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Resumo

Arias, Jesica Paola Rada; Carreira, Renato da Silva. Matéria organica
natural e antrépica em sedimentos na Ria de Aveiro, Portugal:
caracterizacio com base em lipidios marcadores. Rio de Janeiro, 2015.
153p. Dissertacio de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A matéria organica (MO) sedimentar de origem natural na Ria de Aveiro e no
estuario Mondego foi caracterizada usando a composicdo elementar (C e N) e
lipidios biomarcadores (esterois, n-alcoois e triterpenoides). A contribui¢do por
esgotos foi avaliada através de coprostanol e outros esterdis fecais. Amostras de
sedimento superficial foram coletadas em 22 estagdes ao longo das regides. Os
lipidios biomarcadores foram extraidos, purificagdo com silica-gel e analisados
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. O
carbono organico total (9,94 e 43,00 mg g') teve uma correlagio com o
nitrogénio total (r* = 0,86). A razdo C/N molar (14,34 = 1,75) foi um valor tipico
de MO continental. Existe uma contribui¢do maior de MO terrestre nas amostras,
como mostra as evidencias: a predominancia de n-alcoois de cadeia longa
(>C22), maior abundancia no somatorio de sitosterol, estigmasterol e campesterol
sobre outros fitoesterois, como o colesterol € o brassicasterol; e a alta
concentragdo de triterpenoides de plantas superiores, como [-amirina e a o-
amirina. A concentragio de coprostanol (0,05 a 16,6 pg g™) indicou a presenga
de esgotos em sete estagdes localizadas no largo do Laranjo (S4, S5, S6, S7,
S10), porto de Aveiro (S14) e no canal de ilhavo (S16). Os aportes mais
significativos foram no largo do Laranjo (S8 e S9) e no porto do Mondego (S19).

Palavras-chave

Matéria organica; sedimentos; Ria de Aveiro; estuario do Mondego/Portugal;
marcadores lipidicos; contaminagdo fecal, GC-MS.
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Abstract

Arias, Jesica Paola Rada; Carreira, Renato da Silva (Advisor). Natural and
anthropogenic organic matter in sediments in Ria de Aveiro, Portugal:
characterization by lipid biomarkers. Rio de Janeiro, 2015. 153p. MSc.
Dissertation - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro.

The sedimentary organic matter (OM) of natural origin in the Ria de Aveiro
and the estuary of Mondego River was characterized using elemental
composition (C and N) and lipid biomarkers (sterols, alcohols and triterpenoids).
In addition, the contribution by sewage was evaluated by coprostanol and other
fecal sterols. Surface sediment samples were collected at 22 stations along the
two regions. The lipid biomarkers was extracted, separated with silica-gel and
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Concentrations
of total organic carbon (9.94 and 43.00 mg ') was highly correlated with total
nitrogen (1 = 0.86). The C/N molar ratio: 14,34 + 1,75 are typical values of OM
of continental origin. There is a major contribution of terrestrially OM to the
sediments, as suggested by proxies, including: predominance of long-chain
(=C22) alcohols, higher abundance of sitosterol, estigmasterol and campesterol
over other phytosterols, like cholesterol and brassicasterol, and -elevated
concentrations of triterpenoids from higher plants, as B-amyrin and o-amyrin.
The concentrations of coprostanol (0.05 to 16.6 pg g'l) indicated the presence of
sewage in seven stations located in the Largo do Laranjo (S4, S5, S6, S7, S10),
Port of Aveiro (S14) and in {lhavo Channel (S16). The more significant
contribution of sewage was identified in the Largo do Laranjo (S8 and S9) and
the Port of Mondego (S19).

Keywords

Organic matter; sediments; Ria de Aveiro; Mondego estuary/Portugal; lipid
biomarkers; sewage contamination; GC-MS.
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1
Introducgao

As mudangas climaticas, o crescimento populacional, a
contaminagcdo por substancias derivadas de efluentes domésticos e
industriais sdo alguns dos fatores que causam alteragdes adversas nos
ecossistemas costeiros (Bauer et al., 2013) e geram necessidade na
pesquisa de meétodos para auxiliar na caracterizacdo destes sistemas. A
geoquimica organica marinha tem um papel importante nesse sentido ao
envolver o estudo da origem, transporte, alteracdo e destino final de
compostos organicos, naturais e antropogénicas, em ambientes
aquaticos, e se ter revelado uma importante ferramenta para a
compreensdo do ciclo do carbono nesses sistemas (Bianchi & Canuel,
2011).

A matéria organica (MO) é gerada principalmente por organismos
autotroficos, que convertem o carbono inorganico em organico através da
fotossintese, tornando-o disponivel para outros niveis tréficos. A producao
natural de MO é um processo altamente especializado e dependente do
tipo de organismo (vegetal ou animal, marinho ou terrestre) considerado e
das condicbes ambientais externas, tais como luz, disponibilidade de
nutrientes, salinidade, entre outros (Killops & Killops, 2013). Ja os
compostos organicos de origem antropogénica englobam tanto a MO
presente em esgotos domésticos como alguns contaminantes especificos,
tais como hidrocarbonetos e compostos organoclorados (Bianchi &
Canuel, 2011).

Os ecossistemas da interface continente-oceano desempenham
um papel relevante no ciclo biogeoquimico global da MO, pois sé&o areas
de grande diversidade bioldgica e respondem por percentual significativo
da produgado primaria, além de representarem um filtro de materiais e

energia provenientes destes reservatoérios (Gattuso et al., 1998, Ver et al.,
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1999, Hobbie, 2000, Fasham, 2003). Por outro lado, muitos desses
ecossistemas estdo localizados em areas com crescente urbanizagao, o
que os torna mais suscetiveis a alteracbes antropicas (Rossi-
Wongtschowski & Pastous Madureira, 2006), e que podem alterar, por
exemplo, os ciclos hidrolégicos e as taxas de remobilizagdo e transporte
de materiais que acontecem nesses sistemas, e dificulta a compreenséao
dos ciclos biogeoquimicos, sobrepondo as variabilidades naturais
(GESAMP, 1993). Isto afeta todo o continuum rio/estuario/oceano-
costeiro/oceano-aberto, o que exige que estudos realizados em escala
local sejam integrados a uma viséo regional dos processos envolvidos
(Salomons, 2005).

Os ecossistemas costeiros sao complexos e dinamicos, o que se
coloca como fatores complicadores para a compreensao do ciclo da MO
em tais sistemas (Canuel et al., 2012). Neste ponto, situa-se a importancia
dos métodos de biomarcadores como ferramenta para identificar as fontes
da MO neste tipo de sistemas. Os marcadores moleculares ou
biomarcadores sdo moléculas cuja composig¢ao, ou a dos seus produtos
de decomposigéo, pode ser atribuida a uma fonte especifica (Bianchi &
Canuel, 2011), interpretando-se de acordo com a sua origem bioldgica
(Sohn Mary, 1986). Os biomarcadores sao também definidos como
compostos que caracterizam certas fontes de biota e que guardam
seletivamente a informacao de sua fonte, mesmo depois de estagios de

decomposicao e diagénese (Bianchi & Canuel, 2011).

Ha diversos compostos em diferentes classes organicas que séo
usados como biomarcadores, incluindo: lipidios, proteinas, carboidratos,
pigmentos, ligninas e outros. Este documento se concentra nos
biomarcadores lipidicos (ou lipidios biomarcadores — LB), considerado
como definicdo operacional de lipidios aos compostos que sao extraidos
por solventes organicos. Esses sdo moléculas estaveis e representam um
componente significativo do fluxo de carbono através de vias tréficas em
sistemas costeiros/estuarinos. No presente trabalho, sdo considerados
como marcadores lipidios da MO esterois, n-alcoois e triterpenoides, ja

que esses compostos permitem tracar fontes de MO de origem autoctone
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e aléctone, vegetacao terrestres, plantas vasculares, assim como aportes

antropogénicos de esgoto fecal.

