria é mais polar que a
fase mével, enquanto que no modo reverso, a fase movel € mais polar que a fase
estacionaria. A cromatografia em modo reverso € o mais utilizado em CLAE, por
permitir uma grande variedade de separacao de solutos e o uso de fases moveis
aguosas. A fase movel mais utilizada € a mistura acetonitrila-agua, sendo que a
acetonitrila é substituida, quando necessério, por metanol (HARRIS, 2001).

O principio de separacdo em fase reversa € a hidrofobia, havendo
interacdo entre a parte ndo-polar do soluto e a fase estacionéria, sendo que uma
maior interacdo acontece quando se aumenta a quantidade de &gua na fase
movel (CASS; DEGANI, 2001).

O bombeamento da fase movel pode operar em dois modos: isocratico e

gradiente. No modo isocratico a porcentagem de solvente permanece constante
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durante todo o tempo de analise, o que torna o sistema capaz de separar um
namero limitado de picos, e no modo gradiente, a composicao da fase movel varia
durante a analise, o que possibilita uma analise com picos bem resolvidos
(CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

Os principais componentes de um cromatografo em fase liquida sé&o:
reservatorio da fase movel, sistema de bombeamento, regulador de presséo,
valvula de injecéo, coluna, detector e um sistema de aquisicdo de dados (CASS;
DEGANI, 2001; McNAIR; GALHIANE; LANCAS, 1985).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia requer que a amostra seja
soluvel na fase movel e ndo seja decomposta quando solubilizada, para que
possa ser transportada através da coluna sem que seus componentes se
modifiguem, e a fase movel deve ter alta pureza, preferencialmente o solvente
deve ser de grau cromatografico (GUIMARAES, 1987).

A cromatografia € uma técnica utilizada para separar compostos como
corantes polares, isébmeros, farmacos e outros, entre eles, os hormoénios
(JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Entretanto, antes de se iniciar o desenvolvimento de um método e aplicar
a técnica analitica, deve-se fazer a validacdo do mesmo e avaliar se o0 método é
eficiente ou n&o. Segundo Leite (1996):

“N&o ter validacao é ter apenas um numero e ndo um resultado”.

3.7. Validacdo da metodologia para determinacdo do hormonio
17a-metiltestosterona em amostras de agua e de sedimen  tos
Uma etapa muito importante e relevante no campo de pesquisas na area

de residuos de poluentes ambientais é a escolha do método a ser utilizado. Tendo
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o foco do trabalho voltado para a confiabilidade analitica do mesmo, baseado em
adaptacdes mais modernas de antigos métodos, no uso de novos equipamentos
ou ainda de novas técnicas (LEITE, 1996). A validacdo € um processo que
fornece uma evidéncia documentada de que o método € confiavel ao que se
aplica (CASS; DEGANI, 2001).

E importante lembrar que ndo existe um modelo pronto para sistemas de
validacdo, é preciso ajustar e adequar as melhores adaptacdes (LEITE, 1996;
CASS; DEGANI, 2001).

No Brasil, ha trés agéncias credenciadoras para verificar a competéncia
de laboratérios de ensaios; a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial), o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento)
(OLIVARES, 2006). Estes 6rgdos disponibilizam guias para o procedimento de
validacdo de métodos analiticos, tais como a Resolucdo ANVISA RE n° 899, de
29/05/2003, o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de marco de 2003 e a
Instrucdo Normativa n° 46 de 10 de junho de 2003. (INMETRO, 2003; ANVISA,
2003, MAPA, 2003).

E possivel distinguir dois tipos de validagdo de métodos: o primeiro é
denominado validacdo no laboratdrio “in house validation”, onde as etapas de
validacdo sdo feitas em um unico laboratorio, seja para validar se um método
novo tem sido desenvolvido adequadamente, ou para verificar se um método
adaptado de outras fontes esté apropriado.

O segundo tipo é a validacdo completa “full validation”, e envolve todas as
caracteristicas de desempenho de um estudo interlaboratorial utilizado para

verificar como uma metodologia se comporta em uma determinada matriz em
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varios laboratoérios, estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a
incerteza associada a metodologia como um todo (THOMPSON; ELLISON;
WOOD, 2002).

S&o exigidos alguns requisitos para a validacdo de métodos, entre eles
pode-se destacar: a seletividade, sensibilidade, linearidade, recuperacéao,
exatiddo, precisdo, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
(LANCAS, 2004b; ANVISA, 2003; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002;
INMETRO, 2003).

Dependendo do experimento, deve-se avaliar quais destes critérios é o de
maior relevancia para se obter o melhor processo de validacdo, pois nem sempre
€ necessario levar em consideracdo todos os critérios (VAN ZOONEN et al.,
1999). Portanto, os parametros de validacdo devem ser baseados na intencéo do
uso do método analitico que se quer usar (AMARANTE JUNIOR et al., 2001).
Dessa forma, os experimentos podem ser limitados para o que realmente é

necessario (RIBANI et al., 2004).

3.7.1. Linearidade e faixa de aplicagao

Linearidade é a capacidade de um método analitico em demonstrar que
os resultados obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de uma faixa de aplicagdo (INMETRO, 2003; CASS; DEGANI,
2001, LANGCAS, 2004b; ANVISA, 2003), sendo possivel relacionar o sinal do
detector com a concentracdo do analito presente na amostra (CASS; DEGANI,
2001). A linearidade é avaliada por intermédio de medidas da amostra em
diversas concentragcfes utilizando a curva analitica (CASS; DEGANI, 2001).

Busca-se, geralmente, uma relacdo linear entre a concentracdo ou quantidade e
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sinal analitico, embora as relacbes n&o-lineares também s&do aceitas
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medidas experimentais pode ser efetuada usando o
método matematico da regressao linear. Além dos coeficientes de regressédo a e
b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de
correlacao r (CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG, 2001).

Este coeficiente r é freqientemente usado para indicar o quanto pode ser
considerada a reta como modelo matematico, um valor maior que 0,90 é
usualmente requerido (INMETRO, 2003). Um coeficiente de correlacdo maior que
0,99 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao (GREEN, 1996).

A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99.
A linearidade da curva analitica e, portanto, o intervalo de trabalho é determinado
pelo coeficiente de correlacdo, também conhecido como indices de correlagéo de
Pearson ( r ) da reta obtida e € considerada da seguinte forma (RIEDER et al.,
2000):

e r=1-correlagao perfeita;

* 0,91 <r<0,99 - correlacao fortissima;
* 0,61<r<0,90 - correlagao forte;

e 0,31<r<0,60 - correlacdo média;
 0,01<r<0,30 - correlagao fraca.

* 1 =zero - correlagdo nula;
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Em qualquer técnica instrumental a relacéo linear é simples e € descrita

pela equacdo y=a+bx. A regressdo linear s6 é valida em um determinado

intervalo de massa ou concentracdo da espécie medida. O intervalo de massa ou
concentracfes, no qual se pode construir uma curva analitica linear, € a faixa
linear dinamica (RIBANI et al., 2004).

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio
vai ser usado. A concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. Isto requer que os valores
medidos proximos ao limite inferior da faixa de trabalho possam ser distinguidos
dos brancos dos métodos. Esse limite inferior deve ser igual ou maior que o limite
de deteccédo do método (INMETRO, 2003).

Diferentes recomendacdes sao fornecidas pela literatura e dependem da
aplicacdo. Para farmacos, a ANVISA (2003) recomenda uma faixa entre 80-120%
da concentracéo tedrica do analito, a IUPAC recomenda duas faixas: 0-150% ou
50-150% do valor esperado, dependendo de qual destas opcbes for a mais
adequada (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Para anadlise de residuos de pesticidas, a Comissdo Européia recomenda
uma variacdo de mais ou menos 20% (RIBANI et al.,, 2004). Para analise de
hormoénios, ndo ha nenhum valor tedrico de concentracdo que estes analitos
possam ser encontrados em efluentes, entretanto, Bila & Dezotti (2003), cita que
€ necessario técnicas suficientemente sensiveis na determinacdo destes
compostos em ambientes aquaticos, na ordem de pg L e ng L™,

A ANVISA (2003) e ICH (“International Conference on Harmonization”)

recomendam que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo,

33



Revisédo Bibliografica

cinco niveis de concentracdo. A IUPAC recomenda seis ou mais niveis de

concentracdo (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

3.7.2. Sensibilidade

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta
em funcdo da concentracdo do analito (INMETRO, 2003), e é capaz de distinguir
com determinado nivel de confianca, duas concentracdes proximas (BRITO et al.,
2003). A sensibilidade pode ser expressa pela inclinacdo da curva analitica,
conforme a equacao apresentada a seguir e é determinada, simultaneamente,
nos testes de linearidade. A sensibilidade depende da natureza do analito e da

técnica de deteccéao utilizada (INMETRO, 2003).

S:ﬂ (Eq. 01)
dx
Onde:

S=sensibilidade;
dx=variacdo da concentracao;

dy =variacdo da resposta.

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracdo do
analito causa grande variacdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério
expressa a capacidade do procedimento analitico gerar variagdo no valor da
propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno incremento na
concentragéo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se erréneo o uso deste
termo “sensivel” para designar o método com baixo limite de detec¢do (BRITO et

al., 2003; AMARANTE JUNIOR et al., 2001).
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3.7.3. Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de um método em determinar o
analito de maneira que outras substancias presentes em uma amostra complexa
nao interfiram na analise (LANCAS, 2004b; MARWAH; MARWAH; LARDY, 2005),
garantindo que o pico cromatografico seja exclusivamente do composto de
interesse (LANCAS, 2004b; ANVISA, 2003), demonstrando a capacidade de
selecdo do analito entre outros compostos que podem estar presentes (ANVISA,
2003), tais como produtos de degradacdo, impurezas e outras estruturas
presentes na matriz (MARWAH; MARWAH; LARDY, 2005). Se a seletividade do
meétodo ndo for assegurada, outros parametros do processo de validagcdo, como
linearidade, preciséo e exatidao, estardo comprometidas (RIBANI et al., 2004).

Segundo Ribani et al. (2004), a seletividade pode ser obtida de varias
maneiras, sendo estas duas as mais utilizadas:

e comparacao da matriz isenta do analito de interesse, da matriz fortificada
com o analito (padrédo), nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo
de retencéo que o analito de interesse;

* Avaliagdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro de
massas), que comparam o espectro do pico obtido na separacdo com o de
um padréo e utiliza-se isso como indicagdo da presenca do composto
puro.

O método da adicdo padrao também pode ser aplicado para os estudos
da seletividade (JENKE, 1998).

O termo seletividade é as vezes substituido por especificidade, gerando
uma certa confusdo que pode ser evitado utilizando somente o termo seletividade

(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; CHASIN et al., 1998).
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3.7.4. Precisao

A precisdo € a expressdao da concordancia entre varios resultados
analiticos obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004b), amostras
semelhantes ou padrdes, sob condi¢cdes definidas (INMETRO, 2003), esta
relacionada com a concordancia das medidas entre si, ou seja, quanto maior a
dispersdo dos valores, menor a precisao (BACAN, 2001). A precisao ¢é avaliada
pelo desvio padréo absoluto (o), utilizando um numero significativo de medicdes,
normalmente superior a 20. Na pratica, em validagbes de métodos, o niumero de
determinacdes é geralmente pequeno, e 0 que se calcula é a estimativa do desvio

padrdo absoluto (s) (RIBANI et al., 2004, POLITO, 2002):

(Eq. 02)

Onde:
x =média aritmética de um pequeno numero de medidas;

x = valor de cada medida;

n=numero de medidas;

s =desvio padréo dos valores;

A precisdo também pode ser expressa através da estimativa do desvio

padrao relativo, conhecido também como coeficiente de variacao (CV):
CV(%) = MS x 100 (Eq. 03)

Onde:
s =desvio-padrao das recuperacdes e

M =média das recuperacgdes (RIBANI et al., 2004).
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A precisdo do método é considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.

A repetitividade € o resultado do método operando sobre um intervalo de
tempo curto, sob as mesmas condi¢cdes de operacdo (equipamento, analista,
reagentes, mesmo local e mesmas condicbes ambientais) (LANCAS, 2004b;
BRITO et al., 2003, INMETRO, 2003). Também conhecida como preciséo intra-
ensaios, pode ser avaliada com no minimo nove determinacfes dentro do
intervalo de trés diferentes concentracfes e trés replicadas cada, ou no minimo
seis determinagdes para uma Unica concentracado-teste (BRITO et al., 2003).
Envolve varias medidas de uma mesma amostra, em diferentes preparacgdes, e
também pode ser denominada precisdo intra-ensaio ou intra-corrida, sendo
expressa atraveés da estimativa do desvio padrdo relativo (RIBANI et al., 2004)
também conhecido como coeficiente de variagcdo (LANCAS, 2004b).

A precisdo intermediaria expressa o efeito das variacdes dentro do
mesmo laboratério que envolvem diferentes dias, ou diferentes equipamentos, ou
diferentes analistas (BRITO et al., 2003) ou uma combinacédo dos trés fatores
(RIBANI et al., 2004). Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-
se um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes (ANVISA, 2003).

Reprodutibilidade, precisdo inter-laboratorial € o grau de concordancia
entre os resultados de ensaios feitos com uma mesma amostra em diferentes
laboratérios. Sao aquelas em que resultados sdo obtidos usando o mesmo
método em diferentes laboratdérios, geralmente obtidas em andlises colaborativas,
manuseado por diferentes operadores e usando diferentes equipamentos
(LANCAS, 2004b), geralmente utiliza-se este procedimento para inclusdo de

metodologias em farmacopéias (ANVISA, 2003).
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3.7.5. Exatidao

Expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
verdadeiro ou aceito como referéncia (LANCAS, 2004b; INMETRO, 2003). A
exatidao esta relacionada com o seu erro absoluto, isto €, com a proximidade do
valor medido em relacdo ao valor verdadeiro da grandeza, ou seja, esta
relacionada com a veracidade das medidas (BACAN, 2001). E definida como o
valor encontrado pelo método e o valor aceito como verdadeiro ou de referéncia,

sendo calculada pela seguinte equacéo:

concentraéo,,,
concentraéiQugyica

Exatidao= x 100% (Eq. 04)

A exatiddo de um método novo pode ser avaliada por quatro tipos de
estudos:

» Estudo comparativo com materiais de referéncia certificados;

 Comparacdo do método proposto com um método considerado padréo, ja
bem estabelecido na literatura,

» Estudos de recuperacao;

* Estudos colaborativos ou interlaboratoriais (AMARANTE JUNIOR et al.,
2001; INMETRO, 2003).

Os materiais de referéncia, quando disponiveis, sdo preferencialmente
usados, pois estes tem reconhecimento com padrao internacional, porém devido
ao seu alto custo, seu uso acaba sendo limitado.

O ensaio de recuperagdo constitui 0 método mais utilizado para validagcéo

de processos analiticos. A recuperagdo esta relacionada com a exatiddo, pois
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reflete a quantidade de determinado analito recuperado no processo, em relacao
a quantidade real presente na amostra (BRITO et al., 2003).

A recuperacdo € uma medida de eficiéncia do método em isolar o analito
de maneira inequivoca na presenca de outras substancias capazes de
interferirem na sua determinacdo (OLIVARES, 2006; CASS; DEGANI, 2001,
LANGCAS, 2004b).

O estudo de recuperacdo consiste na “fortificacdo” da amostra, ou seja,
na adicdo de solucdes com diferentes concentracbes do analito de interesse
seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado (BRITO et al.,
2003).

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em funcéo da
concentracdo da substancia. Na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacao pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por este motivo, a recuperacgéo
deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para 0 composto de
interesse (RIBANI et al., 2004). A porcentagem de recuperacao é calculada pela
seguinte férmula:

Rec (%) =[ﬁj x100  (Eq. 05)

CP

Onde:

C

Concentragao do horménio na amostra fortificada;

m

C

p

Concentracao do horménio na solucdo padréo.

As amostras podem ser adicionadas com o analito em pelo menos trés

diferentes concentracbes, por exemplo, préximo ao limite de quantificacao,
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proximo a concentragdo maxima permissivel e em uma concentragdo proxima a
meédia da faixa de uso do método. A porcentagem de recuperacao é determinada
por intermédio da comparacdo de andlises em quintuplicatas de trés
concentracfes, de amostras contaminadas com solucdes-padrdo, as quais
representam 100% de recuperacdo. Embora recuperacdes proximas a 100%
sejam desejadas, admitem-se valores menores, por exemplo, de 50-60%, desde
que a recuperacao seja precisa e exata (CASS; DEGANI, 2001). Para analise de
residuos, geralmente as porcentagens de recuperacao estdo entre 70 e 120%,

com precisao de + 20%.

3.7.6. Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccéo corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor
exato (LANCAS, 2004b; INMETRO, 2003). O LD é definido pelo Comité de
Métodos Analiticos como a menor concentracdo que pode ser distinguida, com
razoavel confianga, da regido de resposta do branco (AMARANTE JUNIOR et al,
2001), ou ainda, como a menor concentracédo do analito que produz uma resposta
maior do que trés vezes o sinal do ruido (CASS; DEGANI, 2001; ANVISA, 2003;
MAPA, 2003).

O LD pode ser calculado de trés formas: método visual, método relacéo
sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

No método visual, o LD é determinado utilizando a matriz com adicdo de
concentragbes conhecidas do analito de interesse até a visualizagdo da menor

concentragdo visivel (detectavel) em que seja possivel distinguir entre sinal e
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ruido. Este procedimento também pode ser feito através do instrumento,
utilizando parametros de deteccdo no método de integracédo (RIBANI et al., 2004).

No método sinal-ruido, o sinal das amostras contendo o analito em
concentracfes muito baixas € comparado com o sinal de uma amostra branco,
que é a matriz isenta do analito de interesse, estabelecendo uma relacao sinal-
ruido que pode ser 3:1 ou 2:1, proporc¢des geralmente aceitas como estimativa do
limite de deteccao (RIBANI et al., 2004).

Outra maneira de expressar o limite de deteccédo é atraves de parametros

da curva analitica:

LD=33x~ (Eq. 06)
Onde:

s = é a estimativa do desvio padrao da resposta do branco;

S= é a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica (SHABIR,
2003).

3.7.7. Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade determinada
(OLIVARES, 2006; LANCAS, 2004b). O limite de quantificacdo é a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e
exatiddo aceitaveis, sob condicbes experimentais adotadas (CASS; DEGANI,
2001).

O LQ também pode ser estabelecido pelos mesmos métodos utilizados

para LD (método visual, método sinal-ruido e método baseado em parametros da
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curva analitica), sendo que para LQ a relacdo sinal-ruido adotada é 10:1

(SHABIR, 2003) e a equacéo utilizada é a seguinte:

LQ =10 xé (Eq. 07)
Onde:

s = é a estimativa do desvio padrao da resposta do branco;

S= é a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica (SHABIR,
2003).

3.7.8. Adicéo de padrao

Na adicdo-padrdo, quantidades conhecidas de constituinte sao
adicionadas a amostra desconhecida. Do aumento do sinal, deduz-se quanto do
constituinte estava na amostra original. A adicdo-padrdo € especialmente
apropriada quando a composicdo da amostra é desconhecida e afeta o sinal
analitico (HARRIS, 2001).

Uma amostra com uma concentracao inicial desconhecida de constituinte
X; da uma area de Ix. Entdo uma concentracdo conhecida do padrao, S, é
adicionada a uma aliguota da amostra e a intensidade da emissao ls.x €
observada para essa segunda solucdo. A adicdo do padrdo a amostra
desconhecida muda a concentracéo original do constituinte por causa da diluicao,
dando entdo uma solucdo de concentracao diluida final X;. A concentracado do
padrao na solucao final é S, levando em consideracéo que as espécies X e S sdo
as mesmas.

Equacéao da adicao-padrao:

(Eq. 08)
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A emissdo € diretamente proporcional a concentracdo do constituinte,

entao:

w| >

C
= Eq. 09
5 (Eq. 09)

Onde:

A= concentragao de constituinte na solucéo inicial,

B= concentragao de constituinte mais padrao na solucao final;
C= sinal da soluc¢ao inicial;

D= sinal da solucéao final.

O objetivo da validacdo é demonstrar que um método analitico €
adequado para o seu propésito. Do ponto de vista pratico, pode-se dizer que um
método, apods ser desenvolvido, deve ser submetido a um processo de avaliagao
para estimar sua eficiéncia e seu mérito (LEITE, 1996; AMARANTE JUNIOR et
al., 2001).