A Ria de Aveiro, em Portugal, tem sido objeto de varios estudos
sobre aspectos como a hidrologia e a qualidade da &agua e dos
sedimentos, etc (Dias et al., 1999, Antunes & Gil, 2004, Lopes et al.,
2005, Lopes & Silva, 2006, Lopes & Dias, 2007, Lopes et al.,, 2008,
Figueiredo da Silva et al., 2009, Rodrigues et al., 2009, Valentim et al.,
2013). Uma avaliacao importante tem sido o estudo da contaminagao por
mercurio em diferentes compartimentos ambientais. Embora menos
industrializados, Mondego estuario é impactado pela agricultura. No
entanto, até hoje néo foi realizado um estudo detalhado, com base em
marcadores moleculares, sobre a distribuicdo e a origem da MO nesses
locais (Abreu et al., 2000, Almeida et al., 2005, Coelho et al., 2005,
Ramalhosa et al., 2005, Coelho et al., 2006, Ramalhosa et al., 2006,
Coelho et al., 2007). Este tipo de estudo é de grande importancia, ja que
além de determinar as fontes de MO permite avaliar os processos naturais
e antrépicos que acontecem nesses ecossistemas, por exemplo, a
degradagcédo dos compostos presentes e mostrando a eficiéncia da
capacidade dos sistemas para suportar efluentes domésticos e industriais.
Este tipo de pesquisa permite também comparar os tipos de organismos
principais presentes num sistema com respeito a variagcdo climatica

natural.

A realizagéo desse trabalho teve como motivagado o convénio entre
Brasil e Portugal, através do projeto “Transferéncia de MO na interface
continente-oceano: investigagdo em dois sistemas aquaticos de areas
tropical e temperada com base em marcadores moleculares e isotopicos
(TransIMQ)”, cujo objetivo central é investigar, através de diferentes
indicadores, a natureza da MO presente em ambientes costeiros de area
temperada (Ria de Aveiro) e tropical (Baia de Guanabara).
Especificamente, serdo considerados no presente trabalho sedimentos
superficiais coletados na Ria de Aveiro e no estuario do Rio Mondego, em

Portugal.
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O presente trabalho contém a seguinte estrutura: uma parte
introdutéria que compreende os capitulos 1 a 4, na seguinte ordem,
introducéo, objetivos, fundamentagao tedrica e local de estudo; a segunda
parte que corresponde ao desenvolvimento desta pesquisa. Esta se
encontra distribuida nos capitulos 5 e 6 abordado as informacdes
referentes a metodologia utilizada, resultados e discussbes obtidas.
Finalmente o trabalho apresenta as conclusdes gerais, assim como as

referéncias bibliograficas nos capitulos 7 e 8 , respectivamente.
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2
Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo geral utilizar um conjunto de

marcadores

moleculares lipidicos — esterdis, n-alcoois e triterpenoides —

para caracterizar o aporte de MO natural e antropica (fecal) em

sedimentos

oceano em

de um ecossistema aquatico na zona de transicdo continente-

zona temperada, especificamente na Ria de Aveiro e o

estuario do Rio Mondego, em Portugal.

2.2,

Objetivos especificos

v

Separar as fragbes dos diferentes tipos de marcadores
lipidicos (esterdis, n-alcoois e triterpenoides) e identificar os

compostos presentes em cada uma das amostras.

Quantificar os compostos identificados através de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS).

Compreender a influéncia dos aportes naturais e antropicos
sobre a distribuicdo de MO nesses ecossistemas e relacionar

a ocorréncia com as fontes.

Caracterizar o aporte de matéria organica fecal presente na
regidao de estudo utilizando coprostanol e outros esterdis

como marcadores.
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Fundamentacgao Teodrica

Este capitulo detalha os principais assuntos relacionados com a
presente pesquisa. Assim, desenvolvem-se os conceitos e caracteristicas
de sistemas estuarinos, matéria organica, biomarcadores lipidicos e

alguns métodos para a realizagéo deste tipo de estudo.

3.1.
Sistemas Estuarinos

O sistema continuo aquatico terra-mar € comumente definido como
a interface, ou zona de transigdo, entre os ecossistemas terrestres e o
oceano aberto. Este continuo inclui aguas interiores, estuarios e aguas
costeiras, uma sucessao de sistemas biogeoquimica e fisicamente ativos
que nao sO processam grandes quantidades de carbono e nutrientes
durante a sua passagem natural de componentes continental para o
oceano aberto, mas também troca verticalmente quantidades
significativas de gases de efeito estufa com a atmosfera (Crossland, 2005,
Liu et al., 2010).

Uma revisao recente define os estuarios como regides de transicao
que vao desde agua predominantemente fluvial para agua
predominantemente marinha, e que geralmente exibem fortes gradientes
em parametros biogeoquimicos (por exemplo, a salinidade, carbono
organico e inorganico) durante a mistura agua do rio-agua do mar (Bauer
et al., 2013).

Estuarios sdo areas de grande importancia para a humanidade,
constituindo lugares de desenvolvimento de ocupac¢des populacionais,
industrias, fontes para abastecimento de agua e areas de comunicacao.
Os estuarios sao areas de reproducao, crescimento, alimentacao e refugio

para inUmeras espécies de peixes, crustaceos e moluscos, capturados


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1322110/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

23

pela pesca artesanal e industrial. Como consequéncia, eles séao
ambientes altamente explorados e que vém sendo modificados, seja
diretamente, devido a reivindicagdo de terras, ou indiretamente, com a
utiizacdo do sistema para a disposicdo de efluentes que seréao
descarregados no oceano, onde sofrem dispersao. Muitas vezes, no
entanto, isso n&o acontece, pois muitos poluentes acabam permanecendo
dentro do estuario, transformando-o em uma area de acumulo de
poluentes. Em estuarios com alto indice de ocupacdo humana, a
impermeabilizacdo da superficie acentua gravemente o volume de agua

acompanhado de contaminantes e nutrientes que o atinge (French, 1997).

O sistema continuo aquatico terra-oceano €& reconhecido por
desempenhar um papel significativo nos ciclos biogeoquimicos globais
(Gattuso et al., 1998, Mackenzie & Ver, 1998, Laruelle et al., 2013). Uma
funcdo chave dos estuarios € a transferéncia, transformacao e deposigao
de carbono e outros elementos biogénicos, os quais sao trocados entre os
sistemas terrestres e oceanicos. Estes sdo excelentes sistemas para o
estudo da MO sedimentar, ja que uma boa parte do carbono organico que
vem a forma dissolvida nos rios precipita ao se encontrar com a agua do
mar, devido ao aumento de pH e presencia de sustancias como grupos
hidroxilos, entre outros fatores, o que ocasiona que o carbono organico

seja acumulado nos sedimentos (Bianchi & Canuel, 2011).

A fixacao fotossintética de carbono inorgénico e de nutrientes em
biomassa vegetal é a melhor fonte de POC para estudrios e sistemas
costeiros. No entanto, essas fontes podem ser derivadas de uma vasta
gama de produtores primarios em ambientes aquaticos e terrestres, com
um amplo espectro de composicoes bioquimicas, reatividade e tempos de
permanéncia em ambientes terrestres antes da mobilizacdo de estuarios e

aguas costeiras (Bianchi et al., 2007).

A principal taxa de produtores primarios (por exemplo, fitoplancton,
macroalgas bentbénicas, microfitobentos, ervas marinhas, plantas do
pantanal, e plantas lenhosas), suas abundéncias relativas e da
reatividade das biomoléculas que cada um produz vontade em grande

parte o controle de quantidades e formas de materiais organicos
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persistem para compor a piscina pé POC (Wetzel, 1995, Bianchi et al.,
2007).

Um estudo recente avalia os efeitos das mudancas climaticas sobre
os estuarios, no que diz respeito a qualidade da agua e a ecologia destes
sistemas (Wetz & Yoskowitz, 2013).

3.2
Matéria Organica

3.2.1.
Caracteristicas da matéria organica

A MO é, simplificadamente, produzida pelos organismos autotroficos
e transformada e consumida pelos heterotréficos. Na fotossintese, os
produtores primarios consomem agua, diéxido de carbono e nutrientes (N,
P, Si, entre outros) para, através da assimilagao de luz e agao enzimatica,
produzir MO e oxigénio molecular. No sentido inverso desta equacgéo,
durante a remineralizagdo, o oxigénio € consumido na respiragdo dos
seres heterotroficos aerdbicos para oxidar a MO de volta aos
componentes originais: dioxido de carbono, nutrientes e agua. Assim, a
MO ¢é composta principalmente por carbono, hidrogénio, nitrogénio,
oxigénio, enxofre e fosforo. Outros elementos também encontrados séo:
sédio, potassio, calcio, magnésio, silicio, fluor, cloro, bromo e iodo, e os
metais de transigao ferro, cobre, cobalto, molibdénio, manganés, zinco,
cromo e vanadio. Esses elementos, em propor¢cdes variadas, sao
utilizados pelos organismos vivos na formagao de tecidos estruturais, na
reproducédo e nos processos de trocas de energia, entre outras fungdes
fisioldgicas (Bianchi et al., 1998, Cordeiro, 2011).

As principais classes de compostos organicos na biomassa viva séo
acidos nucleicos, proteinas, lipidios, pigmentos, carboidratos e compostos
fendlicos correlatos, como ligninas e taninos. Apos a morte dos
organismos, a composic¢ao original da MO ¢ alterada e a parte que nao é

totalmente consumida pelos organismos heterotréficos € transformada em
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macromoléculas de alto peso molecular e estrutura complexa, conhecidas

genericamente como substancias humicas ou MO detritica (Libes, 1992).

A proporgao relativa entre as fragdes vivas e detriticas na biomassa
total ira variar significativamente dependendo do tipo de MO considerada.
A matéria organica dissolvida (MOD) apresenta uma importante
contribuicdo detritica, entretanto mais de 80% da sua composicao nao
pode ser caracterizada. Na matéria organica particulada, os carboidratos
predominam no fitoplancton e as proteinas séo proporcionalmente mais
representativas no zooplancton e nas bactérias. Ja nos reservatérios
terrestres, ha forte predominio de carboidratos e compostos correlatos,

em funcéo da presenca de celulose e ligninas (Bianchi et al., 1998).

3.2.2.
Matéria organica sedimentar

A fotossintese realizada pelas plantas clorofiladas é a fonte
primordial de todo o material organico presente nos sedimentos. A MO
sedimentar consiste principalmente de macromoléculas insoluveis em
agua, derivadas diretamente de organismos ou geradas por polimerizagéo
ou condensacdo de moléculas organicas menores (Killops & Killops,
2013).

Sedimentos costeiros apresentam caracteristicas de vegetacao
terrestre e biota marinha, que s&o estreitamente correlacionadas com
parametros climaticos e processos oceanograficos, bem como influéncias
antropogénicas. Em sedimentos costeiros ou sedimentos préoximos a
sistemas fluviais sdo assumidos que os mecanismos fluviais sdo os
dominantes da origem de material proveniente de origem aléctone (Leeuw
et al., 1995).

O material orgéanico sedimentar presente em ecossistemas marinhos
pode ser originado a partir de produgao autéctone ou aléctone, sendo que
neste ultimo caso ela pode ser de origem natural ou antropica. As fontes
naturais de MO s&o difusas e numerosas, particularmente nas regides

costeiras, quando comparadas com as existentes nas regides oceanicas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1322110/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

26

Algumas das principais fontes de origem da MO para o ambiente marinho
sdo: a produgao primaria, a biota heterotréfica (excretas, matéria viva e
morta), a deposi¢cdo atmosférica, a drenagem fluvial e urbana, os
efluentes domésticos e industriais, a navegagcdo maritima e a produgao e

a exploragao de petroleo (Thoumelin et al., 1997, Hobbie, 2000).

A MO sedimentar, apesar de constituir uma fracdo pequena dos
sedimentos marinhos, fornece importantes informagdes sobre os
processos bidticos e abidticos predominantes no meio. Sua concentragao
nos sedimentos marinhos é bastante variavel, geralmente decrescente da

plataforma continental para a bacia oceanica (Calvert, 1987).

3.2.3.
Diagénese da matéria organica marinha

O termo diagénese em geoquimica organica refere-se as
modificagbes que afetam os produtos da produgédo primaria durante os
primeiros estagios de deposigdo, excluindo alteracdo superficial e
metamorfismo (que ocorre em condi¢cdes de temperatura e pressdo mais
elevadas) (Neto & Madureira, 2000).

Os compostos de carbono provenientes de microrganismos nao sao
muito estaveis. Quando expostos ao oxigénio, mesmo o0s mais
resistentes, se decompdem em um periodo curto em termos geoldgicos,
retornando a atmosfera como dioxido de carbono. Quando mantidos em
ambientes pobres em oxigénio, como em aguas estagnadas ou
aterramentos, o0s compostos organicos ndo se decompdem
completamente e acabam originando compostos de cadeias mais simples

e mais estaveis que os progenitores (Harvey, 2006).

A quantidade e a qualidade da MO nos sedimentos marinhos
dependem dos processos de preservagdao e de degradagédo atuantes
sobre ela e dos componentes do ambiente de deposi¢cdo. Tanto a MO
autéctone como a aldctone esta, em ambientes aquaticos, sujeitas a
intensas reagdes diagenéticas que determinam o grau de preservagao do

carbono organico no ambiente sedimentar (Wakeham & Canuel, 2006).
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Essa MO que se sedimenta nos ecossistemas ao longo dos anos,
mesmo com a perda na diagénese e de alguns de seus componentes
mais labeis, apresentam varios parametros seguros para determinacao de
sua fonte. Essa fonte, assim como a qualidade da MO no sedimento vem
sendo estudada através de diversos marcadores organicos geoquimicos
(Killops & Killops, 2013).

A diagénese nos sedimentos pode ser medida comparando-se as
taxas de degradacdo de varias classes de compostos. A resisténcia a
degradacdo de grupos de lipidios em sedimentos andxicos pode ser
mostrada na seguinte ordem decrescente: alcanos, 2- alcanona, esterois,
acido graxos, n-alcoois, acidos carboxilicos monoinsaturados (Neto &
Madureira, 2000).

3.3.
Caracterizagdao da matéria organica

A literatura tem relatado métodos diferentes para realizar estudos da
MO. A escolha do método depende da informacgéao a obter, esta pode ser
desde a analise do carbono organico total até a determinacdo da origem
do material orgénico, ou seja, para conhecer a fonte da MO em um
sistema de agua. Um desses métodos é a utilizagdo de biomarcadores,
definidos como compostos, que podem ser interpretados em termos da
sua origem biolégica (Sohn Mary, 1986) e, recentemente, também como
compostos que caracterizam certas fontes de biota e retém seletivamente
a sua informagéo de fonte, mesmo depois estagios de decomposicao e

diagénese (Bianchi & Canuel, 2011).

As maiorias dos estudos relatados demonstram uma combinagao de
métodos que geram uma informagao mais completa e precisa do estudo.
Assim, quando as concentracdes de bulk de carbono orgéanico particulado
COP, sédo combinadas adicionalmente com a informacado de composicao
elementar, pode-se inferir informagao basica, por exemplo, de fontes de

origem de alga e terrestres (Meyers, 1997).
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A razao C/N (carbono/nitrogénio) & determinada a partir de analise
elementar e € uma ferramenta bastante utilizada para determinagado da
origem da MO para o meio e de seus processos diagenéticos. Plantas e
organismos liberam através da degradacdo de seus tecidos, tanto
carbono quanto nitrogénio, constituintes das estruturas de suas proteinas.
A entrada de material organico por esgoto doméstico fornece quantidades
relativamente maiores de carbono do que o aporte derivado de plantas.
Assim, a razao C/N pode servir como reforgo para o uso de esterdis como

indicadores de poluigao antrépica (Cordeiro, 2006).