Tradicionalmente, as andlises fisicas e quimicas sdo as mais usadas na
determinacdo de residuos e tem como vantagem o desenvolvimento de novos
métodos analiticos que podem detectar baixas concentragfes de contaminantes
em um curto periodo de tempo. Entretanto, apresenta desvantagens como, por
exemplo, os custos elevados dos equipamentos, reagentes e o fato dos efeitos
bioldgicos e sinérgicos das substancias quimicas ndao serem avaliados.

Para melhor avaliar o impacto causado pelo horménio
17a-metiltestosterona foram também feitos testes ecotoxicoldgicos, que segundo
Zagatto e Bertoletti (2006), somente através de bioensaios é possivel indicar se
as aguas apresentam condicdes adequadas ou ndo a manutencdo da vida
aguatica, pois assim, pode-se detectar possiveis efeitos sinérgicos ou

antagobnicos. Por isso, foram feitos os testes de toxicidade crénica com os
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Cladéceros Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii, para avaliar se o referido
horménio 17a-metiltestosterona é capaz de ocasionar a reversdo sexual nesta
classe de invertebrados, jA que estes sd0 0s primeiros organismos a compor a
cadeia trofica. Também foram feitas andlises do impacto sobre esses organismos,

tais como mortalidade e nUmero de neonatos.

3.8. Ecotoxicologia

O interesse em estudar os danos causados por poluentes nas
comunidades aquaticas e nos seus niveis de organizacdo fez com que a
Ecotoxicologia Aquatica tivesse um grande desenvolvimento nos ultimos anos. O
termo Ecotoxicologia pode ser definido como a ciéncia que estuda os efeitos das
substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre os ecossistemas e seus
organismos Vvivos, especialmente nas populacbes e nas comunidades de um
ecossistema definido (FERNICOLA; BOHRER-MOREL; BAINY, 2003). O principio
da ecotoxicologia € a analise dos processos de transferéncia de contaminantes
nos ecossistemas e nos efeitos sobre sua estrutura e funcionamento.

A ecotoxicologia é a ciéncia responsavel pela geracdo do conhecimento
que subsidiara a formulacdo segura de dispositivos legais, normas, programas e
diretrizes gerenciais para enfrentar questdes de riscos ecotoxicolégicos potencial
e real, geradas pela introducdo de agentes quimicos no ambiente. Os dados
gerados sao utilizados na avaliacdo do risco ambiental e regulamentacdo de
novas substancias quimicas, bem como no estabelecimento de critérios de
qualidade da agua para preservacédo das comunidades aquaticas e no controle da

toxicidade de efluentes em geral.
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De acordo com a composicdo quimica, algumas substancias séo téxicas
apenas aos peixes, outras somente a microcrustaceos e as vezes a ambos,
assim, é aconselhavel avaliar os efeitos de agentes toxicos a mais de uma
espécie representativa da biota aquatica, para que se possa através dos
resultados obtidos com o organismo mais sensivel estimar com maior seguranca
0 impacto dessas substancias em sistema receptor (CETESB, 1990).

Segundo o tempo de exposicao, o critério a ser adotado e 0s organismos

testados, caracterizam-se o teste a ser empregado (RAND; PETROCELLI, 1985).

3.8.1. Testes de ecotoxicidade

Desde o inicio da civilizacdo, o homem tem utilizado e descartado sem
tratamento as mais diversas substancias quimicas em ambientes naturais
(MASUTTI; ESPINDOLA, 2005). Essas substancias quimicas por se tratarem de
micropoluentes organicos, sdo substancias que mesmo estando presentes em
pequenas concentragdes, sdo capazes de desencadear efeitos sobre os sistemas
em que sdo introduzidos (REIS FILHO; ARAUJO:; VIEIRA, 2006).

De acordo com o tempo de exposicdo dos organismos aos agentes
toxicos, estes testes podem ser classificados em agudos ou crénicos. Os testes
de toxicidade sdo ensaios nos quais um numero conhecido de organismos sao
expostos aos agentes estressantes por periodos conhecidos de tempo e,
posteriormente, os efeitos sdo avaliados quanto a sobrevivéncia ou mortalidade
dos organismos, bem como efeitos comportamentais, morfolégicos e fisioldgicos
(RAND; PETROCELLI, 1985).

 Os testes agudos sdo o0s mais usados em laboratorio, devida a sua

simplicidade e ao curto periodo de exposicdo dos organismos aos agentes
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toxicos em um periodo de 48 h-96 h de exposicao (ABNT, 2005). Os testes
agudos podem ser estaticos (sem renovagao do meio), semi-estaticos ou
de renovacéo, e de fluxo continuo (com renovacgao constante do meio com
fluxo ininterrupto de solugdes toxicas) (RAND; PETROCELLI, 1985).

* Os testes cronicos fornecem os possiveis efeitos adversos resultantes de
uma exposicao prolongada, abrangendo parte ou todo o ciclo de vida do
organismo, a concentracdes subletais de um agente toxico, que embora
permitam a sobrevida, afetam uma ou varias de suas fung¢des biologicas,
interferindo  sobre a reproducdo, crescimento e maturacdo, e/ou
comportamento em geral (RAND; PETROCELLI, 1985; RAND; WELLS;

McCARTHY, 1995).

A atividade da piscicultura tem usado produtos sintéticos, muitas vezes
toxicas em suas atividades, o que em geral, ocasiona problemas aos organismos
dos tanques, dos rios e as populacdes ribeirinhas que utilizam essas aguas, bem
como pode se tornar um problema ambiental. Desta forma, foram feitos os testes
de toxicidade crbnica, com os organismos vivos da familia Daphnidae, ordem

Claddcera, para avaliar o efeito especifico do hormdnio 17a-metiltestosterona.

3.8.2. Organismos teste: Claddceros (Daphnia similis e Ceriodaphnia
silvestrii)

Os invertebrados constituem os organismos-teste mais frequentemente
utilizados, sobressaindo-se, entre eles, microcrustaceos conhecidos como
cladoceros, que pertencem a classe Branquiopoda, sendo que o tamanho dos

individuos das espécies varia entre 0,2 e 3,0 milimetros (PENNAK, 1989;

46



Revisédo Bibliografica

ELMOOR-LOUREIRO, 1997), e peso seco de 50 a 400 pg. Os cladoceros,

também conhecidos como pulgas d’agua, sdo um pouco mais evoluidos que 0s

demais da mesma classe (PENNAK, 1989).

Daphnia similis, (Crustacea, Cladocera), descrita em 1820 por
Straus, é um microcrustaceo plancténico com comprimento
maximo de 3,5 mm, que atua como consumidor primario na cadeia
alimentar aquatica e se alimenta por filtracdo de material organico
particulado em suspenséo. Os organismos desse género tem larga
distribuicdo no hemisfério norte (ABNT, 2004).

Ceriodaphnia silvestrii (Crustacea, Cladocera), descrita por Daday
em 1902, é um microcrustaceo zooplancténico de 0,8 a 0,9 mm de
comprimento, de corpo ovalado com acentuado sinus cervical e
com 9 a 12 espinhos anais, que atua como consumidor primario na
cadeia alimentar aquatica e se alimenta por filtracdo de material
organico particulado. Esses organismos sao encontrados no Brasil

e na Argentina (ABNT, 2005).

A escolha das espécies de cladéceros Daphnia similis e Ceriodaphnia

silvestrii como organismo-teste se deve a varios motivos, que além de apresentar

0S requisitos basicos necessarios para 0s ensaios, a Daphnia similis € maior que

a Ceriodaphnia silvestrii, e apresenta facilidade na montagem e manuten¢ao do

teste, entretanto, a Ceriodaphnia silvestrii visa o desenvolvimento de teste de

toxicidade de menor duracédo, ja que tem um ciclo de vida mais curto e maior

sensibilidade.

Também tem o fato de que estas espécies apresentam

representatividade em corpos d’agua interiores, sendo o género Ceriodaphnia
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mais representativo quando comparada a Daphnia, sendo possivel a coexisténcia
de diversas espécies.

Tém importancia ecoldgica na cadeia tréfica de ambientes aquaticos, pois
ocupam uma posicao estratégica nas comunidades aquaticas, comportando-se
como importantes herbivoros, alimentam-se de algas, bactérias e materiais em
suspensao, e constituem uma fracéo significativa da dieta de numerosas espécies
de peixes e outros predadores, representando portanto, um importante elo nas
cadeias alimentares aquaticas; estabilidade genética, o predominio da reproducao
assexuada do tipo partenogenética, que permite a maximizacdo da taxa de
crescimento populacional, pois todos os descendentes sdo fémeas, tendo
portanto, a preservacdo das combinacdes genéticas, obtendo-se populacbes
homogéneas e com sensibilidade constante (RAND; WELLS; McCARTHY, 1995).

Tem também a facilidade de cultivo e manutencdo de culturas, pois
apresentam ciclos de vida relativamente curtos e pequena dimensao corpérea,
requerendo pequenos volumes de agua, o que facilita seu cultivo e manutencao
em laboratério, além do conhecimento de biologia da espécie e sua sensibilidade
a uma grande variedade de contaminantes ambientais.

Os cladéceros vivem em riachos, lagos e lagoas. Nadam por meio de
suas segundas antenas muito potentes, o movimento €, em grande parte, vertical
e quase sempre muito rapido e aos saltos. O golpe, para baixo, das antenas
impulsiona o animal para cima, depois ele submerge lentamente, usando as
antenas como se fossem para-quedas (BARNES, 1984), utilizam as patas para a
captura de alimentos (PENNAK, 1989).

Os cladoceros sédo filtradores e sao abundantes em &gua doce,

apresentam alta produtividade secundaria, e representam juntamente com outros
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grupos que compdem o zooplancton, o elo intermediario da cadeia alimentar,
através do qual a energia flui para os niveis troficos superiores chegando até os
peixes, aves aquaticas e ao ser humano (ROCHA & GUNTZEL, 2006).

Um dos cladéceros, a Ceriodaphnia silvestrii, utilizada neste trabalho,
possui forma arredondada, olho grande ocupando quase toda a regido anterior da
cabeca, possui fornices projetados lateralmente. O macho é bem semelhante a
fémea, porém apresenta menor tamanho (ELMOOR-LOREIRO, 1997). Essas

caracteristicas podem ser observadas na Figura 06.

wrl gg

Figura 06: Ceriodaphnia silvestrii (fémea adulta)- Imagem capturada das culturas do
laboratério de Ecotoxicologia do CRHEA-USP-Sao Carlos.

Em relagcé&o a Daphnia similis, esta possui cabeca grande, arredondada e
forma semilunar a relativamente quadrada, as antenas sao curtas, e paralelas a
margem anterior da cabeca, conforme Korinek e Frey (1991). Essas

caracteristicas podem ser observadas na Figura 07.
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Figura 07: Daphnia similis (fémea adulta)- Imagem capturada das culturas do laboratorio
de Ecotoxicologia do CRHEA-USP-Sao Carlos.

No Estado de Sdo Paulo, as espécies Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia
similis foram amplamente estudada e testada em estudos ecotoxicoldgicos, para
substituir aquelas de regides temperadas, visto serem igualmente ou até mais
sensiveis.

Para a analise estatistica foi utilizado o teste de Tukey para analisar 0os
dados de reproducdo, nas concentracbes em que a sobrevivéncia dos
organismos-teste nao foi significantemente diferente do controle. A normalidade
dos dados de reproducdo foi analisada pelo método do CHI-quadrado. O
programa computacional TOXSTAT 3.3 foi utilizado para a aplicacdo dos testes

(GULLEY; BOELTER; BERGMAN, 1991).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar os métodos para a determinacdo do hormdnio

17a-metiltestosterona nas amostras de agua e de sedimentos de piscicultura e

empregar os testes de ecotoxicidade para avaliar o impacto ambiental causado por

este hormonio.

4.2. Objetivos especificos

» Desenvolver e validar métodos de extracdo do 17a-metiltestosterona para

amostras de agua e sedimentos de piscicultura;

» Aplicar o método de extracdo em fase solida otimizado para a extragdo do

hormdnio 17a-metiltestosterona das amostras de agua de piscicultura;

* Otimizar o método de extracdo do horménio de sedimentos de piscicultura;
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Utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinar o horménio

presente nas amostras de agua e de sedimentos de piscicultura;

Verificar a degradacéo do horménio 17a-metiltestosterona em laboratorio;

Empregar os microcrustaceos Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii para

verificar a toxicidade crénica do hormoénio;

Empregar os microcrustaceos Ceriodaphnia silvestrii para verificar a reversao

sexual nos organismos com o horménio 17a-metiltestosterona.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Selecdo do hormdnio para estudo

O hormdnio 17a-metiltestosterona foi selecionado por ser o mais utilizado
em pisciculturas do cultivo de tilapias e outras culturas de peixes que se deseja
reverter sexualmente peixes (geneticamente fémeas para machos
fenotipicamente. Esse horménio é de facil aquisicdo, aplicacdo e apresenta boa

taxa de reverséao.

5.2. Local de estudo

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas em uma piscicultura
no municipio de Socorro-SP. Os efluentes dessa piscicultura sdo langcados no
Ribeirdo dos Machados—Rio do Peixe—Rio Mogi-Guagu.

O municipio de Socorro foi fundado em 09/08/1829, tem latitude de
22° 35' 29" S e longitude de 46° 31' 44" W (EXPLOREVALE, 2003) com 32.704
habitantes e 448,074 km? de area territorial (IBGE, 2004), sendo 430,3 Km? de
area rural, onde residem 35% de seus moradores, justificativa para o grande
namero de pisciculturas e pesque-pagues. Socorro nasceu as margens do Rio
do Peixe, o principal rio que corta a cidade, que € um dos afluentes do Rio Mogi-
Guacu. O municipio esta nos limites da Serra da Mantiqueira, a poucos

quildmetros da divisa de Sédo Paulo com Minas Gerais (EXPLOREVALE, 2003).
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A Figura 08 apresenta a localizagcdo dos compartimentos e municipios
que compdem a bacia do rio Mogi-Guagu no trecho paulista. O municipio de

Socorro faz parte do compartimento do rio do Peixe.

LOCALIZAGAO DO CBH-MOGI
NO ESTADO DE SAO PAULO

CBH - MOGI

Limite fisiogréafico
] Ao Mogi
[ Peixe
] Jaguari Mirim \
[ Medio Mogi Superior TR
[ medio Mogi Inferior

[ I [ 4
Figura 08: Localizacdo dos compartimentos e municipios que compdem a bacia do rio
Mogi-Guacu. Trecho paulista (Fonte: Relatério O/CETESB, 1999).

O rio Mogi-Guacu, que significa Cobra Grande em tupi guarani, tem suas
nascentes localizadas no Morro do Curvado, no municipio mineiro de Bom
Repouso-MG, no planalto cristalino, com uma altitude média de 1.594 m. Apds
percorrer 95,5 km em terras mineiras, atravessa a Serra da Mantiqueira em uma
altitude média de 825 m, e percorre 377,5 km em terras paulistas, sobre o planalto
central. Desagua no Rio Pardo, em uma altitude de 490 m do Bico do Pontal, no
municipio de Pontal, compreendendo 14.653 km? de &rea de drenagem e 473 km
de extenséao total. No territdrio paulista, a bacia hidrografica do Rio Mogi-Guacu
teve sua area de drenagem subdividida em macrorregides ou macrozonas, pela
Lei 7641 de 19 de dezembro de 1991. Essa lei dispde sobre as medidas de

protecdo ambiental e estabelece critérios para o uso e ocupacdo do solo
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(BRIGANTE; ESPINDOLA; ELER, 2006). Seus principais afluentes pela margem
direita sdo os rios Oricanga, Itupeva, Cloro e Jaguari Mirim; e pela esquerda,
Eleutério, do Peixe, do Roque, Quilombo e Mogi Mirim. (SIGRH, 2001). O rio do
Peixe tem 1143,1 km? de &rea de drenagem (BRIGANTE; ESPINDOLA; ELER,
2006).

As Figuras 09 (A) e (B) e Figura 10 apresentam o local das coletas feitas

no municipio de Socorro.

(A) S—

Figura 09: Vista dos tanques de coleta da piscicultura no municipio de Socorro-SP.

Figura 10: Vista do tanque 15 na sciultu no muhiC|p|0“blec‘S‘ocorro-SP.
Fotos: Luigi Mazzucco
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5.3. Amostragem

As coletas das amostras foram feitas nas seguintes épocas do ano: a
primeira coleta em janeiro de 2006, a segunda em abril de 2006. As amostras
testemunho (amostras utilizadas para os testes de recuperacéo) foram coletadas
no Rio Santa Maria do Leme, situado na Rua Eliza Gonzalez Rabelo, cidade de

Séo Carlos, estado de Sao Paulo, local onde nédo existia atividade de piscicultura.

5.3.1. Coleta das amostras de agua

As amostras de agua foram coletadas e armazenadas em frascos de
vidro ambar, hermeticamente fechados, mantidos em isopor com gelo e
transportadas ao laboratério, onde foram armazenados em geladeira a 4 °C. Na
coleta optou-se pela utilizacdo de amostras simples, onde se coletou em um
ponto na entrada da agua no tanque, outro no centro, e outro na saida, ao invés
de amostragens compostas, obtidas pela mistura de amostras de diferentes
pontos.

Um multisensor de andlise da qualidade da agua, denominado Water
Quality Checker (WQC), da marca Horiba, modelo U-10 foi utilizado para obter as
medidas de condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, pH e temperatura, em
tempo real.

As amostras de agua foram coletadas em trés locais diferentes, como é

apresentado na Tabela 01.
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Tabela 01: Tanques onde foram coletados as amostras de agua na piscicultura e as
localidades dos pontos de coleta dentro dos tanques.

Pontos Data da coleta
coletados
Agua para estudo ~ Setembro de
de recuperaciio Em Sao Carlos 2004
Nascente Somente um 19/01/2006
26/04/2006
Entrada 19/01/2006
Tanque 4 Centro 19/01/2006
Saida 19/01/2006
Entrada 19/01/2006
Tanque 5 Centro 19/01/2006
Saida 19/01/2006
Entrada 26/04/2006
Tanque 6 Centro 26/04/2006
Saida 26/04/2006
Entrada 26/04/2006
Tanque 9 Centro 26/04/2006
Saida 26/04/2006
Entrada 19/01/2006
26/04/2006
Tanque 15 Centro %2;823882
Saida 19/01/2006
26/04/2006

5.3.2. Coleta das amostras dos sedimentos

As amostras dos sedimentos foram coletadas préximo ao local de entrada
da agua no tanque e outro préximo ao ponto de saida do efluente. As amostras de
sedimentos foram coletadas a uma profundidade de 10 a 15 cm, por intermédio
de testemunhador, feito de plastico PVC, e adaptado com uma rolha na
extremidade superior. O testemunhador foi entdo emergido na agua, penetrado
nos sedimentos e tampado na sequiéncia com uma rolha e so6 entéo foi retirado da
agua. A rolha serve para manter a pressao dentro do testemunhador e evitar que

os sedimentos sejam desprendidos do seu interior.
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As amostras dos sedimentos foram armazenadas em potes plasticos de
500 gramas, colocadas em caixas de isopor com gelo e conduzidas ao
laboratdrio, onde foram armazenadas em freezer, secas a temperatura ambiente,
desagregadas em almofariz e peneiradas.

As amostras dos sedimentos foram coletados em dois locais diferentes e

a Tabela 02 apresenta os pontos de coletas.

Tabela 02: Tanques onde foram coletados os sedimentos da piscicultura e a localidade
dos pontos de coleta dentro dos tanques.

Pontos Data da coleta
coletados
Sedimentos para i
estudo de Em Sao Carlos %ggelro de
recuperacao o
Nascente Somente um 26/04/2006
Entrada 19/01/2006
Tanque 4 Saida 19/01/2006
Entrada 19/01/2006
Tanque 5 Saida 19/01/2006
Entrada 26/04/2006
Tanque 6 Saida 26/04/2006
Entrada 26/04/2006
Tanque 9 Saida 26/04/2006
Entrada 19/01/2006
Tanque 15 26/04/2006
Saida 19/01/2006
26/04/2006

5.4. Reagentes e solventes utilizados

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico:
Metanol (J. T. Baker, 100%), Etanol (J. T. Baker, 99,98%), Acetonitrila (J. T.
Baker, 99,8%), Acetato de Etila (Mallinckrodt UItimAR®, 99,6%), Acetona (Synth,
99,5%), Acido sulfarico (Quemis, 95-98%), Acido nitrico (Synth, 64-66%) e Agua

ultrapura (Milli-Q, Millipore). O padrdo de referéncia do horménio sintético
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17a-metiltestosterona foi obtido da Spectrum Chemical MFG.Corp, com pureza

minima de 97%.