Bianchi e Canuel (2011) tém organizado uma figura comparando a
proporcdo da quantidade de informacao que pode ser obtido entre os
diferentes métodos para a caracterizagdo de MO (Figura 1). Esta figura
mostra que os biomarcadores séo divididos em grupos de mais do que

outros de maior especificidade na analise de OM.

Bulk de matéria organica
COT, TN

Composicao elementar
C:N, C:P, N:P

Bulk de is6topos estaveis
5"C, 8N, 8D
Composicao de grupos funcionais
'H-, °C-, ®N- e*'P-NMR

Composicao de biomarcadores
Pigmentos, acidos graxos, aminoacidos, esterois

Analise isotépica de compostos especificos &'°C,
5'°N. dD. A'C de biomarcadores

Figura 1. Esquema ilustrando as diferengas das distintas abordagens para a
caracterizagdo da MO, a especificidade de sua fonte e na proporgdo que estas

representam. Adaptado de Bianchi & Canuel (2011).
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3.4.
Biomarcadores Lipidicos

Na geoquimica orgéanica, lipidios englobam todos os compostos que
séo extraidos por solvente orgéanicos (portanto, uma definicdo mais ampla
do que a usada pela Quimica), e assim envolvem uma enorme gama de
compostos organicos. Os lipidios biomarcadores sado extensivamente
utilizados como tragcadores da MO devido a sua abundancia, boa
especificidade em relagdo a fonte e resisténcia a degradagao bacteriana
em comparagdo com outras moléculas mais especificas (Bianchi &
Canuel, 2011).

Uma das aplicacdes basicas dos biomarcadores e MO associada
sdo a deteccdo de fontes, determinacao de concentracdo absoluta e
quantificagdo de “paleoproducdo” da MO associada (Hedges & Prahl,
1993). Em geoquimica, existem muitos estudos que utilizam
biomarcadores para estabelecer fontes, transporte e disposicdo de MO
em estuarios e oceanos no Brasil (Edmond et al.,, 1981, Jennerjahn &
Ittekkot, 1999, Costa et al., 2011, Koch et al., 2011).

Os marcadores moleculares sdo usados em estudos geoquimicos,
devido a sua capacidade para resistir a variacbes e decomposicdo, como
acontece com outros constituintes do material organico sedimentar. Esses
marcadores fornecem informagdes importantes como a sua distribuicao
nos sedimentos sobre o0s processos biogeoquimicos no passado
geoldgico e a resposta desses processos has mudancas ambientais
(Eglinton et al., 1993, Saliot & Méjanelle, 1994, Meyers, 1997).

Outra importante aplicacdo de marcadores moleculares é o uso
destes como um marcador de poluigdo organica doméstica em sistemas
aquaticos. Varios compostos naturais e sintéticos tém sido propostos para
este propdsito. Um dos marcadores lipidico mais utilizado para este fim é
o coprostanol (Venkatesan & Kaplan, 1990, LeBlanc et al., 1992, Jeng &
Han, 1996, Jeng et al., 1996, Mudge & Bebianno, 1997).

Os marcadores mais usados sao os isotopos estaveis e

radiocarbono, carboidratos, proteinas, acidos nucleicos, pigmentos
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fotossintéticos; lipidios: acidos graxos, hidrocarbonetos, alcanonas,
esterdis, hopanoides, triterpendides, etc. Os lipidios sdo definidos como
toda sustancia produzida por organismos que sdo insoluveis em agua,
mas pode ser extraido por solventes (por exemplo, cloroférmio, n-
hexanos, tolueno, e acetona). Esta definicdo ampla inclui uma vasta gama
de compostos, tais como pigmentos, ceras, gorduras, esterois, e
fosfolipidios. Alternativamente, lipidios podem ser definidos de forma mais
delimitada como graxas, ceras, esterois, e fosfolipidios. Esta segunda
definicao refere-se especificamente a sua fungao bioquimica em termos
de armazenamento de energia, em vez de a sua hidrofobicidade (Bianchi
& Canuel, 2011).

Os lipidios foram extensivamente utilizados como marcadores
moleculares na caracterizagdo da MO sedimentar, porque as moléculas
de lipidios sédo estaveis e representam um componente significativo do
fluxo de carbono através de vias tréficas em sistemas costeira/estuarinos
(Sargent et al., 1977, Reuss & Poulsen, 2002).

Os compostos de biomarcadores lipidicos, tais como acidos graxos e
esterdis também tém sido amplamente utilizados em estudos destinados a
elucidar fontes de MO em sistemas aquaticos. Um beneficio dos LB é que
estes compostos tém a capacidade de rastrear a MO proveniente de
fitoplancton, zooplancton, bactérias, e plantas  vasculares
simultaneamente (Bianchi & Canuel, 2011). Estes s&o geralmente
extraidos usando solventes organicos e isolados por cromatografia de
fase sdlida, variando-se a polaridade da fase-moével. Esterdis apresentam
grupo hidroxila, que interagem fortemente com a fase sodlida. Por
conseguinte, antes da analise destes por cromatografia em fase gasosa, é
necessaria a derivagéo desse grupo. Os dois métodos mais comuns para
derivacdo sdo a conversdo do grupo hidroxila em acetato, usando
anidrido acético, e a conversdo em éteres de trimetilsililo, utilizando
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (Galli & Maroni, 1967, Brooks et al., 1968,
Benfenati et al., 1994, Bianchi & Canuel, 2011). A Identificacdo dos
marcadores lipidicos €& normalmente feita usando GC-MS, onde os

tempos de retencdo e os fragmentos especificos para cada tipo de
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molécula podem ser utilizados para identificar os compostos. Os acidos
graxos, normalmente sao identificados usando GC-FID (Galli & Maroni,
1967, Bianchi & Canuel, 2011).

Os lipidios sao biomarcadores moleculares uteis para varias razdes:
(1) estes compostos ocorrem em distribuicdes unicas em diferentes fontes
de MO; (2) as caracteristicas estruturais fornecer informagdes sobre a sua
origem; (3) os marcadores lipidicos fornecem uma ferramenta de
diagnéstico para diferenciar entre fontes de MO autéctones (algas) e
aléctones em ecossistemas costeiros (plantas vasculares); e (4) também,
LB podem dar informacdes sobre as fontes ndo biogénicas de MO, tais
como intemperismo de sedimentos antigos ou entradas provenientes de
combustiveis fosseis. Comumente, os marcadores lipidios sdo analisados
em conjunto com bulk MO e composi¢céo elementar (Bianchi & Canuel,
2011).

Os esterdis sao uma série muito popular de marcadores bioquimicos
com aplicacbes em estudos de origem e transformacado da MO (Saliot et
al., 1991), porque sao onipresentes e um distintivo componente de
organismos. Estes compostos sao: (1) relativamente estaveis em
sedimentos no ambiente, e (2) estes tem uma distribuicdo carateristica em
diferentes organismos, neste sentido, as analises de esterdis podem
proporcionar um meio para determinar a origem dos materiais organicos
em sedimentos recentes. Além disso, as assinaturas de esteréis podem
mostrar inputs de MO vegetal e animal (Wen-Yen & Meinschein, 1976,
Nishimura & Koyama, 1977).