5.5. Determinagdo da porcentagem de matéria organic  a dos sedimentos via
calcinagéo (pesagem)

Para determinar os teores de matéria organica foram pesados 5,0 g dos
sedimentos e transferidos em cada cadinho (em triplicata). Posteriormente, as
amostras dos sedimentos foram levadas ao forno mufla, marca EDG, modelo
1800-3P, a 600°C por 2 horas, decorridos o tempo de calcinagédo, os cadinhos
foram resfriados em dessecador e depois feita a pesagem. Fez-se uma meédia
aritmética dos resultados obtidos em trés determinacfes. A porcentagem de
matéria organica foi obtida por meio da diferenca entre o peso inicial da amostra e

0 peso apos a calcinacao.

5.6. Granulometria

A determinacdo granulométrica das amostras dos sedimentos foi baseada
na metodologia descrita pela ABNT (1968)- Analise Granulométrica de Solos
(Método Brasileiro), sendo utilizado o método combinado de analise por
sedimentacdo (densimetro) e por peneiramento, obtendo-se as fragdes de areia,

silte e argila em porcentagem.

5.7. Solucéo padrédo de 17 a-metiltestosterona e curva analitica
A solucdo estoque do horménio 17a-metiltestosterona foi preparada
separadamente na concentracdo de 100 mg L™ do horménio em etanol, foram

colocadas em frascos de vidro ambar e estocadas em geladeira a 4 °C. A partir
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desta, as solucbes padrdo necessarias para as analises foram obtidas atraves de
diferentes diluicbes para se obter o limite de deteccdo e compor a curva analitica.
As concentracdes utilizadas foram 10,0 - 50,0 - 100,0 - 200,0 - 400,0 e

600,0 pg L™,

5.8. Condi¢cbes cromatogréficas para determinacdo do hormoénio nas
amostras de agua e de sedimentos de piscicultura

As determinagdes analiticas do horménio 17a-metiltestosterona foram
feitas empregando-se um cromatografo SHIMADZU com bombas LC-10AD com
detector (SPD UV-VIS). Foi utilizada uma coluna de fase reversa de aco
inoxidavel (Cig), de 15 cm de comprimento, didmetro interno de 4,6 mm e o
tamanho da particula de 5 pum. As condigbes cromatogréficas ideais para a
analise do hormoénio, onde foram determinadas e estdo apresentadas na secao

resultados e discussao.

5.9. Limpeza da vidraria

A vidraria utilizada foi imersa em Extran 20% (MA-02-neutro, Merck) e
ap6s 1 hora foi enxaguada em &gua corrente e imersa em sulfonitrica
(H2SO4/HNO3) 1:1 por aproximadamente 30 minutos, sendo novamente
enxaguada em agua corrente, depois em agua ultrapura, e em seguida em etanol.
A secagem da vidraria foi feita em estufa a temperatura de aproximadamente
60 °C, sendo posteriormente envolvida em papel aluminio e colocada em armario.

O material volumétrico foi seco a temperatura ambiente.
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5.10. Procedimento para a extracdo do horménio das amostras de agua e de
sedimentos
Para a extracdo do hormonio foi utilizado metodologias diferentes para as

amostras de agua e de sedimentos.

5.10.1. Amostras de agua

5.10.1.1. Determinacao do nitrogénio amoniacal (amd nia) nas amostras de
agua da piscicultura

Para a determinacdo do nitrogénio amoniacal foi feito o seguinte
procedimento, utilizando um teste importado COHESP, fornecido pelo CDCC-
USP-Séo Carlos:

a) preencheu a cubeta plastica com a amostra até a marca vermelha
(3,0 mL);

b) adicionou 2 gotas do reagente liquido (K-1 para NHy);

c) com o auxilio da lamina cortante, abriu uma das ampolas plasticas
pequenas e adicionou o0 seu contetdo a cubeta com a amostra. Tampou e
agitou por alguns segundos;

d) com o auxilio do alfinete de cabeca amarela, perfurou uma das ampolas
plasticas grandes em uma de suas extremidades, atingindo-a de lado a
lado;

e) segurou firmemente a ampola plastica grande entre o polegar e o
indicador e pressionou-a de modo a expulsar parte do ar que existia em
seu interior. Mantendo-a pressionada, inseriu sua extremidade perfurada

na cubeta com a amostra preparada e aliviou a pressdo, de modo a
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f)

succionar parte da amostra para dentro da ampola, com num efeito de um
conta gotas. Notou-se que a quantidade da amostra succionada preencheu
a ampola até sua metade aproximadamente;

agitou a ampola e aguardou 10 minutos. Se houvesse amobnia na
amostra, a ampola adiquiriria certa coloracdo que deveria ser comparada
com a tabela de cores padronizada no verso da tampa do kit. Caso a
coloracdo adquirida pela ampola ndo encontrasse semelhanca com a cor
padronizada correspondente ao maximo da escala, diluia novamente a

amostra e repetia a analise (SCHIEL, SANTOS, RUFFINO, 2000).

5.10.1.2. Determinacdo de coliformes fecais nas amo stras de agua da

piscicultura

Para a realizacdo do teste de coliformes fecais foi utilizado o “Kit

Acquatest” COHESP fornecido pelo CDCC-USP-Séao Carlos:

a)

b)

9)

retirou a fita de teste do saco plastico, tocando-a apenas pela parte de
cima do picote;

umedeceu a fita de teste na amostra até o picote, deixando escorrer o
excesso da amostra;

retornou a fita de teste a sua embalagem plastica, destacando a parte
picotada que entrou em contato com os dedos;

deixou a fita secar a temperatura de aproximadamente 36 °C e analisou
quanto a presenca de coliformes fecais (SCHIEL, SANTOS, RUFFINO,

2000).
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5.10.1.3. Extracdo das amostras de agua sem o horm6é nio (branco)
Uma amostra de 300 mL de agua coletada na nascente da piscicultura de
Socorro que nao continha o horménio foi filtrada a vacuo e extraida como no

procedimento descrito na Figura 11:

300 mL de agua

Condicionamento do cartucho:
« 10 mL de metanol;
e 10 mL de &gua ultrapura.
Fluxo de 2,0 mL min™.

Cartucho de EFS

5,0 mL de etanol para elui¢ao
Evaporagao em fluxo de N

Extrato em 200 pL de acetonitrila

CLAE

Figura 11: Fluxograma de extracdo do horménio das amostras de agua da piscicultura.

5.10.1.4. Extracdo das amostras fortificadas para e studo do melhor solvente
para eluicdo do analito de interesse

As amostras fortificadas coletadas no rio Santa Maria do Leme foram
homogeneizadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente. Foram filtradas
a vacuo e fez-se o procedimento de extracdo, como descrito na secédo 5.10.1.3. A
extracao foi feita em triplicata.

Cada amostra foi eluida com um solvente diferente. A amostra A foi eluida
com 5 mL de acetato de etila, a amostra B foi eluida com 5 mL de etanol e a

amostra C foi eluida com 5 mL de acetona. As amostras foram evaporadas
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separadamente até a secura com nitrogénio gasoso e posteriormente
ressuspendidas em acetonitrila.

Apos determinada a melhor condicdo para a analise do hormdnio, esse
procedimento foi aplicado nos estudos de recuperacdo do analito em agua
fortificada com o horménio 17a-metiltestosterona, sendo portanto, feitas em trés
diferentes concentracdes (60,0; 80,0 e 100,0 pg L™) e cada concentracdo em

quintuplicata.

5.10.1.5. Extragdo do horménio das amostras de A&agua coletadas na
piscicultura de Socorro

As amostras de agua coletadas na piscicultura de Socorro foram
homogeneizadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente e em seguida,
fez-se filtracdo a vacuo, a extracao foi feita como descrito no item 5.10.1.3.

Como as concentragdes do hormdnio nas amostras ficaram abaixo do
limite de deteccéo, foi utilizado o procedimento de adicdo de padrao na amostra,
200 pL de extrato final da amostra foi injetado em triplicata de 20 pL cada, depois
adicionou-se aos 140 pL restantes do extrato final uma quantidade conhecida de
14 pL do padrdo de 10 mg L™. A &rea inicial e a area final foram aplicadas nas
equacdes 08 e 09, descritas nas paginas 42 e 43, onde se obteve por diferenca a
concentracdo do hormonio na matriz.

A extracdo do hormonio das amostras de agua foi feita em triplicata.
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5.10.2. Amostras de sedimentos

5.10.2.1. Extracdo das amostras de sedimentos sem o  hormdonio (branco)

As amostras de sedimentos foram coletadas no rio Santa Maria do Leme.
Pesou-se trés fracdes dos sedimentos secos do estudo de recuperacdo em uma
balanca (AG 200), misturou-se 20,0 mL de etanol para a amostra A, 20,0 mL de
acetona para a amostra B e 20,0 mL de acetato de etila para a amostra C. As
amostras foram levadas ao ultra-som (ULTRAsonic 1440 Plus Marca
ODONTOBRAS) e depois centrifugadas (EXCELSA BABY IlI, modelo 206-R,
marca FANEMD) (Adaptado de BABIC; PETROVIC; KASTELLAN-MACAN, 1998).

As amostras foram colocadas no rotaevaporador (FISATOM 802),
separadamente. Em seguida, ressuspendeu-se as amostras e transferiu-as para
frascos de vidro ambar. As amostras foram secas suavemente em gas nitrogénio,
e entdo ressuspendidas em etanol, finalmente analisadas por CLAE, conforme é

apresentado na Figura 12:

10 g de sedimentos secos

20,0 mL de etanol;

15 min no ultra-som;
Centrifuga (5 min) 5000 rpm;
Filtracdo simples.

Rotaevaporador a 38,5 °C até a secura

¢« Ressuspendeu as amostras em
3,0 mL de etanol;
+ Evaporacao em fluxo de N,.

Extrato
(200 pL de etanol)

v

CLAE

Figura 12: Fluxograma de extracdo do hormonio das amostras de sedimentos.
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5.10.2.2. Extracdo das amostras fortificadas

O procedimento experimental constou da adicdo de volumes das solucdes
padrdao na matriz dos sedimentos a fim de que as concentracdes finais dos
analitos, apos a etapa de extracdo, fosse como descrito a seguir.

Para obter a concentracdo de 1,0 mg L™ nos sedimentos em 1,0 mL de

solucao final, adicionou-se 200 pL do padrdo de uma solucdo de 5,0 mg L™.

m 5mg m -3
\ L 200.10°°L m
-3
C:m N 1mg :1,010 mg —>V:1,O.10_3L - V::I.ml_
\Y L \

A extragdo do hormodnio das amostras dos sedimentos foi feita em
triplicata para cada solvente. Depois de verificar o melhor solvente, o
procedimento foi aplicado para o estudo de recuperacgéo, onde foram preparadas
trés solugcbes com concentracdes diferentes (300,0; 400,0 e 500,0 ug Kg?) e
cada concentracdo em quintuplicata. O sedimento foi coletado no rio Santa Maria

do Leme.

5.10.2.3. Extracdo do hormonio das amostras dos sedimentos co letadas na
piscicultura de Socorro

Para a extracdo do horménio das amostras dos sedimentos coletadas na
piscicultura, foram feitas os mesmos procedimentos descritos no item 5.10.2.1.

A extracdo das amostras dos sedimentos foi feita em triplicata. Também

foi feito o procedimento de adicdo-padrédo, onde os 200 pL de extrato final foi

injetado em triplicata de 20 pL cada, restando 140 pL e nesse volume foi
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adicionado 14 pL do padrdo de 10 mg L™ A érea inicial e a area final foram
aplicadas nas equactes 08 e 09 descritas nas péaginas 42 e 43 onde se obteve

por diferenga a concentragdo do hormonio na matriz.

5.11. Degradacédo do horménio em laboratorio

Foi preparada uma solugdo de 15 mL de agual/etanol (90:10 v/v) na
concentracdo de 10 mg L™* do horménio 17a-metiltestosterona. A solugéo foi
transferida para um frasco transparente, e em seguida, o0 mesmo foi lacrado e
exposto por seis meses a luz solar, depois de decorrido este tempo, o0 mesmo foi
analisado por CLAE e comparado com uma mesma solugcdo de mesma

concentragdo preparada no momento da andlise.

5.12. Testes de ecotoxicidade do horménio 17  a-metiltestosterona

A avaliagdo rotineira da sensibilidade com substancias de referéncia
permite determinar o estado fisiologico dos organismos, isto €, a saude dos
organismos.

Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii (Cladocera, Crustacea), cujos
exemplares foram obtidos em culturas mantidas no Laboratorio de Ecotoxicologia
do Nucleo de Estudos em Ecossistemas Aquaticos (NEEA) do Centro de

Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA/EESC/USP), onde ja séao

cultivadas rotineiramente a maior parte das espécies testadas.

5.12.1. Cultivo e manutencao dos organismos-teste
Organismos jovens de Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii com idade

de aproximadamente 3 h a 18 h, obtidos por partenogénese, a partir de fémea
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com idade entre 7 e 21 dias, foram cultivados nas condi¢des descritas na norma
da ABNT (2005).

A manutencao do cultivo de organismos em laboratorio inclui o preparo da
agua de cultivo, bem como o acompanhamento de parametros como pH, dureza,
condutividade e preparo do alimento utilizado.

A agua de cultivo (ANEXO 1) foi preparada com agua natural coletada em
poco artesiano na Fazenda Santa Candida de propriedade da Empresa de
Desenvolvimento Urbano SOBLOCO SA, no municipio de Sao Carlos. Ajustou-se
a dureza para a faixa requerida de 40 a 48 mg L™ de CaCOs, pH para a faixa de
7,2-7,6 e condutividade de 160 uS cm™. O ajuste da dureza foi feito utilizando as
solugdes 1 e 2 (ANEXO II), considerando que para cada miligrama de dureza da
agua a ser aumentada, acrescentou-se 0,5 mL da solucéo 1 e 0,25 mL da solucéo
2 por um litro de agua. A medida da dureza da agua foi feita por titulagdo com
solucdo de EDTA e indicador negro de ericromo T (ANEXO IIl). A agua foi aerada
para solubilizagéo total dos sais, saturacdo do oxigénio dissolvido e estabilizacdo
do pH durante durante 12 h, antes da utilizacdo (ASTM, 1994).

Como alimento para os dafinideos foram utilizadas cultura de
Selenastrum capricornutum em fase exponencial de crescimento e alimento
composto por levedura e racdo de peixe (ABNT, 2005). Para ser utilizada como
alimento, a suspensdo algacea Selenastrum capricornutum foi primeiramente
mantida em geladeira para decantacéo, depois o0 sobrenadante foi desprezado e o
decantado foi ressuspendido em agua de manutencao das culturas. O namero de
células da suspenséo foi determinado através de contagem empregando-se para
iISSoO um microscopio Optico da marca ZEISS, utilizando-se camaras de contagem.

Cada organismo recebeu 10° células por um litro de solucdo-teste, a cada dois
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dias para a cultura de Daphnia similis, e 60% desse valor para a cultura de
Ceriodaphnia silvestrii.

O alimento composto foi preparado misturando-se partes iguais de racao
para peixe e levedura. Apés 0 preparo, conservou-se em geladeira por um
periodo maximo de uma semana. Este alimento juntamente com a suspenséao de
algas fornece uma alimentacdo adequada aos microcrustaceos.

Os organismos foram mantidos em cristalizadores com capacidade de 2 L
com 50 e 70 organismos por cristalizador de Daphnia similis e Ceriodaphnia
silvestrii, respectivamente, em camara incubadora com controle de luz e
temperatura (fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, intensidade
luminosa de aproximadamente 1000 lux, e temperatura entre 23 £+ 1 °C. Os

frascos foram cobertos com tampa transparente.

5.12.2. Testes de reproducdo para Daphnia similis e Ceriodaphnia silvestrii e
teste de reversao sexual da Ceriodaphnia silvestrii

Para os testes de toxicidade crénica com neonatos de Daphnia similis e
Ceriodaphnia silvestrii foram seguidas as recomendac¢des da ABNT (2005).

As espécies foram mantidas em culturas individuais, onde cada
organismo foi colocado em copo transparente acrilico da marca COPAZA" de
50 mL de volume, contendo 15 mL de meio, para a cultura de Ceriodaphnia
silvestrii e copos de 100 mL de volume com 40 mL de meio para a cultura de
Daphnia similis. Ambas as espécies foram mantidas em duas concentracdes da
solucbes-teste (1,0 e 50,0 pg L™), esses valores escolhidos para a montagem das

solucbes-teste foram baseados em um trabalho descrito por Green e Teichert-
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Coddington (2000), que desenvolveu um estudo sobre o descarte das aguas de
pisciculturas nos Estados Unidos e encontrou em seus efluentes esses valores.

Foi montado um controle com agua de cultivo e outro com agua de cultivo
mais etanol, que foi o solvente utilizado para solubilizar o horménio
17a-metiltestosterona, as solugdes-teste foram renovadas trés vezes por semana,
normalmente as segundas, quartas e sextas-feiras, verificando-se as medidas das
seguintes variaveis: pH, com Potencidmetro marca MICRONAL, modelo B-174;
condutividade i6nica, com condutivimetro, modelo ORION-145, com célula de
condutividade, modelo ORION-011510; concentracéo de oxigénio dissolvido, com
oximetro modelo Minipa, MDO-5509, e dureza. Todas as medidas foram feitas a
cada renovacao do meio, e também no momento do descarte das solucdes-teste.

Foi também realizado um teste com etanol sem o horménio para a cultura
de Ceriodaphnia silvestrii, nas mesmas condi¢fes utilizadas para o cultivo com
hormonio, entretanto, devido ao fato das culturas ndao estarem boas, foi feito teste
com trés diferentes concentracdes de etanol (25, 50 e 125 pL do solvente por litro
de agua de cultivo), para verificar se os problemas de reproducdo e mortalidade
estavam relacionados ao solvente utilizado para solubilizar o horménio
17a-metiltestosterona.

Para cada concentracdo foram testadas 10 réplicas, com um organismo
cada. As solucdes-teste foram preparadas em balbes volumétricos e foram
transferidas para os recipientes-teste com o auxilio de um proveta.

Durante o periodo do teste, os organismos foram mantidos cobertos com
plastico transparente em sala iluminada com fotoperiodo de 12 horas de escuro e

12 horas de iluminacdo e em sala com temperatura de 23 £ 1 °C.
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Os neonatos de Daphnia similis foram colocados em contato com as
diferentes concentracdes do hormonio, até a obtencéo da terceira cria, onde todas
as crias foram contadas. Foi efetuada a contagem de organismos imoveis e 0
namero de organismos que nao tiveram cria.

O mesmo procedimento foi feito para a cultura de Ceriodaphnia silvestrii.
Entretanto, os neonatos da primeira, terceira e quarta crias foram cultivados em
agua de cultivo, até obterem a primeira cria, sendo descartados em seguida. Os
organismos que nao tiveram cria foram colocados em formol a 10%, onde
posteriormente foram analisados para se fazer a determinacdo do sexo da
Ceriodaphnia silvestrii em um microscopio estereoscépico marca ZEISS.

Nos estudos com as duas culturas foram consideradas a sobrevivéncia e
a reproducdo, ou seja, o numero médio de neonatos por fémea, a taxa de
mortalidade, e também a taxa de reversdo sexual nos neonatos de Ceriodaphnia
silvestrii quando utilizado a cultura com diferentes concentracbes do hormdnio.
Para a cultura de Ceriodaphnia silvestrii em diferentes concentracdes de etanol,
foi verificado a sobrevivéncia e a reproducdo, sendo criados até obtiverem a
primeira cria.

Os testes de ecotoxicidade ndo foram feitos em conjunto. Primeiramente
com Daphnia similis, onde foi escolhida devido ao seu tamanho e por apresentar
melhor visualizacdo. Esta espécie foi testada por varios experimentos e a partir de
entdo, optou-se pelo uso da Ceriodaphnia silvestrii, onde se viu a viabilidade do
uso desta cultura, pelo seu curto ciclo de vida, e também apresentava resultados
similares a Daphnia similis.