3.4.1.
Esterodis

Os esterdis e os seus respectivos derivados provaram ser
importantes biomarcadores que podem ser utilizados para estimar
contribuicbes de algas e plantas vasculares, bem como proxies
diagenéticas (Saliot & Tusseau, 1984, Volkman, 1986, Canuel &
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Zimmerman, 1999). Estes compostos sdo n-alcoois classificados como

triterpenos tetraciclicos (cinco unidades de isopreno) Figura 2.

13 HO

Figura 2. Estrutura basica dos esterdis.

Os esterdis de ambientes aquaticos encontram-se entre a faixa de
atomos de carbono Cy7 a Cyg, mas também podem ser encontrados em
um intervalo entre Cy € C31, dando informagdes sobre as fontes de MO
natural e antropogénica (Peters et al., 2005). Algumas delas sé&o
mostradas na Tabela 1, com a sua respectiva informagédo geoquimica. Os
esterdis como outros biomarcadores sofrem processos de degradacgao

gerando subprodutos (Rontani et al., 2014).

As nomenclaturas XA” ou C,A” sdo comumente utilizadas, como: x é
o numero total de atomos de carbono e y indica as posi¢des das ligagcbes
duplas. Em geral, os esterdis Cys tém um grupo metilo em C-24, e os

esterodis Cog tém um substituinte 24-acetato.

Tabela 1. Esterois com a sua respectiva informagéo geoquimica.

Esterois =
Nome comum Inform’aggo Referéncia
Outro nome ’ Estrutura x Geoquimica
C26
7,
N\

24-nor-diidrocoleterol .

nor £ 99 dian. 522 Dinoflagelados e Leblond (2002),
24-nor-colesta-5,22-dien 264 diatoméceas. Volkman (2003).

3p-ol.

Dinoflagelados,
diatomaceas (menor

27A° contribui¢éo) e redugéo
bacteriana de
colesterol.

Colestanol,
5a-colestan-33-ol.

Carreira (2000),
Volkman (1998).
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Esteréis =
Nome comum Informagdo Referéncia
’ Estrutura xAY Geoquimica
Outro nome.
7,
/ McCaffrey
A (1991),
oot o 2 aminagas (osgoto).  1akeda (1998)
: * Pocklington
(1987).
HO H
“,
Epicoprostanol, 0 .
5B-colestan-3a-ol. 27N Esgoto tratado. Saliot (1994).
-
HO .
Zooplancton, fauna
Colesterol, 5 bentdnica, fitoplancton.
Colest-5-en-33-ol 278 Também é achado em Volkman (1986).
animais e plantas.
HO

Diidrocolestanol, 22 Produto de
5a-colestan-22-en-33-ol. 27 degradagéo. Volkman (2003).
Zoopléancton, fauna
. benténica
Diidrocolesterol, 522 : P Barrett (1995),
Colest-5,22-dien-3p-ol. 27a diatomaceas, algas Volkman (1986).
vermelhas e
HO dinoflagelados.
7,
™\
27-nor-diatomsterol, Diatomaceas,
27-nor-24-metilcolesta- i?’z‘? r dinoflagelados e 32?;(?;1:”(1(?322;)
5,22E-dien-33-ol. haptophytes. ’
HO

Cys. O esterol predominante no fitoplancton.

Volkman (1986).

“,

Campestanol,

Barrett (1995),
Volkman (1998),

28A° Campesterol e produto
24-metil-5a-colestan-3-ol. de degradagéo. Volkman (1986),
| Volkman (1989).
HO f[
“,
Campesterol Plantas superiores,
24-mztilcolest’-S—en—3B-oI 28A° diatomaceas e algas Jaffé (1995).
! verdes.
HO
Diatomastanol, Produto de
24-metil-50-colest-22-en- 287% deoradach Volkman (2003).
3p-0l. egradagao.
//,
Brassicasterol N\ Diatomaceas, Nichols (1984),
Diatomasterol ’ dinoflagelados e Scheful® (2004),
. ' . 28A%2  microalgas Volkman (1986),
24-metilcolesta-5,22-dien-
3B-ol ’ (haptophytes e Volkman (1998),
HO cryptophytes). Volkman (1981).
K Marcadores de
Metilencolesterol, 28 A5 fitoplancton: Siere (1993),
24-metilencolesta-5,24(28)- 28) diatomaceas, Volkman (1989),
dien-3p-ol. dinoflagelados, Volkman (1986).
HO e Prasinophyte.

C,9. Achado em plantas vasculares e certas cianobactérias epibentonicas. Também em espécies

fitoplancténicas em quantidades significantes.

Volkman (1981),
Jaffé (1995).

Sitostanol,

0
24-etil-5a-colestan-33-ol 208

Sitosterol e também
produto de
degradacéo.

Volkman (1986).
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Esterois =
Nome comum Informagao Referéncia
’ Estrutura xAY Geoquimica
Qutro nome.
2,
sitosterol, Plantas superiores e Gaskell (1976),

29A° algumas classes de

24-etilcolest-5-en-33-ol fitoplancton.

Volkman (1986).

Estigmastanol, 22 Produto de

24-efil-5a-colest-22-en-36-0l 2987 gegradagéo. Volkman (2003).
7,

Estigmasterol N

24-estiilcolesta-5‘ 22(E)-dien- 29p522 Plantas superiores e Gaskell (1976),

3B-ol ' fitoplancton. Volkman (1986).

Marcadores de

Dinosterol fitoplancton:

40-23,24-trimetil-5a-colest- 2917 g:g‘:xf:ﬁgg:és ‘e Volkman (2003).

22(E)-en-3p-ol

diatomaceas (menor
contribuigao).

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

Adaptado de Yoshinaga (2008).

Coprostanol é amplamente usado como um indicador de
contaminagdo de aguas residuais. Este € um dos principais esterdis de
origem fecal (Pocklington & Leonard, 1987), sendo produzido por redugao
bacteriana do colesterol no intestino de animais de sangue quente. Uma
das grandes vantagens de coprostanol é a sua capacidade de reconstituir
a histéria da contaminacao fecal. Existem outros esterdis que permitem
definir alguns indices para determinar a contaminacao e a distribuicao da
fonte de material fecal. Pode ser encontrados nas fezes (por exemplo,
colesterol, colestanol, epicoprostanol, sitosterol, etc). Geralmente,
considera-se que o colesterol é derivado de tecidos de crustaceos (por
exemplo, zooplancton e caranguejos) (Bergmann, 1949), assim como

suas pelotas fecais.

As gramineas marinhas também tém caracteristicamente elevadas
concentragdes de 29A° (Nishimura & Koyama, 1977, Volkman et al., 1981,
Nichols & Johns, 1985).

Além da utilizacdo de esterdis para rastrear entradas de MO

aquatica proveniente de microalgas, esta classe de compostos
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biomarcadores tém sido identificados nas bactérias metanotroficas,

leveduras e fungos (Volkman, 2003), Tabela 2.

Tabela 2. Esterdis majoritarios em varias classes de microalgas,

cianobactéria, bactéria, fungo e thraustochytrids (Os esterois citados podem nao

ocorrer em todas as espécies).

Microrganismo Majoritario ou esterois comuns.
Microalga

Bacillariophyceae 28057 28N5%® 27N° 29A° 27N5%
Bangiophyceae 270°, 270>% 28N"%
Chlorophyceae 28A°, 280>"% 28A"** 28N> 28/\°
Chrysophyceae 29A>?% 20/°, 28>
Cryptophyceae 28N>

Dinophyceae 4Me-A°, dinosterol, 27A°, 28A>**®°)
Euglenophyceae 28A>"% 29A° 28A7 29A>7, 28N
Eustigmatophyceae 27/° (marinho) or 29A° (agua doce)
Haptophyceae 280>% 271°, 29N>%, 291°
Pelagophyceae 30A>%*®) 207>?2 29/A° 28A>*HZ)
Prasinophyceae 28/°, 28N>#8) 28/\°
Raphidophyceae 29A°, 28N5%4®)

Rhodophyceae 270°, 27N>%

Xanthophyceae 200°, 271\°

Cianobacteria 270°, 291°, 27A°, 29A°

Bacterias metilotréficas | 4Me-A®

Outras bacterias 27N°

Leveduras e fungos

28A>%, 28/, 28770

Thraustochytrids

27A°, 29A%%2 28\>% 295722

Adaptado de Volkman (2003).