Foram montados varios experimentos para se obter uma boa

repetibilidade entretanto, devido a problemas relacionados a cultura, foi
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necessario o uso neste trabalho dos experimentos considerados validos em
funcdo da sobrevivéncia minima no controle (60%) e entre renovacoes
consecutivas de agua (80%) (ABNT, 2005).

Ao final dos testes foram avaliadas as seguintes variaveis: fecundidade e
sobrevivéncia. Os testes foram considerados validos seguindo os seguintes
critérios em relacdo ao controle: sobrevivéncia maior que 80% e fecundidade

meédia maior ou igual a 15 neonatos por fémea.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ConsideracOes gerais

Dados analiticos envolvendo resultados de amostras ambientais sdo de
fundamental importancia e sdo Uteis para varios propoésitos. Estes dados séo
gerados para investigar como atividades humanas influenciam o ambiente. Para
desenvolver, calibrar e validar modelos ambientais, para testar se padrbes ou
critérios de qualidade séo excedidos e para deduzir se ha um risco potencial para
0 ecossistema.

Uma comissdo da International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) que representa a divisdo de quimica e meio ambiente, formulou um guia
para relatos de dados analiticos de amostras ambientais. As recomendacdes
sugeridas neste guia referem-se as informa¢des minimas que devem ser
apresentadas para descrever adequadamente a estratégia e métodos de
amostragem, incluindo o método de validacdo e calculos estatisticos. Uma
atencdo especial é dada as seguintes amostras ambientais: solo, aguas
superficiais e subterraneas, sedimentos, agua de chuva e oceanicas e ar (EGLI et
al., 2003).

Os procedimentos adotados e os resultados apresentados neste estudo

seguem as recomendac¢fes dos trabalhos de revisdo sobre validagdo de métodos
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analiticos (AMARANTE JUNIOR et al., 2001; ANVISA, 2003; CASS; DEGANI,
2001; INMETRO, 2003; LANCAS, 2004b; LEITE, 1996; MAPA, 2003; MARWAH;
MARWAH; LARDY, 2005; OLIVARES, 2006; POLITO, 2002; RIBANI et al., 2004,

THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

6.2. Otimizacdo das condicbes cromatograficas para a analise do
17a-metiltestosterona

Considerando a polaridade do horménio estudado, selecionou-se como
fase estacionaria uma coluna (C,g) de fase reversa, onde a fase movel é mais
polar que a fase estacionaria. A fase movel pode ser uma mistura de acetonitrila-
agua, e pode ter a acetonitrila substituida, quando necessario, por metanol. Estas
sao as fases mais usadas (HARRIS, 2001).

De acordo com Shabir (2003), a etapa inicial da andlise de validacao de
uma metodologia consiste em processos simples, como avaliar a razao do fluxo
da fase mével e o comprimento de onda selecionado, dentre outros. Baseado
neste trabalho, foram otimizados os parametros experimentais tais como: escolha

da coluna, composicao e fluxo da fase movel.

6.3. Selecao do comprimento de onda utilizado em CL  AE-UV

Obteve-se os espectros de absor¢cdo do horménio 17a-metiltestosterona,
que compreenderam uma varredura de 200 a 800 nm. O comprimento de onda
correspondente ao maximo de absorbancia do analito foi selecionado para a
determinacdo analitica empregando-se um cromatografo em fase liquida com

detector de UV-Vis.
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A Figura 13 apresenta, o espectro UV-Vis do 17a-metiltestosterona. O

comprimento de onda selecionado (Amax) foi de 245 nm para o composto

estudado.
mAbs
P
/ &
AN
.lfr II".
.I"K “'\
rd i)
) "x._
hN
\‘I
\'.
0 e
nm o 23 240 260 280 300 320 340

Figura 13: Espectro de UV-Vis do horménio 17a-metiltestosterona.

Stolker et al. (1999) empregaram em seu estudo sobre fortificacdo de
urina bovina com 17a-metiltestosterona 0 mesmo comprimento de onda
selecionado neste estudo.

Gonzalo-Lumbreras e lzquierdo-Hornillos (2003) também utilizaram o
comprimento de 245 nm no seu estudo sobre validacdo do método para
determinacdo do horménio em material recoberto com o horménio

17a-metiltestosterona.

6.4. Condi¢cbes cromatograficas para a determinacéo do horménio
17a-metiltestosterona

Para se obter a melhor separacdo cromatografica foram testadas duas
colunas, as quais tem o comprimento, e 0 tamanho das particulas da fase
estacionaria diferentes:

. coluna RP-18, 200 mm X 4,6 mm, 10 um, da Hewlett Packard;

. coluna RP-18, 150 mm X 4,6 mm, 5 um, da Hewlett Packard.
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A coluna utilizada neste estudo foi em fase reversa de
150 mm X 4,6 mm X 5 um, que proporcionou uma melhor separacédo do analito de
interesse, pois quanto menor o tamanho da particula, mais eficiente é a
separacdo. Para escolha da coluna é importante levar em conta o tamanho da
particula, porque controla o processo de difusdo das moléculas da amostra ao
penetrar e sair dos poros da particula, isso acontece porque, a medida que se
aumenta o tamanho da particula, aumenta a profundidade dos poros, e
consequentemente, o analito gasta mais tempo para sair desses poros profundos,
e isso resulta no alargamento dos picos. Conforme diminui o tamanho da
particula, a profundidade dos poros também diminui e a saida do analito dos
poros ocorre mais rapidamente, permitindo a obtencdo de andlises rapidas, picos
mais resolvidos e ndo ha perda de eficiéncia (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
2006).

A composicdo da fase movel foi testada, avaliando-se a mistura
metanol/agua e acetonitrila/dgua em varias propor¢cdes desde 20% a 80%, tanto
no modo isocratico, como gradiente. Para otimizar o tempo de analise sem
comprometer a separacdo dos picos, o fluxo da fase movel foi de 0,2 a
1,0 mL min™. Quando empregou-se metanol, a separacéo tornou-se impossivel,
pois 0 pico do hormdnio 17a-metiltestosterona apresentou alargamento, e com
isso, perda da eficiéncia, e com acetonitrila/agua, a separacdo do pico referente
ao hormdonio foi melhor.

A melhor condicéo para eluicao foi feita no modo isocratico, neste caso o
fluxo se manteve constante durante toda a analise, 0 que permitiu estabilidade
dos parametros empregados na analise cromatografica. No modo gradiente,

variou-se o fluxo do eluente durante a andlise, com isso houve perda da
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estabilidade com frequéncia, o que comprometeu a eficiéncia da separacao
cromatografica.

Quando utilizou-se acetonitrila/agua na proporcdo de 60:40 (viv), a
separacdo do pico referente ao horménio 17a-metiltestosterona foi boa,
entretanto, o tempo de retencdo foi de aproximadamente 5 minutos, e para
analise das amostras ambientais, essa condicdo nao foi ideal. Nos primeiros
minutos da eluicdo tinha-se muitas impurezas que eluiram juntamente com o
analito impossibilitando distinguir o pico do composto de interesse dos picos dos
interferentes. Para solucionar o problema da co-eluicdo de interferentes com o
analito, diminuiu-se a proporcao da acetonitrila para que o horménio tivesse mais
interacdo com a fase estacionaria. Nestas condicées o horménio eluiu depois de
todas as impurezas, e isso ocorreu aproximadamente por volta dos 15 minutos.

Apos alguns testes, as melhores condicGes cromatograficas determinadas

para a analise do hormdnio 17a-metiltestosterona estdo apresentadas na Tabela

03.

Tabela 03: Condig6es cromatogréaficas para a analise do horménio 17a-metiltestosterona.
Detector UV-Vis

Coluna C1s (octadesilsilano)

Fluxo da fase movel 1,0 mL min™*

Comprimento de onda 245 nm

Volume injetado 20 pL

Fase movel acetonitrila/agua 35:65 (v/v)

Tempo de retencéo 14,8 min

Temperatura Ambiente

Foram consultadas algumas bibliografias para se obter os parametros
iniciais das condi¢cdes cromatograficas para a analise do horménio (GONZALO-
HUMBRELAS; 1IZQUIERDO-HORNILLOS, 2003; MARWAH; MARWAH; LARD,

2005; WASON et al., 2003).
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Diferentes condi¢cdes foram testadas para se obter uma boa separacéo e
resolucdo do pico referente ao hormoénio estudado. A melhor condicdo foi
acetonitrila/agua 35:65 (v/v), e o tempo de retencdo do hormoénio foi de
aproximadamente 14,8 minutos e para esse tempo, foi feita uma média aritmética
do tempo de eluicdo do composto de varias injecoes.

A Figura 14 apresenta o cromatograma do padrdo do horménio

17a-metiltestosterona na concentracdo 10 mg Lt

0 5 10 15 20
tempo {min)
Figura 14: Cromatograma do padrdo do hormdnio 17a-metiltestosterona na
concentracdo 10 mg L™, utilizando como fase movel acetonitrila/agua
35:65 (v/v), fluxo de 1,0 mL min™?, injecdo de 20 uL, coluna Cig e
comprimento de onda de 245 nm.

Verifica-se pelo cromatograma que o pico cromatografico referente ao

hormonio 17a-metiltestosterona esta bem definido.

6.5. Desenvolvimento da metodologia de extracdo do hormonio
17a-metiltestosterona das amostras de agua

Como nao havia na literatura metodologia para a extracdo do hormdnio
17a-metiltestosterona das amostras de agua e de sedimentos, alguns parametros

foram verificados. Desde a escolha do adsorvente, etapa de condicionamento e
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secagem do adsorvente, solvente extrator, quantidade do solvente extrator e
solvente de reconstituicdo do analito.

Foram fortificadas algumas amostras de agua com o horménio
17a-metiltestosterona e procedeu-se a extracdo. Os extratos das amostras foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia empregando para tanto a
equacao da curva analitica. A concentragdo do horménio 17a-metiltestosterona foi
determinada por meio da curva analitica.

Foram testados dois tipos de cartuchos com o intuito de se obter uma
melhor recuperacao:

. EFS C15-500mg/3mL, da J. T. Bakerbond,;
. EFS C15-500mg/6mL, da J. T. Bakerbond.
A Figura 15 apresenta os resultados dos testes de recuperacdo do

hormonio para os dois cartuchos.

100+
80+
60-
40+
20+
0

Recuperacéo (%)

3mL 6 mL

Figura 15: Porcentagens de recuperacdo do horménio no nivel de fortificacdo de
1 mg L?, utilizando para extracdo cartuchos com volumes de 3,0 e 6,0 mL
com 500 mg de adsorvente.

Como verificado na Figura 15, o cartucho de 6,0 mL apresentou melhor
recuperacao.

Em relacdo aos solventes empregados para o condicionamento do
cartucho, pode-se verificar que metanol/agua 1:1 (v/v) apresentou uma melhor

recuperacdo do analito quando comparado com os resultados empregando-se
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metanol/agua/metanol 1:1:1 (v/v), pelo fato de que metanol/agua/metanol, nao foi
eficiente para ativar o adsorvente contido no cartucho.

Foram testados trés tipos de solventes para a extracdo do analito: etanol,
acetato de etila e acetona, como pode ser verificado pela Figura 16. A acetona
apresentou uma boa recuperacdo, maior que 100%, apresentando efeito de
matriz, o que possivelmente eluiu algum interferente juntamente com o horménio
17a-metiltestosterona. O etanol foi o solvente mais eficiente na extracdo do
analito em um menor volume.

A Figura 16 apresenta as porcentagens de recuperagdo do hormodnio
17a-metiltestosterona, no nivel de fortificacdo das amostras de 1 mg L™. Foram

empregados diferentes solventes para a extracao.

120 +

80 1

40 1

Recuperacéo (%)

acet. etila etanol acetona

Figura 16: Porcentagens de recuperagcdo do horménio no nivel de fortificacdo de
1 mg L™ versus solventes utilizados na extrac&o.

Testou-se quatro periodos de tempo de secagem do adsorvente contido
na coluna de EFS: 15, 30, 45 e 60 minutos. Pode-se verificar que o periodo de
tempo de secagem do adsorvente ndo mostrou muita variacdo na recuperagao
dos analitos. Todos os quatro periodos de tempo apresentaram valores
aproximados de recuperacao, entretanto, com o periodo de tempo de 45 minutos
obteve uma maior recuperacao. Portanto, empregou-se o periodo de tempo de 45
minutos para secagem do adsorvente empregado na extragcdo, como observado

na Figura 17.
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A Figura 17 apresenta o tempo de secagem do adsorvente versus
porcentagens de recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona no nivel de

fortificacéio de 1 mg L™

95 +
93 1
91 4

89 1
87 1
85 +

Recuperacgéo (%)

15min 30 min 45 min 60 min

Figura 17: Tempo de secagem do adsorvente versus porcentagens de recuperagao do
horménio no nivel de fortificacdo de 1 mg L™.

Foram testados cinco diferentes volumes de solventes para a extracao do
analito: 2, 3, 4, 5 e 10 mL. Dentre eles, o volume de solvente que demonstrou
maior recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona foi o de 5 mL. Observa-se
pela Figura 18 que ndo houve variacdo significativa das porcentagens de
recuperacdo do horménio em funcédo do volume de solvente empregado para a
extracdo. Entretanto, para se ter maior certeza de que o analito foi totalmente
eluido, usou-se o volume de 5 mL, que foi o volume que apresentou melhor
recuperacao.

A Figura 18 apresenta as porcentagens de recuperacdo do horménio
17a-metiltestosterona no nivel de fortificacdo de 1 mg L™ utilizando diferentes

volumes de solvente.

100

96

92 1

88 1

Recuperagéo (%)

84+

2mL 3mL 4mL 5mL 10mL
Figura 18: Porcentagens de recuperacdo do horménio no nivel de fortificacdo de 1 mg L™
versus volume de solvente utilizado para eluicéo.
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O procedimento proposto para a extracdo do hormdénio das amostras de
agua permitiu uma pré-concentracdo de 50 vezes. 10 mL de amostra de agua
fortificada com o hormonio foi extraida com EFS, resultando em 0,2 mL de extrato
final. Para as amostras coletadas na piscicultura em Socorro-SP, o volume usado
para a extracdo do hormoénio com EFS foi de 300 mL, resultando em 0,2 mL de
extrato final.

A concentracdo do analito nos tanques de pisciculturas foi muito baixa,
pois foram adicionados aproximadamente 5 kg de racéo por dia em cada tanque,
com 30 a 60 mg do hormbnio por quilo de racdo, sendo que, cada tanque
continha 200.000 L de &agua com taxa de renovacdo de 10% ao dia e
aproximadamente 100.000 alevinos. A pré-concentracdo das amostras de agua

coletadas na piscicultura foi de 1500 vezes.

6.6. Validacdo da técnica analitica para a determin ag¢do do hormoénio
17a-metiltestosterona nas amostras de agua e de sedime  ntos

Os parametros de desempenho da técnica utilizada para a determinacéo
do horménio 17a-metiltestosterona foram os seguintes: linearidade, sensibilidade,
seletividade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacdo. Foi
desenvolvido e validado o método para a extracdo do horménio das amostras de
adgua. Foi também desenvolvido e validado o método de extragdo do horménio
17a-metiltestosterona das amostras de sedimentos.

Foi usada a mesma curva analitica para os dois procedimentos de

extracao.
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6.6.1. Linearidade da curva analitica a ser usada p ara a determinacdo do
hormonio nas amostras ambientais

Linearidade € a regido do sistema de deteccdo no qual o sinal do detector
€ diretamente proporcional a concentracdo do analito. Para determinar a regiao
linear como resposta analitica do detector para o horménio estudado, no intervalo
de 10,0 a 600,0 pg L™*, foi construido um gréafico de area em funcdo da
concentragcdo do hormonio 17a-metiltestosterona.

Na Tabela 04 sédo apresentados os intervalo de concentragdo do
hormonio estudado, equacdo de regressao linear e coeficiente de correlacao (r)

da curva analitica obtidos para o hormbnio 17a-metiltestosterona.

Tabela 04: Intervalo de concentracdo empregado para a determinacdo do hormonio
17a-metiltestosterona, equacdo de regressdo linear e coeficiente de
correlacdo (r) do grafico analitico (y= 4é&rea cromatografica e
X= concentracao).

Hormonio Intervalo (ug L™ Equacéao de regresséo linear Coeficiente de
estudado correlacéo (r)

. l7a- 10,0 a 600,0 Y= 744,65813+ 33,1096 X r=0,99834
metiltestosterona

O gréfico analitico obtido para o horménio 17a-metiltestosterona foi linear,
apresentando coeficiente de correlagéo (r) superior a 0,99, que € recomendado
pela ANVISA (2003) para a validagdo dos métodos analiticos. Esse valor é
considerado bom, pois o coeficiente de correlagdo demonstra que a resposta do
detector foi linear nos intervalos de concentragédo empregados nesse estudo.

Na Figura 19 estd representada a curva analitica para o hormoénio

17a-metiltestosterona, sendo que cada ponto foi injetado em triplicata.
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2,0x10" Y=A+ BX .
Y=744,65813 + 33,1096 X
r=0,99834
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Figura 19: Curva analitica do horménio 17a-metiltestosterona.

6.6.2. Sensibilidade da técnica analitica para a de terminacdo do hormdnio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua e de sedimentos

Da equacgédo da reta, pdde-se estimar a sensibilidade da técnica, definida

como d%x’ que apresentou valor de 33,1096, que é considerado como sendo de

sensibilidade alta. Do ponto de vista pratico, a sensibilidade é o coeficiente
angular do grafico analitico. Uma técnica sensivel € aquela que uma pequena
diferenca de concentracao do analito causa uma grande variacao no valor do sinal

analitico.

6.6.3. Seletividade da técnica analitica para a det erminacdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua

Para testar a seletividade do método analitico foram analisados extratos
do branco de agua de nascente coletada na propria piscicultura. A agua da
nascente percorre aproximadamente 100 m até chegar aos tanques, sem ter
contato com a agua que contém o horménio. No extrato do branco nao foi
observado pico referente ao horménio, apenas sinais caracteristicos do solvente

e/ou impurezas no inicio do cromatograma, como pode-se observar na Figura 20.
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6 2 2 § § 10 12 12 16 18
Tempo de retengéo (min)
Figura 20: Cromatograma referente ao extrato do branco da agua de nascente de
piscicultura utilizando como fase mével acetonitrila/agua 35:65 (v/v), fluxo de

1,0 mL min®, injecdo de 20 pL, coluna C;s e comprimento de onda de
245 nm.

Observa-se pelo cromatograma da Figura 20, a auséncia do pico
referente ao hormonio 17a-metiltestosterona e de picos referentes a interferentes

no mesmo tempo de retencédo do hormonio, que foi de 14,8 minutos.

6.6.4. Precisdo e exatiddo do método para a determi nacdo do hormdnio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua

Os testes de precisdao e ensaios de recuperacdo foram feitos em
quintuplicata, em trés niveis de concentracdo: 60,0; 80,0 e 100 pg L™

A Tabela 05 apresenta as porcentagens de recuperacdo do horménio
17a-metiltestosterona de amostras de agua coletadas no Rio Santa Maria do

Leme em S&o Carlos, para os trés niveis de fortificagdo estudados.

Tabela 05: Porcentagens de recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona de
amostras de agua coletadas no Rio Santa Maria do Leme em S&o Carlos
para os trés niveis de fortificacdo estudados.

Nivel de fortificacdo ( pg L™) | Recuperagdo (%)* | CV (%)
60 94 (90-104) 5.86
80 97 (88-109) 8,15
100 96 (89-104) 5,96

* média aritmética de (n=5) entre os valores de recuperacao.
CV: coeficiente de variagédo
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A Figura 21 apresenta trés diferentes niveis de fortificacdo das amostras
de agua coletada no Rio Santa Maria do Leme em S&o Carlos versus

recuperacdo média do hormonio 17a-metiltestosterona.

100

Recuperacéao
(%)
(e}
o

80 -

60 80 100 média

Nivel de fortificacdo (ug L %)

Figura 21: Porcentagem de recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona versus
niveis de fortificacdo das amostras de dgua e média das fortificacbes.

A exatiddo do método foi determinada como recuperacdo media, que €
definida como a proporcédo da concentracdo da substancia de interesse que foi
extraida e possivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004). A precisao foi
avaliada através do desvio padrao relativo, ou coeficiente de variacdo (CV) de
uma seérie de medidas (ANVISA, 2003), neste caso (n=5), ao nivel de
repetitividade, sendo portanto, feita em um curto intervalo de tempo.

A recuperacao média obtida para o horménio 17a-metiltestosterona foi de
96%. A porcentagem de recuperacdo encontrada neste estudo esta de acordo
com os valores encontrados por Xie et al. (2005), em estudo da determinacéo do
hormoénio 17a-metiltestosterona em amostras de peixes, que foram de 88 a 113%.
Os resultados encontrados para a exatiddo do método sdo concordantes com 0s
critérios estabelecidos pela ANVISA (2003) (recuperacdo média 70-120%), sendo,
portanto, considerado exato como apresentado pela literatura (RIBANI et al.,

2004; BRITO et al.,, 2003). A exatiddo refere-se a concordancia entre a
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concentracdo do analito na solucdo padrdo e a encontrada no procedimento
analitico.

Para o estudo da preciséo, os intervalos dos coeficientes de variacdo sao
considerados adequados até = 20%, dependendo da complexidade da amostra
(RIBANI et al., 2004). Para este método, os coeficientes de variagcdo variaram de
5,86 a 8,15, e foram inferiores aos valores apresentados por Ribani et al, (2004),
sendo portanto, considerado preciso, e dentro da faixa aceitavel para a validagéo
de métodos analiticos (RIBANI et al., 2004). Para aumentar a precisao do método

deve-se aumentar o nimero de replicatas.

6.6.5. Limite de deteccédo e limite de quantificagao determinados para as
amostras de agua

A legislagdo brasileira (BRASIL, 2004) e CONAMA (2005) néao
estabelecem limites de deteccdo e de quantificagdo para hormoénios, como o
17a-metiltestosterona.

A metodologia utilizada neste estudo pode fornecer resultados que
poderao ser divulgados na literatura.

O limite de deteccdo é a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo é a menor concentracao do
analito presente em uma amostra que pode ser quantificada com exatiddo e
precisao aceitaveis, sob as condi¢cdes experimentais adotadas (CURRIE, 1999).

Para as amostras de agua, o limite de deteccdo foi de 11,7 ug L™, e o

limite de quantificaco foi de 35,1 pg L™. Estes valores n&o foram suficientemente

87



Resultados e Discussao

baixos para a determinacdo do horménio nas amostras ambientais. Foi

necessario o procedimento de adicdo de padrao.

6.7. Avaliacdo do método de extracdo do horménio 17  a-metiltestosterona
presente em amostras de sedimentos

Os resultados da validacdo da metodologia de extracdo do horménio
17a-metiltestosterona das amostras de agua foram utilizados como ponto de
partida para o desenvolvimento da metodologia de extracdo do horménio
17a-metiltestosterona das amostras de sedimentos.

Como parametro orientador utilizou-se o trabalho descrito por Babic,
Petrovic e Kastelan-Macan (1998), onde os autores utilizaram o equipamento de
ultra-som para extrair pesticidas de sedimentos. Este procedimento esta descrito

no item 5.10.2.1.

6.7.1. Estudo da recuperagéo do hormoénio 17 a-metiltestosterona presente
nas amostras de sedimentos forticadas: determinagao do melhor solvente
para a extracao

Primeiramente, foi testada a mesma metodologia de extracdo de
estrogenos presentes em amostras de sedimentos e de agua (ALDA; BARCELO,
2001b), entretanto este procedimento ndo apresentou boa reprodutividade e
optou-se pela adaptacdo de outra metodologia descrita por Babic, Petrovic e
Kastelan-Macan (1998), que fez a determinacdo de pesticidas em amostras de
solos.

Para o desenvolvimento de um método de extracdo do horménio

17a-metiltestosterona que fosse eficiente nas amostras de sedimentos foram
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feitos testes de recuperacdo do horménio usando trés solventes: etanol, acetato
de etila e acetona, como descrito anteriormente.

A Figura 22 apresenta os resultados das extragcbes do horménio
17a-metiltestosterona no nivel de fortificagdo 200,0 pg kg?, feitas em triplicada

com diferentes solventes.
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Figura 22: Recuperacdo versus solvente utilizado na extracdo do hormonio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de sedimentos.

Como foi observado pelos dados da Figura 22, os valores da taxa de
recuperacdo foram bons, pois estdo dentro dos limites aceitaveis para a analise
de residuos de contaminantes ambientais (70-120%) (RIBANI et al., 2004).

Quando empregou-se acetato de etila como solvente extrator, a
recuperacdo foi maior, mas ocorreu efeito de matriz, pois interferentes eluiram
juntamente com o analito de interesse e isso da a impressao de que se recuperou
mais do que o esperado. Esse efeito pode ser observado em outras técnicas
analiticas. O efeito de matriz é influenciado por vérios fatores tais como,
caracteristicas fisicas e quimicas do analito de interesse, natureza da matriz,
razdo da quantidade do analito/matriz e o sistema cromatografico (BRITO et al.,
2002). Entao, o solvente que apresentou a melhor recuperacao quando analisou-
se as amostras de sedimentos foi o etanol (86,63%). Essa porcentagem esta

dentro do limite aceitavel e nesse caso nao ocorreu o efeito de matriz.
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6.7.2. Seletividade da analise do hormonio nas amos tras de sedimentos
Na Figura 23 apresenta o cromatograma de extracdo do branco do
hormonio. Para determinar a seletividade coletou-se amostras de sedimentos no

Rio Santa Maria do Leme em Sao Carlos.

L L L L L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo de reten¢io (min)
Figura 23: Cromatograma do branco dos sedimentos utilizando como fase movel
acetonitrila/agua 35:65 (v/v), fluxo de 1,0 mL min™, injecdo de 20 pL, coluna
C1s € comprimento de onda de 245 nm.

Como observado na Figura 23, ndo foi encontrado o horménio nas
amostras dos sedimentos coletados no Rio Santa Maria do Leme-Sao Carlos/SP,
este parametro foi utilizado para mostrar que o procedimento de extracdo €

seletivo.

6.7.3. Precisdo e exatiddo para as extragbes do hormoénio
17a-metiltestosterona das amostras de sedimentos

ApoOs chegar a conclusdo de que o etanol € o melhor solvente extrator.
Foram feitos estudos de recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona usando
trés concentracdes: 300,0; 400,0 e 500,0 pg Kg*, seguindo o procedimento
descrito na secéo 5.10.2.1. A extracao foi feita em quintuplicata.

A Tabela 06 apresenta a porcentagem de recuperagao do hormonio nas

amostras de sedimentos.
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Tabela 06: Resultados da recuperacdo do horménio 17a-metiltestosterona
presente nas amostras de sedimentos.

Nivel de fortificacdo ( pg Kg™) Recuperacdo (%) | CV (%)
300,0 72 (68-76) 4,05
400,0 76 (72-83) 6,84
500,0 81 (75-86) 516

* & a média aritmética (n=5) entre os valores de recuperagéo.

A Figura 24 apresenta os trés niveis de fortificacdo das amostras de
sedimentos com o hormoénio 17a-metiltestosterona versus as porcentagens de

recuperacdo e média das recuperacoes.
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Figura 24: Recuperacdo do hormdnio 17a-metiltestosterona versus nivel de fortificagéo

das amostras dos sedimentos.

A média da recuperacdo do horménio 17a-metiltetosterona das amostras
de sedimentos fortificadas foi cerca de 78%, isso indica que o método empregado
€ apropriado para a andlise do horménio presente em amostras de sedimentos,
pois o valor encontrado esta dentro dos limites aceitaveis de recuperacdo para
andlise de residuos presentes em amostras ambientais, que € entre 70 a 120%
(ANVISA, 2003). Poréem dependendo da complexidade da amostra, a faixa de
recuperacéo pode ser de 50 a 120% (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). As
porcentagens de recuperagdo evidenciaram que, o método pode ser considerado

exato. A precisdo foi avaliada através do coeficiente de variacdo (CV) dos
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resultados obtidos (n=5), apresentando valores de 4,05 a 6,84, inferiores a 20%
para este método, sendo portanto, considerado preciso.

Conforme observado por Marwah, Marwah e Lardy (2005), em estudos de
extracdo do hormdnio 17a-metiltestosterona presente em racdo para peixes,
quanto maior a concentracdo do horménio na matriz, maior a porcentagem de

recuperacao.

6.7.4. Limite de deteccéo e quantificacdo determina  dos para as amostras de
sedimentos

Na analise do horménio presente nas amostras de sedimentos, o limite de
deteccdo (LD) foi de 45 ug kg™, e o limite de quantificacédo (LQ) foi de 135 pg Kg™.
Em algumas amostras foram necessarias a adicdo de padrdo, apesar de que a
maioria das amostras, estes valores foram suficientes para a determinacao do

hormoénio.

6.8. Determinacdo do horménio 17 a-metiltestosterona em amostras de agua

6.8.1. Utilizacdo do método proposto para a determ inacdo do hormdnio
17a-metiltestosterona nas amostras de agua de piscicul tura

Apos 0 método ser desenvolvido e validado, foi aplicado para determinar
a concentracdo do hormonio nas amostras de agua dos tanques de piscicultura,
objeto deste estudo.

Para o estudo proposto foram feitas duas coletas, sendo uma no més de
janeiro e outra no més de abril. Nao foi possivel coletar as amostras nos mesmos

tanques nas duas coletas, porque no manejo do estabelecimento pesqueiro, é
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feito o revezamento de tanques, entdo coletou-se amostras de agua em trés
tanques no més de janeiro e em trés no més de abril. O tanque 15 foi o Unico que
foi amostrado nas duas coletas.

Os valores obtidos in situ para os parametros fisicos e quimicos da agua,
temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido foram determinados
nas duas coletas.

Os parametros determinados na primeira coleta estdo apresentados nas
Figuras 25 e 26 e o0s parametros encontrados na segunda coleta, estdo
apresentados nas Figuras 30 e 31, localizados na pagina 100. Foram
determinados outros parametros como presenca de amonia e coliformes fecais,
empregando testes e fitas semi-quantitativas.

A equacédo da reta para o hormonio foi Y= 744,65813+ 33,1096 X, e a
concentracdo (X) foi de 10,0 ug L™ em 200 pL de solucdo. Como foi percolado um
volume de 300,0 mL, a quantidade em massa do hormdnio nesse volume é o
mesmo, entretanto para 1 litro da amostra a concentragdo passa a ser
0,003 ug L™. Esta é apenas a demonstracdo de como foram feitos os célculos
para se chegar na concentracdo apresentada nos graficos das Figuras 27-29,nas
paginas 97-98 e das Figuras 32 e 33, nas paginas 102 e 103.

Entretanto, como a concentragdo do hormdénio 17a-metiltestosterona
presente nas amostras de agua coletada na piscicultura encontra-se abaixo dos
limites de deteccdo e de quantificacdo. Sé foi possivel sua quantificacdo pela

adicao de padréao.

93



Resultados e Discussao

94

6.8.2. Parametros fisicos e quimicos da agua dos ta nques empregados para
a coleta feita no més de janeiro (primeira coleta)

Foram avaliados os parametros fisicos e quimicos da agua dos tanques
de piscicultura e os dados referentes a pH, oxigénio dissolvido, condutividade e

temperatura, estdo dispostos nas Figura 25 e 26.
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Figura 25: pH e oxigénio dissolvido  Figura 26: Condutividade e temperatura
da &gua dos tanques da &gua dos tanques no
no momento da coleta. momento da coleta.

Os valores de oxigénio dissolvido da agua dos tanques no momento da
coleta ficaram acima dos estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/2005, que €
de = 6 mg L™* para rios de classe 1, e =5 mg L™ para rios de classe 2, com
excecdo das amostras coletadas no tanque 15, que apresentou o valor de
4,5 mg L™ de OD. Esse resultado estd um pouco baixo, isso justifica-se pelo fato
deste tanque receber todo o efluente dos outros tanques aumentando assim a

quantidade de material organico dissolvido, proveniente da racéo e das fezes dos

peixes e outros.
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A baixa concentracdo de oxigénio dissolvido do tanque 15 pode ser
considerada como real indicador da quantidade de matéria organica presente no
tanque.

Os valores de pH ficaram dentro da faixa de neutralidade, com uma ligeira
tendéncia a pH basico, de 7,3 a 7,5. O pH de todos os tanques ficaram dentro dos
valores estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 357/2005 e pela Portaria 518, do
Ministério da Saude (BRASIL, 2004).

A condutividade elétrica da agua é determinada pela presenca de
substancias dissolvidas que se dissociam em &anions ou cations, tendo a
capacidade da agua de transmitir a corrente elétrica (MACEDO, 2004). A agua do
tanque 15 apresentou um alto valor de condutividade elétrica 70 pS cm™. A
condutividade elétrica para aguas de ambientes l6ticos ndo contaminados deve
ficar entre 6 a 30 uS cm™ (PELAEZ-RODRIGUEZ et al., 2002).

Pode-se observar na coleta feita no més de janeiro, que os valores da
condutividade da agua aumentaram em direcdo a foz e que os valores do
oxigénio dissolvido diminuiram, exemplificando bem o fato de haver descarga de
efluente de um tanque em outro.

A amonia (NHs) é um metabdlito proveniente da excrecdo nitrogenada de
peixes e outros organismos aquaticos e da decomposi¢cdo microbiana de residuos
organicos, como restos de alimento, fezes, entre outros (KUBITZA, 1999). A maior
parte da amodnia presente nos tanques vem da excre¢do dos peixes, e ela é
altamente toxica (BOYD, 1990). Segundo o mesmo autor, a producdo de amdnia
€ diretamente proporcional a quantidade de alimento oferecida aos peixes.

Kubitza (1999) relatou que niveis de amodnia entre 0,7 e 2,4 mg L™ podem

ser letais para peixes quando expostos por curto periodo de tempo. A quantidade
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de aménia foi de 0,75 mg L™ para a 4gua de todos os tanques. Entretanto, esses
valores fornecem apenas uma idéia, pois o teste foi feito com Kit ndo quantitativo
de qualidade da agua, fornecido pelo CDCC. O teste com fitas foi feito para
coliformes fecais, e os resultados foram positivos, mas aceitaveis, pois se trata do
cultivo de um grande numero de alevinos, as quais consomem uma grande
quantidade de racao.

Segundo Kubitza (1999), a utilizacdo de racdo faz com que o alimento
gue nao é metabolizado pelos peixes, seja excretado dentro do proprio ambiente
de cultivo, e estas fezes se decompdem por acdo bioldgica, consumindo oxigénio
e liberando nutrientes na agua. Quanto melhor a digestabilidade do alimento,

menor sera a quantidade de residuos fecais excretada.

6.8.3. Quantificacdo do hormbnio 17 a-metiltestosterona nas amostras de
agua coletadas na piscicultura no més de janeiro
Os resultados referentes a primeira coleta de agua na piscicultura de

Socorro sao apresentados nas Figuras 27-29 e na Tabela 07.

6.8.3.1. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 04

A Figura 27 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua coletadas na entrada, no

centro e na saida do tanque 04.
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Figura 27: Concentragcdo do hormdnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
de 4gua do tanque 04.

Verifica-se pelos resultados que a concentracdo do hormonio encontrada
nesse tanque esta de acordo com a sua condicdo de manejo, pois a coleta foi
feita apds o quarto dia de inicio da aplicacdo da racao contendo o hormoénio.

Cerca de 99% do horménio é metabolizado em poucos dias (PANDIAN;
SHEELA, 1995). Entretanto em seu estudo, Marwah, Marwah e Lardy (2005),
verificaram que em pH neutro, a degradacdo do horménio é lenta e por isso,
acredita-se que a presenca do horménio esta relacionada com o pH. O pH neste
tanque foi de 7,5, se estivesse em pH acido ou basico, possivelmente nao seria
encontrado o hormonio, e sim seus produtos de degradacao.

A quantificacdo do hormdnio nos trés pontos de coleta deste tanque, foi
possivel pela técnica de adicdo de padrdo, uma vez que a concentracdo do

horménio 17a-metiltestosterona ficou abaixo do limite de quantificacdo da técnica.

6.8.3.2. Resultado da analise do hormoénio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 05

A Figura 28 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua coletadas na entrada, no

centro e na saida do tanque 05.
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Figura 28: Concentracdo do hormobnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
de agua do tanque 05.

A concentragdo do hormonio 17a-metiltestosterona nas amostras
coletadas neste tanque justifica-se pelo fato dele estar recebendo a racéo
contendo o hormodnio por 20 dias. Possivelmente a racao oferecida aos peixes
nao foi totalmente consumida, e isso pode ter influenciado no aumento da
concentracdo do hormonio.

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados do aumento da
concentragdo do horménio € que este tanque recebe o efluente do tanque 04, por

isso a concentragdo encontrada na saida foi maior do que no ponto de entrada.

6.8.3.3. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 15

A Figura 29 apresenta o grafico da concentragdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua coletadas na entrada, no

centro e na saida do tanque 15.
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Figura 29: Concentracdo do hormobnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
de agua do tanque 15.
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Todos os peixes do tanque 15 haviam passado pela fase de reversao
sexual, entretanto, este tanque é o ponto de ligacao entre todos 0s outros tanques
e o ribeirdo dos Machados. Neste tanque séo dispostos os efluentes dos outros
tanques, por isso, ocorreu aumento da concentracdo do horménio no ponto de
saida do mesmo. As amostras deste tanque apresentaram a maior concentracao
do hormoénio 17a-metiltestosterona quando comparado com os resultados dos
outros tanques amostrados. Isso justifica-se, possivelmente, pelo fato das

particulas de racdo ndo consumida estarem presentes nas amostras.

A Tabela 07 apresenta os resultados da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona nas amostras de agua dos trés tanques amostrados na

coleta feita no més de janeiro.

Tabela 07: Resultados da concentracdo do horménio nas amostras de agua dos trés
tanques amostrados na coleta feita no més de janeiro.

Tanques Concentracdo do hormdnio pg L™
coletados Entrada Centro Saida
Tanque 04 24,5 19,5 15,5
Tanque 05 29,0 31,0 34,5
Tanque 15 70,5 63,5 99,5

6.8.4. Parametros fisicos e quimicos da agua dos ta nques empregados para
a coleta feita no més de abril (segunda coleta)

Nesta coleta foram avaliados os fatores fisicos e quimicos da agua. Os
dados referentes a pH, oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura

determinadas na coleta feita em abiril, estdo dispostos nas Figura 30 e 31.
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Figura 30: pH e oxigénio dissolvido
da agua dos tanques
no momento da coleta.

Figura 31: Condutividade e temperatura
da agua dos tanques no
momento da coleta.

Os maiores valores de oxigénio dissolvido da agua da piscicultura foram
registrados nesta segunda coleta e a temperatura foi menor do que a encontrada
na primeira coleta. Temperaturas baixas favoreceram a dissolu¢céo do oxigénio na
agua.

Os valores de pH estavam dentro dos critérios estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 357/2005, que € de 6,0 a 9,0. Os valores encontrados neste
trabalho foram de 6,78 a 8,15. Segundo Kubitza (1999), os valores de pH podem
variar durante o dia em funcdo da atividade fotossintética e respiratoria das
comunidades aquaticas, diminuindo em fungcdo do aumento na concentracdo de
gas carbdnico presente na agua, que ocasiona o abaixamento do pH.

N&o foi observado o aumento da condutividade da agua dos tanques
amostrados em dire¢cdo a foz, como ocorreu na coleta feita no més de janeiro,
pois nem todos os tanques estavam sendo submetidos ao tratamento com o
hormoénio. Os tanques em que os peixes estavam sendo revertidos sexualmente,

ja se encontravam em fase final do processo.
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Foram feitos testes qualitativos para a amoénia, e os valores encontrados
para a amonia foram de 0,75 mg L™ no tanque 09, e nos tanques 06 e 15, os
valores foram os mesmos, 0,25 mg L™. Segundo Kubitza (1999), a concentracéo
de aménia acima de 0,2 mg L™ ja é suficiente para induzir uma toxidez cronica,
levando a uma diminuicdo do crescimento e intolerancia dos peixes as doencas.

O procedimento ndo quantitativo, ou seja, testes com fitas foram feitos
para coliformes fecais, e os resultados foram positivos, mas aceitaveis para o
caso de tanques de criacdo de peixes. Pois trata-se do cultivo de um grande
namero de alevinos, os quais consomem uma grande quantidade de racédo e
excretam também uma consideravel quantidade de residuos fecais. Com a baixa

taxa de renovacao de agua, em torno de 10% ha pouca disperséo dos residuos.

6.8.5. Quantificacdo do horménio 17 a-metiltestosterona nas amostras de
agua coletadas na piscicultura no més de abril
Os resultados referentes a segunda coleta de agua na piscicultura de

Socorro sao apresentados nas Figuras 32 e 33, e na tabela 08.