Embora haja esterdis especificos para determinadas espécies de

organismos a maioria deles sdo biossintetizados por mais de uma

espécie. Portanto, caracterizagées da origem de MO autéctone e aloctone

apenas com base no estudo de esterdis individuais, devem ser feita com
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cautela e devem ser complementadas geralmente com informacdes de

outras classes de lipidios (como acidos graxos, n-alcoois, lignina, etc).

As razdes entre as concentragbes de biomarcadores (como alguns
esterdis) ajudam na interpretagdo de varios processos em um sistema
aquatico: (i) analise de inputs de MO terrestre e marinha, (ii) fornece
informacdes sobre a contribuicdo de fito e zooplancton proveniente da MO
sedimentar; para distinguir entre fontes de MO naturais ou residuais, (iii)
indica alteragcdo da MO autéctone, a proliferagcdo microbiologica e a
contaminacao fecal, respectivamente, (IV) as contribuicées relativas de
dinoflagelados e zooplancton a MO sedimentar em relagao a contribuigao
de diatomaceas (Nishimura & Koyama, 1977, Gagosian & Nigrelli, 1979,
Quemeneur & Marty, 1992, Mudge & Lintern, 1998, Fernandes et al., 1999
b, Zimmerman & Canuel., 2002, Tolosa et al., 2003).

E necessario que os compostos selecionados para as razdes
tenham reatividade semelhante para evitar de esta forma a interferéncia
do efeito da diagénese na interpretagao dos resultados. Assim, as razdes
entre dinosterol/metilenecolesterol e colesterol/metilenecolesterol indicam
as contribuicbes relativas de dinoflagelados e zooplancton da MO
sedimentar em relagdo a contribuicdo de diatomaceas (Zimmerman &
Canuel., 2002). As razoes entre de 24-etilcoprostanol para sitosterol e
colesterol para coprostanol podem ser usadas para distinguir entre fontes
de MO natural ou residual (Quemeneur & Marty, 1992). Outros exemplos
sdo as relagdes estanol/stenol e coprostanol/(coprostanol + colestanol),
as quais indica alteragdo da MO autoctone, e a proliferagédo microbioldgica
e contaminagao fecal, respectivamente (Fernandes et al., 1999 b). Mais
razdes entre esterdis sdo também referidas na literatura (Nishimura &
Koyama, 1977, Gagosian & Nigrelli, 1979, Mudge & Lintern, 1998, Tolosa
et al., 2003).

A identificacdo de esterdis € normalmente verificada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, onde os
fragmentos especificos podem ser utilizados para identificar cada
composto (Galli & Maroni, 1967, Benfenati et al., 1994).
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Os esterois sao geralmente extraidos usando solventes organicos e
isolados por cromatografia de fase sodlida, variando-se a polaridade da
fase-movel. Estes apresentam grupos hidroxilos, que interagem
fortemente com a fase soélida da coluna cromatografica do equipamento.
Por conseguinte, antes da analise de esterdis por cromatografia em fase
gasosa, é necessaria a derivacao dos grupos hidroxilos. Os dois métodos
mais comuns para derivagdo sdo a conversao destes em acetatos,
usando anidrido acético, e a conversao dos hidroxilos em éteres de
trimetilsililo, utilizando bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (Brooks et al.,
1968).

3.4.2.
n-alcoois

Os n-alcoois sao caracterizados por estruturas saturadas e
monoinsaturadas Figura 3. Estes apresentam cadeia carbdnica variando
entre Cq4 a Cz4 € possuem praticamente as mesmas fungdes dos acidos
graxos nos organismos—produ¢cdo e acumulo energético para o
funcionamento metabdlico. No entanto, os n-alcoois sdo encontrados em
menores concentragdes, quando comparados aos acidos graxos. Em
sedimentos aquaticos, os n-alcoois presentes foram sintetizados por
varios organismos, principalmente do plancton e de vegetais terrestres
(Mudge & Norris, 1997, Baéta, 2008).

OH

Figura 3. Estruturas moleculares do n-alcool C,g (1-octadecanol). Adaptado de Cordeiro
(2011).

De acordo com o tamanho da cadeia linear dos n-alcoois pode-se

obter um indicativo sobre sua origem para os sedimentos (Mudge &
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Norris, 1997, Volkman, 2006). Desta forma, os n-alcoois saturados de
cadeia carbonica curta par (< Cy) s&o caracteristicos de organismos
planctdénicos marinhos e dulcicolas. Os n-alcoois com cadeia curta, com
predominio do C4, Cy e C, sao caracteristicos de fitoplancton e
zooplancton (Ogura et al., 1990, Volkman, 2006). Ja os n-alcoois
saturados de cadeia carbbnica longa par (=Cy) sado derivados
principalmente de ceras epicuticulares de plantas terrestres. Assim, os n-
alcoois C,,-Co3 sdo caracteristicos de ceras de plantas superiores, sendo
que os compostos de cadeia carbdnica impar (Cy7, Cy9 € C31) sd@o 0s
predominantes (Fernandes et al., 1999 b, Jeng & Huh, 2004, Volkman,
2006, Xu & Jaffé, 2007, Baéta, 2008).

O fitol é um diterpendide aciclico oxigenado formado pela
condensacao de 2-metilbutil (Volkman, 1986). Este é o isoprendide mais
abundante em ambiente marinho, pois esta presente como uma cadeia
lateral na molécula da clorofila-a, além de ser encontrado em menores
concentragdes nas colorofilas b, d e bacterioclorofila; e & produzido por
diversas classes de organismos autotréficos (Sun et al., 1998, Rontani &
Volkman, 2003). No entanto, este € uma molécula relativamente labil e
deve ser considerado como indicador ndo-especifico ao ser produzido por
organismos autotréficos, tanto aquaticos quanto terrestres (Wakeham et
al., 2002, Rontani & Volkman, 2003, Marchand et al., 2005).

Os n-alcoois graxos livres sao encontrados no ambiente em
quantidades traco, o que sugere que esses compostos estdo ligados a
estruturas lipidicas polares resistentes a hidrolise alcalina (Volkman,
2006).

A razao entre n-alcoois graxos de cadeia curta e os de cadeia longa
pode indicar as fontes dessas espécies (marinha ou de agua doce)
(Fukushima & Ishiwatari, 1984).

A concentragao dos n-alcoois marcadores também permite avaliar
a influéncia de MO terrestre em sedimentos marinhos usando a razao
entre as concentragbes dos n-alcoois de origem terrestre e os n-alcoois

de origem marinho (Mudge & Bebianno, 1997).
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Na identificacao dos diferentes biomarcadores, estes sao separados
dos outros compostos contidos nas amostras usando diferentes métodos
como cromatografia de coluna, extragdo liquido-liquido e cromatografia

gasosa. No seguinte item, descrevem-se estes métodos de separagao.

3.4.3.
Triterpenoides

Os triterpenocides de seis anéis sao de origem de plantas
superiores, onde esses funcionam como resinas (Figura 4). Como
hopanoides, esses compostos podem ser encontrados no ambiente como
alcoois, alquenos ou alcanos. Os triterpenoides sdo muitas vezes
identificados usando a fragdo m/z 191 com CG-MS (Bianchi & Canuel,
2011).

! |
|
Ho”
Lupeol B-taraxerol
i
N
! i i
HO/ HO/
B-amirina o-amirina

Figura 4. Estruturas de triterpenoides comuns de plantas superiores. Adaptado de
Bianchi & Canuel (2011).
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Os triterpenoides tem sido usados para identificar fontes de MO de
origem terrestre em mangues (Koch et al., 2003) e sistemas tropicais rio-

estuario (Volkman et al., 2007).

Além desses marcadores moleculares serem usados como
tracadores da matéria organica de origem terrestre, seus produtos
diagenéticos podem ser usados para tracar MO no passado histérico e
geologico.  Similar aos  esterdis, esses compostos sofrem
defuncionalizagdo durante a diagéneses recente e redugcdo e
aromatizacdo durante os estagios depois da diagéneses recente ou

catagenésis (Bianchi & Canuel, 2011).

3.5.
Métodos de separagao dos marcadores lipidicos.

3.5.1.
Extracgao liquido-liquido

A extragao liquido-liquido consiste em uma etapa de separagao na
qual ocorre a transferéncia de um soluto presente em uma solucéo,
chamada de alimentacdo, para outra fase liquida, a extratora, composta
por um solvente imiscivel (em alguns casos, parcialmente miscivel) com o
solvente da solucéo original. Se o soluto encontra-se originalmente em um
meio aquoso, o0 solvente extrator € um composto organico, que deve
possuir afinidade seletiva por este soluto Esta seletividade é a esséncia
da extracao liquido-liquido, uma vez que o soluto de interesse € removido
de uma solugdo contendo uma mistura de dois ou mais componentes
(Blackadder & Nedderman, 2004).

Este processo de separacao encontra aplicacao especialmente em
casos no qual a destilacao nao é adequada. Isto ocorre quando o soluto é
termosensivel, ou a volatilidade relativa de dois dos componentes da
mistura é préxima a unidade. A baixa concentragao do soluto na mistura e
a formacao de azeodtropos também justificam a substituicdo da destilagao

pela extragao liquido-liquido (Robbins & Cusack, 1999).
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No processo de extracdo, a separacdo depende do equilibrio
termodinamico de particido do componente de interesse entre as duas
fases liquidas. Esta particdo € quantificada pelo coeficiente de
distribuicdo, Kp, definido pela razao entre as atividades desse
componente nas fases organica e aquosa, no equilibrio. O Kp é a razéo
entre as concentracdes dos componentes de interesse nas fases organica
e aquosa (Robbins & Cusack, 1999). Tomado de Moraes, (2011).

No caso da separagéo dos lipidios biomarcadores a extracdo liquido-
liquido entre uma fase orgénica e uma fase aquosa ajuda na separagao
das moléculas que sdo saponificaveis (como os acidos graxos) dos
esterdis, n-alcoois e triterpenoides, os quais sdo compostos nao
saponificaveis. Uma segunda extracdo apods acidificacdo ajuda na
separacdo dos compostos saponificaveis dos outras moléculas que

pudessem estar presentes nas amostras.

3.5.2.
Cromatografia

De forma geral, a cromatografia analitica visa a separacado de
misturas complexas, para identificar e quantificar os componentes
presentes na mistura, enquanto a cromatografia preparativa visa a isolar
uma determinada quantidade do componente purificado, para usa-lo em

uma determinada aplicagéo (Guiochon, 2002).

A Figura 5 ilustra o principio basico de um processo cromatografico
em batelada. Neste caso, uma mistura é inicialmente injetada na coluna,
sendo arrastada pela fase mével que percola o sistema. As moléculas
presentes na mistura interagem com o meio solido (a fase estacionaria)
de diferentes formas. Quase todos os processos relacionados a
cromatografia liquida sdo baseados no equilibrio de adsorcdo, com

excecao da cromatografia de permeagao em gel (Gao & Engell, 2005).
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t Comprimento da coluna t

Figura 5. llustragcdo de um processo cromatografico em batelada. Adaptado de Gao
(2005). Fonte: Severo (2011).

Como é mostrado na figura anterior, a diferengca nos tempos de
retencao dos diferentes compostos permite a separacao destes. O tempo
de retencado depende da afinidade do analito com a fase estacionaria da
coluna cromatografica e com a fase movel. Assim, se a fase estacionaria
€ um material polar, como a silica-gel, os compostos polares vao ficar
mais tempo retidos na fase estacionaria, enquanto que, os compostos
menos polares vao sair em um tempo menor da coluna, conseguindo
desta forma a separacao destes. Uma metodologia comumente usada nas
separacbes em coluna é a variagdo da polaridade do solvente,
comegando com solventes apolares (no caso das fases estacionarias
polares) e aumentando a polaridade do solvente gradualmente. Desta
forma obtém-se a separacdo de compostos com diferentes polaridades.
Este tipo de metodologia permite a separacao das fragées dos diferentes

tipos de marcadores lipidicos.

Cabe lembrar que, este tipo de cromatografia € apenas preparatorio
e nao permite a identificacdo e quantificacdo dos compostos. Para este
processo existem as técnicas de cromatografia instrumentais, nos quais a
cromatografia presenta uma definicdo mais complexa, como sera

mostrado embaixo:

A cromatografia € um método de separagao fisica, em que os
componentes a serem separados sao distribuidos seletivamente entre
duas fases imisciveis: uma fase moével flui através de um leito de fase

estacionaria. A técnica é nomeada dependendo da fase movel:
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cromatografia em fase gasosa (GC), cromatografia liquida (LC), ou
cromatografia supercritica (SFC). O processo cromatografico ocorre como
resultado de passos de sorgao/dessorgao repetidos durante o movimento
dos analitos ao longo da fase estacionaria. A separacdo é devido as
diferencas nos coeficientes de distribuicdo dos analitos individuais na
amostra. Aspectos tedricos e praticos da LC foram abordados em
detalhes em outros lugares (Dolan & Snyder, 1989, Giddings, 1991, Poole
& Poole, 1991, Venn, 2008, Meyer, 2010). A técnica usada para a
identificacdo é quantificagdo dos marcadores lipidicos foi a cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas.

3.6.
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de Massas.

Espectrometria de massa (MS) baseia-se na producao de ions, que
sdo, subsequentemente, separados e detectados de acordo com a sua
razao massa/carga (m/z). O espectro de massa resultante é um grafico de
abundancia (relativa) dos ions gerados como uma fungdo do m/z.
Excelente seletividade pode ser obtida, que é de extrema importancia na
analise de tragos quantitativos (Chapman, 1993, De Hoffmann et al.,
2007).

O uso do espectrometro de massa consiste em basicamente cinco
partes: introducdo da amostra no equipamento, uma fonte de ion a qual é
produzido um feixe de particulas provenientes da amostra (ionizagéo),
andlise que separa particulas de acordo com a massa, deteccdo no qual
os ions separados sao recolhidos e caracterizados, € manipulacdo de
dados (Wilfried, 2006).

A amostra pode ser inserida diretamente na fonte de ionizagcéo
(amostras puras) ou através de cromatografia acoplada ao espectrdmetro
de massas que pode ser Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC), Cromatografia Gasosa (GC), ou eletroforese que entram
sequencialmente no espectrdmetro de massas, permitido assim a analise

individual de cada um dos seus compostos (Baéta, 2008).
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Em principio, a cromatografia € apenas uma das possiveis técnicas
para separar o analito, e o espectrdmetro de massa apenas mais um
detector para a cromatografia. No entanto, o sistema cromatografia-
massas (GC-MS, GC-MS, etc) oferece um valor adicional, especialmente

em termos de seletividade um detector (Wilfried, 2006).