6.8.5.1. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 06

A Figura 32 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua coletadas na entrada, no

centro e na saida do tanque 06.
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Figura 32: Concentragcdo do hormdnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
de agua do tanque 06.

A concentragdo do hormdnio na entrada e na saida do tanque 06 foi bem
distinta, pois, este tanque nao recebia efluentes de outros tanques. A
concentragdo do hormdnio neste tanque foi proveniente da ragao que foi oferecida
aos alevinos. O aumento da concentracdo do hormdnio presente nas amostras de
agua coletadas no ponto de saida se deve possivelmente ao fato de que o
horménio presente na ragdo no proprio tanque, ndo foi totalmente consumida
pelos alevinos e, possivelmente, devida a aplicacdo do hormonio por vérios dias,

havendo o acumulo do horménio no ponto de saida.

6.8.5.2. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 09

N&o foi encontrado o horménio 17a-metiltestosterona na agua do tanque
09, pois a concentracéo do referido horménio provavelmente esté abaixo do limite
de deteccdo da técnica, ndo sendo portanto quantificado, nem mesmo com a
adicao de padréao.

A reversao sexual neste tanque ja havia sido terminada ha 11 dias no

momento da coleta das amostras.
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6.8.5.3. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de agua do tanque 15

A Figura 33 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras de agua coletadas na entrada, no

centro e na saida do tanque 15.

Tanque 15
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o
{
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Figura 33: Concentracdo do hormobnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
de agua do tanque 15.

Os peixes do tanque 15 ja haviam passado pelo tratamento com hormdonio
e portanto, ndo estavam na fase de reversdo sexual. Os peixes deste tanque
estavam sendo tratados com racdo sem adicdo do horménio, segundo o0s
funcionarios da piscicultura. Entretanto, isso nao ficou evidente, pelo fato da
concentracdo do horménio ter sido maior quando comparado com o0s resultados
do tanque 06.

A alta concentracdo do hormoénio 17a-metiltestosterona encontrada nesse
tanque pode ser justificada pelo fato do interligamento dos tanques. Este tanque
recebe a agua de todos os tanques e, a partir deste, a agua é descartada sem
tratamento prévio, no Ribeirdo dos Machados, que desagua no Rio dos Peixes,

que € um dos afluentes do Rio Mogi-Guacu.
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A Tabela 08 apresenta os resultados da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona nas amostras de agua dos trés tanques amostrados na

coleta feita no més de abril.

Tabela 08: Resultados da concentracdo do horménio nas amostras de agua dos trés
tanques amostrados na coleta feita no més de abril.

Tanques Concentracdo do hormdnio pg L™
coletados Entrada Centro Saida
Tanque 06 16,0 25,5 32,5
Tanque 09 n.d. n.d. n.d.
Tanque 15 35,5 31,0 42,5

n.d.= ndo detectado

6.8.6. Comentérios sobre a presenca do horménio 17  a-metiltestosterona nas
amostras de agua de piscicultura
Na Figura 34 é apresentado o cromatograma referente a andlise da agua

coletada no tanque 06 no més de abiril.

1 1 1 ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo de retengao (min)
Figura 34: Cromatograma do horménio presente nas amostras coletadas no tanque 06,
no més de abril, nesse caso foi feita a adi¢cdo de padréo.

Como pode ser observado pela Figura 34, ocorreu visivelmente o
aparecimento do pico referente ao hormonio por volta de 15 minutos. Para que

ocorresse a visualizacdo do pico, foi necessério utilizar a adicdo de padrdo em
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todas as amostras coletadas na piscicultura, pois a concentracdo do horménio na
agua € muito baixa, e sem o procedimento de adicdo de padrdo, ndo seria
possivel a quantificacdo do hormonio.

A quantidade adicionada de horménio em cada tanque € de 30 a 60 mg
por quilo de racdo, cada tanque contéem 200 mil litros de agua, com taxa de
renovacado de 10% ao dia, e sdo adicionados aproximadamente cinco quilos de
racao por dia na fase que esta sendo feita a reversdo sexual, tendo portanto uma
baixa concentracdo do hormonio decorrente do volume de agua do tanque.

Para a quantificacdo do hormdénio nas amostras de agua foram utilizadas
trés formas, pelo tempo de retencéo, pela adicdo do padrdo na amostra e pelo
espectro de UV-Vis, 0 que torna bem provavel, que o pico encontrado nas
amostras seja referente ao horménio 17a-metiltestosterona.

Observa-se pela Figura 34, que no inicio do cromatograma aparecem
picos bem definidos, possivelmente atribuidos a compostos presentes na racao.
Isto pode ser verificado pelo cromatograma do extrato da ragao, apresentado na
Figura 35.

O pico do hormbnio 17a-metiltestosterona ndo foi observado no
cromatograma do extrato da ragdo, como pode ser observado na Figura 35. Isso
deveu-se ao fato de sua concentracdo ser muito pequena e neste caso néo foi
feita a adicdo de padréo, pois o intuito deste procedimento de extragao foi
somente verificar a presenca de picos atribuidos a racéo, que aparecem no inicio

do cromatograma, conforme observado na Figura 35.
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Figura 35: Cromatograma referente ao extrato da racéo de peixes com hormonio.

O 17a-metiltestosterona é praticamente insollUvel na agua e isso pode ser
observado pela sua concentracdo encontrada na 4gua dos tanques da piscicultura
nas duas coletas. E possivel que o horménio fique agregado nos sedimentos,
podendo afetar os organismos presentes no meio.

A quantificagdo do hormonio 17a-metiltestosterona presente nas amostras
de agua da piscicultura tornou-se dificil pelo fato da concentragcdo depender
diretamente do namero de alevinos alimentados, da freqiéncia e quantidade de
racdo oferecida a eles e também da taxa de renovagdo de agua dos tanques.
Entretanto, a taxa de recuperacdo do hormoénio foi ideal para a determinagao

deste composto em amostras de agua.
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6.9. Determinacdo do hormoénio 17 a-metiltestosterona em amostras de

sedimentos

6.9.1. Utilizacdo do método proposto para a determi  nacdo do hormdnio
17a-metiltestosterona nas amostras de sedimentos da pi scicultura

Como os sedimentos acumulam em sua maioria substancias organicas,
como explosivos, pesticidas, dentre outras (TAVARES et al., 1996; FALONE;
VIEIRA; ONUSKA, 2006), foi feita a determinac&o do teor de matéria organica dos
sedimentos dos tanques da piscicultura, pois sabe-se que moléculas organicas
geralmente sdo adsorvidas na matéria organica.

A granulometria foi feita para verificar a porcentagem de silte e argila dos
sedimentos ja que estas particulas possivelmente podem reter algumas moléculas

organicas (BAIRD, 2002).

6.9.2. Determinacao da porcentagem de matéria orgadn ica dos sedimentos de
piscicultura via calcinacdo (pesagem)

Determinou-se o teor de matéria organica dos sedimentos, pois sabe-se
que moléculas organicas podem ser adsorvidas nesta fracdo de sedimentos.

Segundo Esteves (1988), os teores de matéria organica de sedimentos
acima de 10% do peso seco, sdo considerados organicos, e abaixo de 10% séao
considerados inorganicos ou minerais, com predominancia de silica, argila e
compostos como célcio, ferro e manganés.

A Tabela 09 contém os resultados encontrados para os teores de matéria

organica dos sedimentos estudados.
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Tabela 09: Porcentagem de matéria organica dos sedimentos dos tanques de piscicultura
e dos sedimentos coletado para estudo de recuperacéo.

Local da coleta Porcentagem (%)
Santa Maria do Leme 53
(sedimentos de recuperacéao) '
Tanque 04 (12 coleta) 5,3
Tanque 05 (12 coleta) 3,3
Tanque 15 (12 coleta) 12,7
Tanque 06 (22 coleta) 4,7
Tanque 09 (22 coleta) 10,0
Tanque 15 (22 coleta) 3,3

Os sedimentos do tanque 15 da primeira e da segunda coleta, e os do
tanque 09 apresentaram valores superiores ou igual a 10% de matéria organica,
sendo portanto considerados sedimentos orgénicos. Os sedimentos dos outros
tanques apresentaram valores inferiores a 10% de matéria organica, sendo
considerados, portanto inorganicos. Os menores teores de matéria organica foram
encontrados nos Tanques 05 e 15 da segunda coleta, caracterizando esses
sedimentos como inorganicos.

Pelos resultados da Tabela 09 é possivel afirmar que existe variabilidade
na quantidade de matéria organica entre os pontos de coleta, isso pode ser
devido ao tipo dominante das fracdes dos sedimentos, como: textura dos
sedimentos, tamanho das particulas ou matéria organica incrementada pela morte
e deposicdo de plantas e animais que utilizaram esse substrato como fonte de
alimentacao e sobrevivéncia, e também, os restos de racao e fezes dos peixes ali
depositados.

A quantidade de matéria organica dos tanques pode variar ao longo de
um periodo, visto que a pluviosidade e a taxa de renovacdo das aguas podem
contribuir intensamente na dissociacdo e transporte de matéria organica, bem

como pela quantidade de animais mortos depositados e racdo consumida e nao-

108



Resultados e Discussao

109

consumida. Isto pode ser confirmado pelos teores de matéria organica
encontrados nos tanques 15 da primeira e da segunda coleta, que apresentaram

valores diferentes.

6.9.3. Porcentagem de granulometria dos sedimentos coletados no rio Santa
Maria do Leme e dos sedimentos coletados nos tanque s da piscicultura (%)

A andlise granulométrica determina a distribuicdo percentual das
particulas primarias, servindo assim, como um importante fator na identificacao de
sedimentos.

Os sedimentos sdo de grande importancia ambiental porque é o local
onde se depositam muitas substancias quimicas, tanto organicas, como
inorganicas.

As particulas organicas ou inorganicas decantam-se no fundo dos lagos
tornando-se enterradas quando outros sedimentos acumulam-se sobre as
mesmas. Este “timulo” representa depdsito de muitos poluentes presentes na
agua. Antes das particulas serem cobertas por camadas subseqientes de
sedimentos, a matéria recém-depositada no fundo de um corpo aquatico pode
contaminar novamente a agua que estad acima dos sedimentos, por dessorcéo
dessas particulas quimicas, ja que a adsorcdo-dessorcdo estabelece-se um
equilibrio dindmico (BAIRD, 2002), sendo que este processo pode ser
considerado como o resultado da integracao de todos 0s processos que ocorrem
em um ecossistema aquatico (ESTEVES, 1988).

A Tabela 10 apresenta a porcentagem granulométrica dos sedimentos
coletados no Rio Santa Maria do Leme que foram utilizados para os estudos de

recuperacéo e dos sedimentos coletados nos tanques de piscicultura estudados.
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Tabela 10: Porcentagem de granulometria dos sedimentos usados para 0s ensaios de
recuperacao e dos sedimentos dos tanques de piscicultura estudados (%).
Sta M® | Tanque | Tanque | Tanque | Tanque | Tanque | Tanque

doLeme | 04 05 06 09 15" 15°
Areia grossa 35,0 40,0 23,5 22,2 23,9 16,3 59,3
Areia média 37,0 35,0 41,5 32,8 34,1 21,7 30,7
Areia fina 7,0 18,2 20,0 16,0 11,0 20,6 zero
Silte 6,0 1,9 4,0 11,0 9,0 6,4 3,0
Argila 0,9 Zero 0,8 0,4 2,0 2,9 0,8

1- primeira coleta 2- segunda coleta

Os resultados obtidos de granulometria revelam que os sedimentos dos
tanques estudados possuiam caracteristica arenosa, constituidos em sua maior
porcentagem de areia. Nenhum dos tanques apresentou sedimentos argilosos,
pois as fracdes silte e argila foram as menores porcentagens encontradas,
portanto, a granulometria possivelmente interferiu muito pouco no processo de
retencdo do horménio, a ndo ser no tanque 06 que apresentou cerca de 11% de
silte.

A capacidade de adsorcdo de poluentes nos sedimentos foi controlada
pela variacdo da quantidade de matéria organica, pela composi¢cdo mineraldgica e
pela variacdo granulométrica. O principal processo de adsorcdo atuante foi a
ligacdo quimica de compostos que tem carga negativa, com a carga positiva da
superficie da argila. As fracdes finas dos sedimentos atuaram como importante
indicativo para a avaliacao e localizacdo de diversos contaminantes (MOREIRA,
BOAVENTURA, 2003).

6.10. Utilizacdo do método proposto para a determin  acdo do hormdnio nas
amostras dos sedimentos

Do ponto de vista de ciclagem de matéria e fluxo de energia, os

sedimentos sdo um dos compartimentos mais importantes dos ecossistemas
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aguaticos. Nos sedimentos ocorrem processos fisicos, quimicos e biologicos que
influenciam todo o metabolismo do ecossistema, além disso os perfis dos
sedimentos tém sido utilizados na avaliacdo e na intensidade dos impactos que 0s
ecossistemas estao submetidos (ESTEVES, 1988).

Os tanques onde foram coletadas as amostras de sedimentos, foram os
mesmos onde foram feitas as amostragens de agua, entretanto, foram coletadas
somente duas amostras, uma na entrada e outra na saida, ao invés de trés
pontos como na coleta das amostras de agua. A coleta em somente dois pontos
foi feita pelo fato dos sedimentos ndo terem muita variabilidade de composicao
em pontos tao préximos. Para a amostragem da agua foram empregados a coleta
de trés pontos pelo fato de que a agua tinha uma taxa de renovacao de 10%.

O procedimento de extracdo do hormoénio 17a-metiltestosterona foi
desenvolvido e validado seguindo alguns parametros utilizados para o método de
extracdo de pesticidas proposto por Babic, Petrovic e Kastelan-Macan (1998).

De acordo com a equagcao da reta para o hormdnio
Y= 744,65813+ 33,1096 X, a concentracdo (X) obtida foi de 1,0 pg L* em
200 pL de solugcdo. Como foi empregada uma massa de 10 g para a extracéo, a
quantidade em massa do hormdnio foi a mesma nos 10 g, entretanto, para 1 Kg
de sedimentos, a concentragdo passou a ser 100,0 pug Kg'. Esta foi apenas a
demonstracdo de como foram feitos os calculos para a quantificacdo do horménio

nas amostras de sedimentos.
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6.10.1. Quantificacdo do horménio 17 a-metiltestosterona nas amostras dos
sedimentos coletados na piscicultura no més de jane iro
Os resultados referentes a segunda coleta dos sedimentos na piscicultura

sao apresentados nas Figuras 36-38.

6.10.1.1. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras dos sedimentos do tanque 04.

A Figura 36 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na

entrada e na saida do tanque 04.

Tanque 04
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Figura 36: Concentracdo do horménio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 04.

A concentragdo de horménio 17a-metiltestosterona presente nos
sedimentos do tanque 04, foi devido exclusivamente ao hormdnio presente na
racdo, ja que este tanque ndo recebeu efluente, pois néo existia interligamento
com 0s outros tanques. Portanto, a ragdo oferecida aos peixes deve ter sido
consumida quase na totalidade, pois houve uma diminuicdo da concentracao do

horménio presente nos sedimentos coletados no ponto de saida do tanque.
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6.10.1.2. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras dos sedimentos do tanque 05.

A Figura 37 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na

entrada e na saida do tanque 05.
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Figura 37: Concentracdo do hormoénio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 05.

A concentracdo do horménio nos sedimentos do tanque 05, no ponto de
coleta de entrada da agua foi menor do que no ponto de saida do mesmo, isso
provavelmente, foi devido ao fato de que este tanque recebeu o efluente do
tanque 04 e também recebeu a racdo com o hormoénio para a alimentacdo dos
alevinos. A racdo provavelmente deve ter sido oferecida numa quantidade
excessiva e nao deve ter sido totalmente consumida. Os restos da racao
contendo o hormdnio foram depositados na parte mais baixa do tanque, no ponto
de saida, e isso podia ter feito com que a concentracdo do horménio

17a-metiltestosterona aumentasse nesse ponto de amostragem.
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6.10.1.3. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras dos sedimentos do tanque 15.

A Figura 38 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na

entrada e na saida do tanque 15.
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Figura 38: Concentracdo do hormdénio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 15.

O tanque 15 néo é utilizado para a reversao sexual dos peixes e sim para
a engorda dos mesmos. Este recebeu os efluentes dos tanques 04 e 05, e
provavelmente a presenca do horménio nas amostras dos sedimentos deste
tanque foi decorrente dos efluentes dos dois tanques. Vale lembrar que este
tanque recebia a agua de todos os tanques da piscicultura, ndo somente dos

tanques onde foram coletadas as amostras de agua e dos sedimentos.

A Tabela 11 apresenta os resultados da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona nas amostras de sedimentos dos trés tanques amostrados

na coleta feita no més de janeiro.
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Tabela 11: Resultados da concentracdo do hormonio nas amostras de sedimentos dos
trés tanques amostrados na coleta feita no més de janeiro.

Tanques coletados Concentracao do horm@nif) ug L
Entrada Saida
Tanque 04 203,5 168,0
Tanque 05 218,5 273,0
Tanque 15 313,0 237,5

6.10.2. Quantificacdo do horménio 17 a-metiltestosterona nas amostras dos
sedimentos coletados na piscicultura no més de abri I
Os resultados referentes a segunda coleta dos sedimentos na piscicultura

sao apresentados nas Figuras 39-41.

6.10.2.1. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de sedimentos do tanque 06.

A Figura 39 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na
entrada e na saida do tanque 06.
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Figura 39: Concentracdo do hormdnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 06.

A diferenca na concentracdo do horménio 17a-metistestosterona no ponto
de coleta da entrada da agua do tanque 06 foi menor do que no ponto de saida,

isto deve-se provavelmente ao fato de que as particulas da ragdo ndo consumida
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terem se depositado mais neste ponto amostrado, pois a estrutura fisica do
tanque pode ter contribuido para o acumulo da racdo ndo consumida na saida do
tanque. Ressalta-se ainda que a racao contendo o do horménio foi aplicado por

varios dias, com isso houve o acumulo do horménio no ponto de saida.

6.10.2.2. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de sedimentos do tanque 09.

A Figura 40 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na

entrada e na saida do tanque 09.
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Figura 40: Concentracdo do hormobnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 09.

No momento da coleta ja havia terminado o processo de reversdo sexual
dos peixes do tanque 09 e, mesmo assim, foi encontrado o horménio
17a-metiltestosterona nas amostras dos sedimentos.

A presenca do hormdnio nas amostras coletadas neste tanque é
proveniente da racdo ndo consumida durante o processo de reversao sexual que
foi sedimentada.

So foi possivel quantificar o hormonio 17a-metiltestosterona presente nas

amostras dos sedimentos deste tanque por meio da adicdo de padrdo, isso



Resultados e Discussao

porque a sua concentracdo provavelmente ficou abaixo do limite de quantificacao

do equipamento.

6.10.2.3. Resultado da analise do horménio 17 a-metiltestosterona nas
amostras de sedimentos do tanque 15.

A Figura 41 apresenta o grafico da concentracdo do horménio
17a-metiltestosterona presente nas amostras dos sedimentos coletados na

entrada e na saida do tanque 15.
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Figura 41: Concentracdo do hormobnio 17a-metiltestosterona encontrada nas amostras
dos sedimentos do tanque 15.

Este tanque recebia a agua de todos os tanques existentes na
piscicultura, mas no momento da coleta das amostras de agua e dos sedimentos,
ja havia finalizado o processo reversao sexual dos peixes em quase todos os
tanques, menos no tanque 06. Entdo a concentragdo do hormonio
17a-metiltestosterona encontrada neste tanque provavelmente foi devido aos

efluentes provenientes de todos os outros tanques.

A Tabela 12 apresenta os resultados da concentracdo do hormodnio
17a-metiltestosterona encontrado nas amostras de sedimentos dos trés tanques

amostrados na coleta feita no més de abril.
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Tabela 12: Resultados da concentracdo do horménio encontrado nas amostras de
sedimentos dos trés tanques amostrados na coleta feita no més de abril.

Tanques coletados |-Cncentracéo do hormanio pg L™
Entrada Saida
Tangue 06 172,0 215,5
Tanque 09 101,5 153,0
Tanque 15 293,0 216,0

6.11. Comentarios sobre a presenca do horménio 17  a-metiltestosterona nas
amostras de sedimentos da piscicultura

A concentracdo do hormoénio 17a-metiltestosterona encontrada nas
amostras dos sedimentos dos tanques nas duas coletas evidenciram que o
hormoénio ndo se degradou muito rapidamente. A racdo oferecida aos peixes e
nao consumida se depositou nos sedimentos.

Muitas vezes foi oferecida a racdo aos peixes em excesso, e essa
quantidade que o peixe ndo consumiu, acabou se depositando no fundo dos
tanques, causando também a eutrofizacdo dos mesmos. Mesmo no caso desta
piscicultura, onde se teve um ambiente Ibtico, o fluxo da agua ndo conseguiu
arrastar toda a racéo que fica sem ser consumida.

A Figura 42 apresenta o cromatograma do hormoénio presente nas
amostras dos sedimentos da piscicultura estudada.

Observa-se pelo pico referente ao hormoénio, que o tempo de retencéo do

17a-metiltestosterona foi aproximadamente de 15 minutos.
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Figura 42: Cromatograma do horménio presente nas amostras dos sedimentos do
tanque 04, da coleta feita no més de janeiro. Nesse caso foi feita a adicdo de
padréo.

Conforme citado na literatura Marwah, Marwah e Lardy (2005), o
horménio pode degradar-se, portanto fez-se um teste de degradacdo para

verificar a sua persisténcia.

6.12. Teste de degradacao do hormonio 17 a-metiltestosterona

A Figura 43 apresenta o cromatograma do padrdo do horménio na
concentracdo de 10 mg L™. A solucdo do horménio padréo que foi preparada no
momento da analise cromatografica (1) e outra solucdo do horménio padrédo na
concentracdo de 10 mg L™ que foi exposta a luz e as variagcdes de temperatura

ambiente por um periodo de seis meses (2).
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Figura 43: Cromatograma do padrdo do horménio na concentracdo de 10 mg L™
preparada na hora da injecao (1) e padrao do horménio na concentracdo de
10 mg L™ degradada (2).

Como pode-se observar, a concentracdo do horménio que ficou em
repouso no laboratério, diminuiu pela metade apdés seis meses. O frasco
transparente contendo a solucdo do horménio na concentracédo de 10 mg L™ foi
lacrado para evitar que o solvente etanol/agua (10:90 v/v) evaporasse.

Esperava-se que apos seis meses, 0 17a-metiltestosterona tivesse sido
todo degradado. Se o frasco que estava a solucdo do hormoénio estivesse sob
altas temperaturas e sol direto, essa concentracao poderia ter sido reduzida mais
do que foi verificado, como observado nos estudos de Marwah, Marwah e Lardy
(2005), que verificaram a influéncia da temperatura e do pH na degradacéo do
hormonio 17a-metiltestosterona.

O estudo feito por Marwah, Marwah e Lardy (2005), mostrou que no pH
neutro, foi recuperado 98% do hormoénio presente na ragdo de peixes, ou seja, 0
composto ndo degradou nesta condicdo. Em pH &cido, o produto de degradacéo
majoritario foi o 17-dehidro-testosterona. Em pH bésico, o principal produto de
degradacédo foi um composto muito polar oxigenado, muito provavelmente um

7-ceto-testosterona.
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Se nao ocorrer a degradacao ou metabolizacdo do hormoénio no tanque, a
sua concentracado pode diminuir por meio de um processo chamado aromatase. A
aromatase € responsavel pela biossintese de andrégenos em estrégenos
(BORGES et al., 2005), que € o caso do 17a-metiltestosterona que é aromatisado
no potente estrogeno 17a-metilestradiol (PARROTT; WOOD, 2002; PAWLOWSKI

et al. 2004).

6.13. Efeito do hormoénio 17 a-metiltestosterona no ambiente

Se uma quantidade relativamente grande do  hormoénio
17a-metiltestosterona vai para 0 meio ambiente, e como este pode ser
transformado em estrogeno, a probabilidade dos efeitos maléficos nos
organismos aquaticos é muito grande.

A administracdo do horménio empregando doses elevadas, com
concentracdes acima de 100 mg kg' de racdo, pode ocorrer a aromatisacéo,
resultando em individuos geneticamente machos e fenotipicamente fémeas, ou
até hermafroditas. Tempos de exposicdo superiores ha 40 dias, resulta em
alteracdes histologicas na organizacdo estrutural das gonadas (ovarios e
testiculos) de alguns individuos. Dentre os horménios utilizados para reversao
sexual, o 1l17a-metiltestosterona € 0 mais aromatisavel que se conhece
(CARVALHO; FORESTI, 1996), principalmente em altas doses (WASSERMANN;
AFONSO, 2003), entretanto € o hormonio 17a-metiltestosterona mais usado neste
processo de reversao sexual.

Como foi encontrada uma concentracao relativamente alta do
17a-metiltestosterona em alguns tanques da piscicultura estudada, tem-se a

preocupacao em termos de uso excessivo deste composto em relacdo aos peixes

121



Resultados e Discussao

e também ao meio ambiente. Como foi verificado por Devlin e Nagahama (2002),
0 uso excessivos de androgenos, reduz a masculinizacdo dos peixes, e em
muitos casos favorece a feminilizacdo, pelo processo da aromatase.

Dentre os hormonios, os estrogenos sao 0s que despertam uma maior
atencdo, por serem compostos extremamente ativos biologicamente. Sao
responsaveis pela maioria dos efeitos disruptores desencadeados pela disposi¢cao
no ambiente, pois tem uma conformacdo bem reconhecida pelos receptores
(REIS FILHO; ARAUJO, VIEIRA, 2006). As preocupacdes em torno dos
estrogénos artificiais sdo tdo grandes que em 1999 a Environmental Protection
Agency/EPA iniciou um programa para catalogar e testar o potencial de impacto
dos estrogenos sobre o sistema enddcrino.

O organismo dos animais esta subordinado a uma série de eventos
complexos e integrados, dos quais a liberagdo de hormoénios € vital. Quando a
liberacdo ou a quantidade de horménios é desequilibrada, os resultados podem
ser devastadores e definitivos, como ocorreu com DES (dietilestilbestrol) que
ocasionou cancer de Utero e vagina nas meninas cujas maes haviam tomado este
hormonio na gravidez (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 1997).

Park (2005) relata em seu estudo na Korea, que 0 hormdnio
17a-metiltestosterona € considerado um disruptor enddcrino. Entretanto, no Brasil,
nao existe legislagédo vigente e os residuos dos horménios utilizados na reversao
sexual dos peixes sédo descartados sem tratamentos nos rios.

Os efeitos ambientais causados pelo horménio 17a-metiltestosterona
ainda sao pouco conhecidos. Existem estudos que indicam que os niveis de
17a-metiltestosterona necessérios a diferenciacdo sexual de peixes ndo oferece

perigo a saude humana, entretanto, seu uso ndo é aprovado pelo FDA (Food and
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Drug Administration) nos EUA (GREEN; TEICHERT-CODDINGTON, 2000). Mas
o FDA autorizou a venda controlada da racdo com o horménio
17a-metiltestosterona através do INAD (Investigational New Animal) (TEICHERT-
CODDINGTON; MANNING; EYA, 2000).

Talvez ndo se saiba a dimensdo do “estrago” que os efluentes dos
estabelecimentos onde é utilizado o processo de reversdo sexual podem causar
futuramente.

Apesar de ter sido demonstrado em estudos especificos que a utilizacao
do horménio n&o resulta no acumulo de residuos nos tecidos dos peixes tratados,
ainda existe a preocupacao quanto a sua liberacdo no ambiente (CURTIS et al.,
1991; ROTHBARD et al., 1990; BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001).

Neste estudo foi encontrado o hormdénio 17a-metiltestosterona nas
amostras de agua e de sedimentos da piscicultura estudada. Isso pode ser um
problema, pois a populacdo ribeirinha estard ingerindo a 4gua que sai das
pisciculturas, sem tratamento prévio. Uma alternativa eficiente na reversao sexual,
€ 0 uso de altas temperatura na agua, antes da diferenciacdo sexual das
gonadas, que consegue-se reverter sexualmente, sem a adicdo de compostos
ativos. Estudos recentes sobre a tilapia-do-Nilo demonstraram que altas
temperaturas provocam efeitos semelhantes aos proporcionados pela utilizagao
de horménios esterdides na reversédo sexual, dependendo da termossensibilidade
das linhagens e das familias dos peixes estudados (BORGES et al., 2005).

Outro fato em relagcédo ao procedimento de reversao sexual que deve ser
mencionado € a recria de alevinos em tanques-rede, que permite a utilizacdo de
corpos d’agua para a producdo intensiva sem a necessidade do preparo

convencional do local (GRAEFF; AMARAL JUNIOR, 2004). Esse sistema é
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promissor para as regibes que possuem grande numeros de acudes de
dimensbes muito grandes e dificeis manejos para a criacdo tradicional.
Entretanto, a agua utilizada neste procedimento ndo recebe tratamento, muitas
vezes sendo captada diretamente nos locais da reversao, e também pela estacéo
de tratamento para abastecimento publico. Deve-se levar em consideracédo que as
populacdes ribeirinhas utilizam esta agua sem tratamento algum.

Como 17a-metiltestosterona é um poluente emergente, e se empregado
nos tanques em grandes quantidades, pode causar efeito sinérgico, e pouco se
sabe a seu respeito. Seria importante empregar um tratamento adequado dos
efluentes de piscicultura antes do descarte nos rios.

Juntamente com a preocupagédo ambiental, deveria incorporar as acdes
de pesquisa e desenvolvimento, pois este estudo é uma alternativa que deve ser
levada em consideracédo, pois ha uma demanda crescente da sociedade brasileira
pela preservacao das areas de risco de degradacgéo e pelo uso conservacionista
dos recursos naturais voltados a produgdo agropecudria, principalmente no que
diz respeito a quantidade e qualidade dos recursos hidricos.

Este trabalho serviu para se ter os parametros orientadores aos
produtores, pois eles podem optar por tratamentos dos efluentes de seus
estabelecimentos, e ndo fazer o descarte diretamente nos corpos d’agua.

Deve-se gerar informacdes e resultados cientificos sobre impactos no
meio ambiente e na salde humana, causados pelo horménio
17a-metiltestosterona usado na reversdo sexual de peixes, para que orientem a
tomada de decisdes por parte de toda a comunidade e governantes. Enquanto
esses resultados ndo forem gerados, deve-se adotar o "principio da precaucao”,

de modo que a biosseguranca esteja garantida.
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Outro ponto pouco explorado refere-se a avaliacdo de impactos no meio
ambiente através de dados ecotoxicologicos, sendo necessario uma avaliacao
criteriosa deste composto no meio ambiente e uma vez conhecidos esses efeitos,
sera necessario estabelecer limites de concentracdo para o seu descarte em

COrpos receptores.

6.14. Testes de ecotoxicidade

Os testes de ecotoxicidade foram feitos nos meses de maio de 2006 a
outubro de 2006.

Por meio dos testes estatisticos t de Student, com (o= 0,01) aplicados
para Daphnia similis, pode-se verificar que n&o ocorreu diferenca significativa
entre o branco e o branco com etanol, portanto, foi feito a interpolacdo dos dados
em um Unico grupo.

Primeiramente, foi feito o teste CHI-Quadrado para a verificagcdo da
normalidade dos dados e verificou-se que os dados apresentaram distribuicdo
normal.

A analise dos dados de fertilidade foi feita atraves de testes estatisticos
Tukey para dados paramétricos, através do software TOTXSTAT 3.3 computer
Program (GULLEY; BOELTER; BERGMAN, 1991).

De acordo com a analise estatistica feita pode-se dizer que nas
concentragbes do hormonio utilizadas neste estudo ndo apresentaram toxicidade
para a Daphnia similis.

A andlise estatistica dos resultados ndo mostrou diferencas significativas
nas taxas de reproducédo e sobrevivéncia dos organismos-teste expostos aos

hormonios, quando comparados com o controle.

125



Resultados e Discussao

A Tabela 13 apresenta o teste de ecotoxicidade cronica de Daphnia
similis em diferentes concentracbes do hormdnio nas quais 0s organismos-teste

foram expostos e ndo apresentaram toxicidade.

Tabela 13: Teste de toxicidade crénica de Daphnia similis em diferentes concentracfes
do hormdnio nas quais 0s organismos-teste foram expostos.

X MEDIA DE MEDIA GRUPOS
GRUPO | IDENTIFICAGAO | 1RrANSFORMAGAO ORGINAL  [3 T 112
3 50 ug L 22.900 22.900 /
1 1 & 2 interpolados 23.150 23.150 , /
2 1ug L? 23.700 23.700 . ]

. = nao existe diferencga significativa.
Valor de Tukey (3,37) = 3,49.

Neste experimento verificou-se que o teste apresentou resultado valido,
pois de acordo com a ABNT (2005), este experimento teria que terminar com 80%
das fémeas adultas sobreviventes no controle, onde tivessem produzido no
minimo 15 organismos jovens. Os resultados apresentaram 80% de sobrevivéncia
das fémeas adultas e uma média de 18 neonatos por fémea no controle.

A Tabela 14 apresenta as porcentagens de sobrevivéncia e niumeros de
neonatos obtidos no teste de toxicidade crbnica com Daphnia similis nas
solugbes-teste e nos controles, durante os 12 dias do experimento, verificando
que ndo houve diferenca estatistica das concentra¢cdes do horménio em relacéo
ao controle. Na tabela 14 também sao apresentadas as variaveis fisicas e

guimicas iniciais e finais dos testes de toxicidade.
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Tabela 14: Porcentagens de sobrevivéncia e nimeros de neonatos obtidos no teste de
toxicidade crénica com Daphnia similis nas solu¢des-teste e nos controles, e
as variaveis fisicas e guimicas.
N° de Sczbre_vi_ N° de pH oD . Dtjr;egza Condutivid{;l\de
organismos véncia neonatos (mgL™) CaCoy) L™ (US cm™) DE
s | V] F | ) | oy | | F T ]IF]LT]F] I F
controle 10 8 80 184 7,40 7,56 84178146 |44 | 157,3 | 164,3 -
etanol | 10 | 9 90 261 | 743 | 7,78 |75]7,9]42 |46 | 156,1] 164,0 | nao
lpwgL™ ] 10 | 8 80 237 | 746 | 752 |8,0]8,1]46 |48 |153,7] 164,1 ] nao
50ugL” | 10 | 6 60 229 | 747 | 745 |78]8,3]46 |48 |153,3] 163,2 | nao

I-inicial  F-final DE- Diferenca estatistica: Teste TuKey

Pode-se observar que as variaveis fisicas e quimicas ficaram dentro dos
parametros estabelecidos pela ABNT (2005), com algumas alteragdes nos valores
das condutividades, sendo que estes valores sO se apresentaram alterados na
solucéo de descarte. Isso se justifica pelo fato de acimulo de materiais organicos,
como restos de alimento, troca de carapaca, dentre outros. Nao apresentando
indicios de que isso influenciou nos resultados.

A mais alta mortalidade da Daphnia similis foi verificada quando
empregou a maior concentracdo do horménio (50 pg L™Y), entretanto, essa
concentragcdo nao foi suficiente para causar efeito cronico aos organismos-teste.

O pH de todas a solucbes-teste para a Daphnia similis foram medidas e
ficaram entre 7,29-7,50 para as concentracbes recém-preparadas e entre
7,36-7,71 para as concentracdes a serem descartadas, sendo portanto, valores
neutros e nédo influenciando na qualidade do teste. A acidificacdo pode afetar os
organismos aqudaticos diretamente através da toxicidade do ion hidrogénio e
indiretamente através da quebra da dindmica alimentar e alteracdo das condi¢des
bidticas (WEBSTER et al., 1992).

As primeiras crias foram separadas para verificar se ocorreria a reversao

sexual com o horménio 17a-metiltestosterona nesta espécie, os neonatos foram
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transferidos todos juntos para um frasco plastico de um litro e 0os neonatos
morreram, provavelmente devido a efeitos relacionados a superpopulacédo. O
teste continuou até a terceira geracao, verificando somente o nimero de neonatos
e a mortalidade dos organismos adultos, descartando, portanto, todos os
neonatos que eram contados. Também nao pode ser verificado se ocorreu a
reverséo sexual, devido a mortalidade dos neonatos.

Pelo teste cronico verificou-se que ndo houve diferenca significativa na
taxa de sobrevivéncia dos organismos-teste em relacdo ao controle e nem na taxa
de reproducédo, concluindo que nessas concentracdes estudadas nao se verifica
toxicidade do hormdnio aos claddceros da espécie Daphnia similis. E tentando
reproduzir os resultados, porém em um menor tempo de exposi¢cdo, 0S Mesmos
testes foram feitos para a espécie Ceriodaphnia silvestrii, por apresentarem ciclo
de vida mais curto e portanto, apresentando os resultados com a mesma
eficiéncia da Daphnia similis.

Depois de montados os testes cronicos, os parametros fisicos e quimicos
foram monitorados e anotados. O numero de neonatos total e a porcentagem de

sobrevivéncia também sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Porcentagens de sobrevivéncia e numeros de neonatos obtidos no teste de
toxicidade cronica com Ceriodaphnia silvestrii nas solu¢des-teste e nos
controles, e as variaveis fisicas e quimicas.

Ne° de Sobrevi- N° de oD Dureza Condutividade
organismos véncia neonato pH (mgL™ (mg CaCO3) L™ (uS cm™)
Concent | | T F| % [@oa) [ T JE[ T [F][] I F | F
controle 10 8 80 65 73477378 |77 40 50 153,7 | 180,7
etanol 10 8 80 46 742771 17,317,5 44 50 1442 | 172,2
1pglLl™ 10| 8 80 48 746|770 [8,08,1| 44 50 | 145,41 185,9
s5opgL™ | 10 | 7 70 41 7797657176 42 50 | 158,41 167,2

I- inicial  F- final

Neste experimento ndo pode ser validado, pois de acordo com ABNT

(2005), os ensaios devem ser validados quando a mortalidade dos organismos
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adultos ndo exceder 20% e o numero médio de organismos jovens produzidos por
fémeas no controle for igual ou maior que 15.

O teste com a Ceriodaphnia silvestrii finalizou no 10° dia. O numero de
organismos jovens nao ultrapassou a meédia de 6,5 no controle, ndo podendo ser
validados, e numeros bem mais reduzidos nas outras concentracdes, mas 0sS
neonatos foram registrados e transferidos, sendo um organismo para cada
recipiente de 15 mL em agua reconstituida com alimento. Todos 0s organismos
de trés crias foram transferidos, seguindo as normas da ABNT (2005), sendo
guardados 0s neonatos da primeira, terceira e quarta cria, 0S neonatos da
segunda cria foram descartados, porém contados antes do descarte.

A variabilidade dos resultados obtidos em testes de toxicidade depende
do estado fisiolégico, ou seja, da saude dos organismos submetidos aos testes.
Além dos problemas relacionados ao organismo-teste, outros fatores podem ser
atribuidos, como as condi¢cbes do préprio ambiente. Do ponto de vista da
variabilidade ambiental, a obtencdo de neonatos em quantidade e qualidade
necessarias para os testes depende da padronizacdo e do controle das condi¢des
de cultivo (qualidade da agua, quantidade e qualidade do alimento fornecido e
temperatura). Neste caso, 0s neonatos ndo apresentavam bom estado fisiol6gico,
0 que deixou a comprometer os resultados, mas mesmo assim foram verificados
guanto a taxa de reversao sexual que poderia ocorrer, sem, entretanto, fazer a
validacéo dos resultados com tratamentos estatisticos.

Os parametros fisicos e quimicos foram medidos e esperou-se até que 0s
organismos jovens tivessem a primeira cria, sendo neste momento descartados,
pois quando isso acontecia, tinha-se a certeza de que nao ocorreu a reversao

sexual nos mesmos. Os organismos que nao tiveram cria, foram guardados em
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formol 10% e posteriormente foram analisados em microscopio para a
determinacdo do sexo, sendo tratados na Tabela 16 como sexo indefinido.

A Tabela 16 apresenta o numero total de neonatos das quatro crias, o
numero de neonatos descartados da segunda cria, 0 nimero de neonatos que

foram criados e avaliados quanto a reversao sexual.

Tabela 16: Neonatos da primeira, terceira e quarta cria de Ceriodaphnia silvestrii que
foram criados e avaliados quanto a sexualidade.

N° de 22 cria, Neonatos Fémeas Neonatos Sexo
neonatos descartada criados adultas imoveis Indefinido
Concentragéo (Total) (NUmero) (Ndmero) |(Numero) Numero) Numero )
controle 65 22 43 34 06 03
etanol 46 15 31 23 03 05
1pg L™ 48 08 40 29 05 06
50 ug L™ 41 13 28 22 02 04

Percebeu-se que ndo houve diferenca significativa no numero de
neonatos, evidenciando que as concentragdes utilizadas nos testes laboratoriais
indicam auséncia de toxicidade aos organismos-teste.

Dos organismos considerados de sexo indefinido, todos foram analisados
no microscopio. A Tabela 17 apresenta o nimero de neonatos de sexo indefinido

e 0 numero de fémeas encontradas nessa parte do ensaio.

Tabela 17: Neonatos de sexo indefinido que n&o tiveram cria em diferentes
concentracdes do hormbnio 17a-metiltestosterona, e nimero de fémeas.

Sexo Fémeas

Indefinido adultas

Concentracao (NUumero) (NUumero)
controle 03* 01
etanol 05 05
lpg L™ 06 06
50pg L™ 04** 03

* 02 efipios
** 01 organismo perdido durante o teste.
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Neste estudo com o 17a-metiltestosterona observou-se dois efipios no
controle, sendo portanto, causado por algum fator externo, como mudanca de
temperatura, diferentes manipuladores, dentre outros, fez com que ocorresse 0
aparecimento de machos na cultura. Em cladéceros, os ovos partenogenéticos
amadurecem no interior das fémeas por diversas geracdes até que certos fatores,
por exemplo, alteracbes ambientais e superpopulacdo induzem o aparecimento
de machos e ocorre, entdo, a fecundacdo dos ovos. Os ovos fecundados sao
grandes e apenas dois sdo produzidos em um anico grupo, um de cada ovario. As
paredes da camara incubadora transformam-se agora em um capsula protetora
em forma de sela, o efipio (BARNES, 1984). Na maior concentracdo do horménio
50 ug L™ foi perdido um organismo, e os outros trés que foram avaliados nao
apresentaram reversao sexual, sendo portanto fémeas.

Como pode-se observar ndo ocorreu mudanca de sexo dos organismos-
teste nas solugbes com o horménio 17a-metiltestosterona. Este resultado esta de
acordo com trabalhos anteriores que indicam que este hormdnio sé tem atividade
em algumas espécies (PANDIAN; SHEELA, 1995; DEVLIN; NAGAHAMA, 2002).

Kashian, Dodson (2004), verificou em seu estudo que os horménios
androgenos e estrogenos, dentre eles, a testosterona, afetou a fecundidade, a
reprodutividade e o desenvolvimento da Daphnia magna, entretanto, nao interferiu
no controle da diferenciacdo sexual.

LeBlanc, Mu e Rider (2000) fizeram testes crbnicos com 0 organismo
Daphnia magna e observaram em seus estudos que o andrégeno testosterona
ocasionou anormalidades como antenas assimétricas ou ndo desenvolvimento de
uma das antenas, formas irregulares, como carapacas deformadas e daphnias

sem forma. O que possivelmente pode ser observado em estudos mais
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especificos com o hormdnio 17a-metiltestosterona, uma vez que este hormonio &
um derivado sintético da testosterona.

Oda et al. (2005) estudou a producdo de neonatos machos em quatro
espécies de Cladéceros, expostas a horménios como 0
etil2-(4-fenoxifenoxi)etilcarmato, solubilizado em etanol na razdo de 10 a
100 mg L™, com concentracdo de solvente menores que 0,1% v/v, e verificou que
esse hormdnio produziu neonatos machos nas quatro espécies de Claddceros,
dentre elas a Ceriodaphnia dubia.

Em relacdo ao solvente utilizado para solubilizacdo do horménio, Zhang e
Baer (2000) observaram que o etanol ndo afetou a producdo de machos.
Entretanto, o etanol pode ter influenciado no aparecimento dos efipios.

Em paralelo, para avaliar se ocorreu toxicidade do etanol, foi realizado um
teste com a mesma espécie, a Ceriodaphnia silvestrii, utilizando diferentes
concentragdes de etanol (12,5; 25,0 e 62,5 uL) para cada litro de solucéo de agua
reconstituida, foi também feito o branco de &gua reconstituida para a
comparacao, e o teste foi finalizado no 8° dia.

A Tabela 18 apresenta as porcentagens de sobrevivéncia de organismos
adultos e o numero de organismos que nao tiveram cria obtidos no teste de
toxicidade com Ceriodaphnia silvestrii nas solugdes-teste com etanol e no

controle, e as variaveis fisicas e quimicas, medidas no inicio e no fim do teste.
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Tabela 18: Teste de toxicidade cronica para avaliar a sobrevivéncia e reproducdo da
Ceriodaphnia silvestrii em diferentes concentracdes de etanol nas solucdes-
teste e no controle, e as variaveis fisicas e quimicas.

N° de * oD Dureza Condutividade

organismos pH (mgL™ (mg CaCO3) L™* (S cm™)

Concent. | F (N9) | F | F | F | F
controle 10 10 02 | 758 | 7,67 7,5 7,3 42 48 149,5 | 165,5

125pu L 10 10 02 | 7,60 | 7,65 7,8 7,0 44 | 48 150,8 | 161,5

25l | 10 | 09 o3| 750 [ 759 | 77 | 7.8 | 44 |48 [1509]162,6

62,5l L™ 10 10 03] 7,60 | 7,68 7,6 7,6 46 | 48 148,2 | 187,7

I-inicial  F-final * NUmero de organismos que nao tiveram cria

Como pode-se observar a quantidade de solvente nao influenciou no
resultado dos testes de toxicidade, pois o numero de organismos que nao tiveram
cria foi 0 mesmo do controle, o qual ndo continha etanol. Neste teste foi verificado
somente o0 numero de fémeas que tiveram cria, mas o numero de neonatos néo
foi contado. Pode-se inferir que o etanol ndo afetou a saude dos organismos
neste experimento. Segundo USEPA® (1975 apud Barbosa et al., 2003), em testes
curtos, a quantidade de solvente ndo pode ultrapassar 500 pL L' e a OECD?
(1998 apud Barbosa et al.,, 2003) recomenda que para testes longos nao se
devem ultrapassar 100 pL L™,

Hutchinson et al. (2006) ressalta em seu trabalho de revisdo que o
solvente é necessario, entretanto, recomenda-se que nos estudos de reproducéo

de organismos aquaticos, o maximo de concentracdo de solvente ndo deve

! US Environmental Protection Agency, Commitee on Methods for Toxicity Tests with Aquatic
Organism (1975). Methods for acute toxicity tests with fish, macroinvertebrates and amphibians.
US Envir Protection Agency. Ecol Res Ser. EPA-660/3-75-009, National Water Quality Laboratory,
Duluth, MN.

BARBOSA, I. R. et al. (2003) Acute and Chronic Toxicity of Dimethylsulfoxide to Daphnia magna.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicol ogy, New York, v.70, n.6, p.1264-1268.
June.

> OECD (1998) Guidelines for testing of chemicals. Guidelines 211: Daphnia magna Reproduction
Test, adopted September 1998. Organization for Economic Cooperation and Development. Paris,
France.

BARBOSA, I. R. et al. (2003) Acute and Chronic Toxicity of Dimethylsulfoxide to Daphnia magna.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicol ogy, New York, v.70, n.6, p.1264-1268.
June.
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exceder 20 pL L™ da agua de diluicdo. Mas levando em consideracéo o citado por
este autor, as quantidades utilizadas de etanol por litro de solugéo no estudo com
o horménio l1l7a-metiltestosterona, ultrapassaram os valores sugeridos pelo
mesmo, 0 que possivelmente pode ter afetado o nimero de organismos que nao
tiveram cria, j4 que nas quantidades mais elevadas (25,0 e 62,5 uL L), o nimero
gue organismos que nao tiveram cria foram 03.

Zhang e Baer (2000) investigaram os efeitos do fotoperiodo, a
disponibilidade de alimento e a presenca de solventes na reproducéo da Daphnia
magna. Em fotoperiodos de 16 horas de luz e 8 horas de escuriddo, na presenca
de 0,01 ml L™ de etanol, foi observado que diminuiu 0 nimero de neonatos, com
estas mesmas condi¢cdes e associado com a menor quantidade de alimento,
diminuiu o nimero de fémeas. Ja nas mesmas condi¢cdes de fotoperiodo, mas
com maior quantidade de alimento, o etanol ndo afetou o niumero de neonatos,
mas diminuiu drasticamente o niumero de fémeas.

Ja com fotoperiodo, de 8 horas de luz e 16 horas de escuriddo, o etanol
diminuiu a fecundidade, ou seja, 0 numero de neonatos. Enquanto que, com
maior quantidade de alimento e exposto ao etanol, resultou num decréscimo
significante de descendentes das fémeas.

Segundo Rand e Petrocelli (1985), um agente toxico ou uma substancia
toxica é um agente capaz de produzir um efeito adverso em um sistema biologico
podendo causar danos ou morte. No entanto, para que possa ocorrer um efeito
téxico ou adverso em um sistema bioldgico é necessario que o agente toxico ou
um produto de seu metabolismo encontre sitios especificos, esteja em
concentragdo suficiente e permaneca em contato em tempo suficiente para

produzir a manifestagéo toxica.
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A concentracdo do hormoénio 17a-metiltestosterona utilizada nestes
experimentos nao apresentaram efeitos toxicos sobre os organismos, nao
podendo descartar a hipotese, entretanto, de que em concentracdes maiores, iSS0O
possa vir a ocorrer, visto que 0s microorganismos filtram a agua para retirar
oxigénio e alimentos.

Deve-se levar em consideracdo que foram testadas somente duas
espécies que ocupam o mesmo nivel trofico. Os Cladoceros sdo as maiores
constituintes da comunidade zooplanctonica.

Possivelmente, o horménio 17a-metiltestosterona pode causar um grande
impacto se usado em altas concentracfes ndo somente a essa classe, mas
também a toda a populacdo e ao ecossistema, e a toxicidade nao evidenciada
neste estudo quando empregou-se as espécies de Claddceros, podera ocorrer em
outros organismos, como por exemplo, em espécies de moluscos e peixes

presentes em corpos d’agua.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho representa uma contribuicdo aos estudos ja desenvolvidos
relacionados ao 17a-metiltestosterona uma vez que, para amostras de agua e
sedimentos ndo sao encontrados na literatura meétodos analiticos para a
determinacdo do horménio.

A técnica de extracdo em fase sélida desenvolvida para a extracdo do
hormoénio da agua dos tanques de piscicultura mostrou-se adequada.

O método para a extracdo do hormoénio das amostras de sedimentos foi
feita utilizando-se ultra-som. Desse modo, o procedimento analitico desenvolvido
apresentou a vantagem de envolver um processo simples de extracdo, utilizando
pequenas massas e menor volume de solventes, quando comparado com as
técnicas convencionais, como a Soxhlet.

Os procedimentos propostos foram avaliados utilizando HPLC-UV quanto
a linearidade, sensibilidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢éo e
limite de quantificacdo. Os métodos de extragdo do hormdnio da agua e dos
sedimentos se mostraram lineares, sensiveis, seletivos, precisos e exatos nas
condicbes estabelecidas. Os limite de deteccdo (LDs) e os limites de
quantificacdo (LQs) do HPLC-UV se apresentaram adequados para a analise do

horménio 17a-metiltestosterona nas amostras de agua e sedimentos.
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A aplicacdo do método desenvolvido e validado neste estudo so foi
possivel pela aplicacdo da adicdo de padrédo, que possibilitou a identificacdo e
quantificacdo do horménio 17a-metiltestosterona em amostras de agua e de
algumas amostras de sedimentos. Caso néo tivesse utilizado esta ferramenta de
adicdo padrdo, mesmo apds extensiva concentracdo do horménio nas matrizes
agua e sedimentos, as concentractes do hormdonio ficariam abaixo dos LDs e LQs
da técnica.

Antes da implantacdo de uma piscicultura deve ser feita uma avaliacao de
todos os tipos de impactos que essa atividade pode causar. A implantacdo dos
projetos deve ser cautelosa para que ndo cause danos irreversiveis.

As pisciculturas descartam o horménio 17a-metiltestosterona nos rios
sem nenhum tratamento e os maleficios causados por este composto ndo podem
ser vistos no momento em que ele é descartado, mas sabe-se que 0 composto
continua em atividade por algum tempo, e que futuramente podera ocasionar
problemas ambientais e até mesmo ao ser humano.

A carga de nutrientes aumentou no Uultimo tanque da piscicultura
estudada, que recebe a agua dos demais tanques. Ocorreu um decréscimo na
qualidade da &agua, com reducdo elevada das concentracdes de oxigénio
dissolvido, entre outras alteracdes fisicas e quimicas, como condutividade, o que
pode estar causando sérios problemas de contaminacdo do Ribeirdo dos
Machados.

Outro fator relevante € o fato do hormoénio 17a-metiltestosterona ser
considerado em alguns paises como disruptor enddcrino para gastropodes, o que
pode futuramente influenciar na saude dos seres humanos, pois pouco

conhecimento se tem sobre o composto.
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Os hormonios sintéticos podem exercer efeitos primarios e secundarios
em muitas espécies, sendo que os efeitos primarios resultam no impacto
ecotoxicolégico e os secundarios estdo relacionados com a mortalidade, efeito
letal e efeitos subletais em espécies que ndo eram alvo do tratamento, pois nao
houve muitas caracteristicas relevantes quanto a mortalidade e efeitos crénicos
nas Daphnias e Ceriodaphnias.

LeBlanc, Mu e Rider (2000) observaram que a testosterona ocasionava
deformacdes nas Daphnias, o que pode ser outro indicio de que 0s compostos

sintéticos influenciam na formacéo e reproducao desses organismos e de outros.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando este estudo como um dos pioneiros feitos no Brasil, uma
vez que até o presente momento, nenhum trabalho realizado foi publicado
relatando a problematica do descarte do horménio 17a-metiltestosterona em
pisciculturas para a técnica da reversao sexual ao meio ambiente, como também
apresentando as concentracdes obtidas para o0 mesmo. Varios estudos podem ser
feitos como uma continuidade ou mesmo um aprimoramento deste estudo.

Nos topicos a seguir sdo apresentadas algumas sugestbes para novos
trabalhos, envolvendo a problemética no meio ambiente e sua ocorréncia em
matrizes ambientais.

» Aprimoramento dos procedimentos analiticos empregados neste estudo
objetivando alcancar limites de deteccdo ainda menores, avaliacdo da
cromatografia liquida com outros tipos de detectores e da seletividade
destes detectores em relacdo ao composto estudado. Desenvolvimento de
novos metodos de extracdo do hormoénio para a agua e sedimentos
empregando, por exemplo, SPMD, SPME, extracao liquido-liquido ou até
mesmo a extracdo em fase solida em condicbes diferentes das
empregadas neste estudo para a extracdo do hormdnio das amostras de
agua. Utilizar outras técnicas de quantificacdo do hormonio nas amostras

de agua e de sedimentos, como LC/MS, LC/MS/MS.
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Utilizar a cromatografia gasosa como técnica analitica para determinacéo
do hormonio;

Desenvolver a metodologia de extragdo do hormoénio 17a-metiltestosterona
em amostras de peixes;

Determinar a concentracdo do horménio 17a-metiltestosterona nos rios que
recebem os efluentes de piscicultura, neste caso necessitard de uma
técnica com limite de detec¢cdo muito baixo, pois 0 horménio estara muito
diluido, dificultando sua pré-concentragao;

Determinar a concentragdo do hormonio MT em estagdes de tratamento de
esgoto em alguma cidade préxima de pisciculturas. Nesse caso, fazer a
determinacdo do hormdénio na entrada da estagao de tratamento de esgoto,
e depois do tratamento, para verificar se ocorreu a remocédo do hormonio
e/ou biodegradacéo;

Fazer os testes de degradacdo do horménio 17a-metiltestosterona e
estudar os possiveis produtos de degradacéo;

Fazer testes morfologicos de uma tilapia do Nilo revertida sexualmente
com uma que nao seja revertida;

Determinar alguns parametros populacionais, como taxa de crescimento,
natalidade e mortalidade para espécies frequentes de Cladbceros
existentes no ambiente de efluentes de pisciculturas;

Fazer testes crbnicos com as Cladéceros em meios com hormoénio
17a-metiltestosterona e seus produtos de degradacéo, para verificar casos
de anormalidades ;

Fazer os testes de ecotoxicidade com outras espécies maiores de

organismos;
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9. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS NO DECORRER DO

DESENVOLVIMENTO DESTA PESQUISA

A constante preocupacdo com a contaminacdo ambiental tem elevado o
namero de pesquisas que envolvem a utilizacdo de substancias quimicas.
Entretanto, as pesquisas geram residuos que podem ser introduzidos no meio
ambiente, caso ndo tenham o devido tratamento.

A auséncia de tratamento e a incorreta disposicédo dos residuos quimicos
gerados apOs uma pesquisa podem levar a contaminacdo do solo, do ar e dos
recursos hidricos, comprometendo a saude publica, levando tempo e custo
elevados para que o quadro possa ser revertido.

Como este estudo envolveu extracdo de horménio de agua e de
sedimentos, foram utilizados diferentes solventes. Nesses casos, ndao houve
possibilidade de utilizar outra técnica, que utilizasse quantidades menores de
solvente. Assim, uma das metas deste estudo foi tratar os residuos gerados
durante a sua execucdo, onde se guardava e etiquetava todos os solventes em
frascos de vidro e posteriormente, eram enviados ao Laboratorio de Residuos

Quimicos (LRQ) do Campus da Universidade de Sédo Paulo em Séo Carlos.
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Anexos

ANEXO |

Agua de Diluicdo- Agua Natural (ABNT, 2005)

Para preparacdo da agua de cultivo dos microcrustaceos, pode ser
utilizada agua de poco, ndo contaminada e de qualidade constante,
entendendo-se como qualidade constante quando as variacbes mensais de
dureza, alcalinidade e condutividade forem menores que 10% de suas
respectivas médias e a variacdo mensal do pH for menor que 0,7 unidades de
sua meédia. Medir a dureza total e, se necessario, acertar para a faixa
requerida, de 40-48 mg L™* em CaCO; com soluces 1 e 2 (ANEXO lI),
considerando que para cada miligrama de dureza de agua a ser aumentada,
deve-se acrescentar 0,5 mL da solugéo 1 e 0,25 mL da solugdo 2 por um litro
de agua. A agua deve passar por um processo de aeracao de 24 horas e apos
iSso, cessa-se 0 processo de aeracdo e deixa em repouso por um periodo de
3 horas. Para se verificar a solubilizacdo e manutencdo da saturacdo de
oxigénio dissolvido, para que dados como dureza, pH e condutividade estejam
na mesma faixa estipulada para a agua de diluicdo, caso contrario a mesma
deve ser desprezada. Apos o ajuste do pH, que deve ser de 7,2-7,6, a agua
nao pode ser aerada. A faixa estipulada para a condutividade deve ser de

160 puS cm™.
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ANEXO Il

Solucédo le 2

Solucéo 1

Sulfato de calcio (CaS04.2H20)........uuuiiiiiieeeiieeeiieee e e e e e eeaaaees 159
Dissolvido em agua bideionizada ou destilada.............ccccccceeveieeiiirnnnnnns 1000 mL
Solugéo 2

Cloreto de potasSio (KCI)......covvveeiiiiie e 0,2¢g
Bicarbonato de s0dio (NAHCO3)........cuuuviiiiiiiieiiiieiiice e eeee e e e e eeeanes 4,89
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H20)......ccoiiiiiiiiiiiii e 6,19

Dissolvidos em &gua bideionizada ou destilada...............cccoeeiiiiiiinnnnns 1000 mL
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ANEXO IlI (CETESB, 1992)

« Determinacdo da Dureza (mg L ™ CaCOj3) das solucbes-teste
1. Adicionou-se 50 mL das amostras de solucbes-teste em um
erlenmeyer de 125 mL mais 1 mL da solu¢cdo tampao e o indicador
negro de ericromo T;
2. Titulou-se com EDTA 0,01 M até o ponto de viragem do rosa para o
azul;
3. Calculou-se a dureza (mg L™* de CaCOs) de acordo com a férmula

apresentada a seguir:

_ Volume de EDTA (mL) x 0,01 x 1000 x 100,09
Volume da amostra (mL)

Dureza

Como se usa 50 mL de amostra para a titulagéo, a formula pode ser resumida na
seguinte:

Dureza =Volume de EDTA (mL) x 20,018



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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