Na cromatografia gasosa as separag¢des cromatograficas podem ser
avaliadas pelos picos cromatograficos do sistema. A isoterma que gera os
picos cromatograficos descreve a relagdo entre a concentragdo de soluto
na fase estacionaria para a concentragao do soluto no gas de transporte.
Se as isotérmicas sao lineares, os picos sado gaussianos, se as
isotérmicas sao ndo-lineares, os picos tornam-se assimétrico. A area dos
picos vai depender da concentragdo do analito o qual permite

quantificagao das espécies (Grob & Barry, 2004).
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Local de estudo

O estudo foi realizado na Ria de Aveiro, uma lagoa costeira no norte
de Portugal e no estuario do Rio Mondego (60 km ao sul da Ria de
Aveiro). Esta € uma area muito importante da costa portuguesa, que tem
estado sob uma crescente pressdo antropica durante varias décadas e,

contribui para a degradagao da qualidade das aguas (Lopes et al., 2005).

4.1.
Ria de Aveiro

A Ria de Aveiro € uma laguna costeira pouco profunda, situada na
costa atlantica de Portugal. Esta apresenta uma morfologia complexa
onde se podem distinguir quatro bracgos principais: um canal longo,
estreito e pouco profundo (Canal de Mira), que se prolonga para sul; um
canal largo e profundo (Canal de Ovar/S. Jacinto), que se prolonga para
norte pelo Canal de Ovar; o canal de ilhavo, estreito e pouco extenso,
correspondente a entrada do rio Boco no sistema estuarino; o canal do
Espinheiro, correspondente a entrada dos rios Vouga e Antua, com
formagao de um sistema de complexo de insulas e canais e onde estao
situadas a maior parte das salinas ativas. A morfologia da laguna é
complexa e favorece as trocas com o mar, principalmente devido a
reduzida contribuicdo das aguas continentais para o sistema estuarino
(AMBIECO, 2011).

A Ria de Aveiro é fortemente influenciada pelo regime de marés, de
tipo semidiurno, que é o responsavel pelas principais caracteristicas quer
da agua quer dos sedimentos. Para além da forte influéncia marinha, a
Ria é também o local de entrada de quantidades variaveis de agua de
origem continental (bacia hidrografica do Vouga) a que se adicionam as

descargas domésticas e industriais de uma regido fortemente povoada.
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Com efeito, a populagao residente em volta da laguna e dos seus canais
excede os 300 000 habitantes (Dias et al., 1999, Vaz et al., 2005).

A Ria de Aveiro esta separada do mar por uma estreita faixa de
areia. A comunicagdo do mar para o interior da laguna faz-se por
intermédio de uma abertura artificial que serve de acesso ao porto de
Aveiro. Durante a maré alta, a laguna apresenta uma area inundada de
cerca de 83 km?, que se reduz para cerca de 66 km? durante a maré baixa
(Dias et al., 1999, Dias et al., 2000). A massa de agua circulante entre os
dois niveis de maré passa por um estreito canal com cerca de 1,3 km de
comprimento, 350 m de largura e 20 m de profundidade (mantido a essa
cota por intermédio de dragagens periodicas). Fora dos canais de
navegacao, a profundidade média da laguna é de 1 m (Vaz et al., 2005,
Pereira et al., 2009); nas margens dos canais e esteiros ocorrem zonas
entre-marés apreciaveis, caracterizadas pela existéncia de lodacais e

sapais salgados.

A circulacao hidrolégica na Ria é dominada pela influéncia marinha,
variando o volume de agua trocado durante um ciclo de maré entre 25 a
70x106 m®, para marés com 1,0 a 2,5 m de altura, respectivamente
(Cunha et al., 1999). Vaz e colaboradores (2005) indicam que, para o final
do verdo, uma contribui¢do total de agua doce da ordem dos 1,8x106 m®
durante um ciclo de maré, face aos valores de cerca de 34,9x106 m’ e
136,7x106 m® de entrada de agua marinha observados na barra em
marés extremas (baixas e altas, respectivamente). A partir da entrada da
barra irradiam 4 canais principais (Mira, Ovar/S. Jacinto, ilhavo e

Espinheiro), com comportamentos hidrolégicos distintos (Vaz et al., 2005).

Gradientes longitudinais de temperatura e salinidade tém sido
observados em todos os canais da laguna, com registo de valores mais
baixos de salinidade e mais altos de temperatura no extremo montante
destes. Na zona central da laguna, os valores registados para a
temperatura e a salinidade sdo préximos dos caracteristicos para aguas
oceanicas. Globalmente, os valores mais baixos de salinidade e mais
altos para a temperatura tém sido observados na parte terminal do canal

de Mira, na margem leste do canal do Espinheiro, e na baia do Laranjo, o
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que reflete a importancia da agua doce no estabelecimento da estrutura
térmica e salina (vertical e horizontal) da laguna (Dias et al., 1999). O
canal de Mira apresenta o gradiente longitudinal mais acentuado; no canal
de S. Jacinto/Ovar, a influéncia marinha ndo é tao forte, situando-se a
isotérmica dos 16°C e a isohalina dos 35 mais proxima do oceano do que
nos outros canais a superficie. Em todos os casos, desde que a
profundidade dos canais o permita, desenvolve-se uma cunha salina em
profundidade que influencia o fundo a uma distancia superior a das aguas

superficiais (Dias et al., 1999).

No que diz respeito as temperaturas, verifica-se a existéncia de 2
regimes distintos, relacionados com a entrada de agua oceanica, mais fria
(regime semi-diurno) e com o aquecimento progressivo devido a
exposigao a radiagdo solar (regime diurno). A grande superficie da
laguna, associada a uma profundidade média reduzida facilitam o
estabelecimento de processos de estratificacao térmica durante as marés
altas diurnas, que se dissipam quando as correntes de maré se
intensificam. No entanto, estes fenbmenos apenas terdo algum significado
durante a época das chuvas, nunca se sobrepondo a variabilidade
longitudinal, resultante do ciclo das marés (Moreira et al., 1993, Dias et
al., 1999).

Na zona envolvente a laguna existem potenciais focos de poluigéo,
destacando a zona industrial de Estarreja (poluigdo quimica na produgao
de cloro, soda, amoniaco entre outros), as fabricas de pasta de papel nas
margens dos rios Antud e Vouga, bem como a contaminagéo
microbiolégica com origem nos efluentes urbanos e zonas agricolas
(criacdo de gado, culturas anuais de sequeiro, como o trigo e o milho, e

de regadio, como os arrozais).

A Ria de Aveiro é uma area de especial interesse para a
conservacdo da natureza e da biodiversidade, pela diversidade de
espécies que alberga e de habitats que abriga, lhe conferindo estatutos
conservacionistas de importancia nacional, comunitaria e internacional o

que é refletido pela sua designagdo como Zona de Protegcao Especial
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(ZPE) ao abrigo da Diretiva das Aves, motivo pelo qual faz parte da Rede
Natura 2000.

Na Ria de Aveiro o desenvolvimento da industria e da urbanizagao
gera problemas de poluicao através da emisséo de efluentes de diversas
atividades antropicas para a lagoa. Embora menos industrializados,

Mondego estuario é impactado pela agricultura (AMBIECO, 2011).

Os efluentes das empresas do complexo quimico de Estarreja foram
descarregados durante décadas em valas que conduziam a Ria de
Aveiro. O Largo do Laranjo e o Largo da Coroa sado duas zonas que
poderdo ter um registo dos contaminantes descarregados, uma vez que
se tratam de bacias de sedimentagdo que recebem fluxos de agua e
particulas em suspensido provenientes de esteiros que receberam
descargas das valas (AMBIECO, 2011).

4.2.
Rio Mondego

O rio Mondego é o mais longo rio localizado exclusivamente em
territorio portugués. O estuario Mondego (40°08°'N 8°50°'W) é um sistema
temperado que se propaga ao longo de 21 km da costa centro-ocidental
de Portugal perto da cidade Figueira da Foz (C.C.D.R.C, 2000, Ramos et
al., 2012). Sua populagcédo excede os 680,000 habitantes (Mantas et al.,
2013). A deposigao de sedimentos porto da boca do estuario tem levado a
formagdo duma ilha (llha Murraceira) de 7 km de largura e 2 km de
comprimento, na qual se visualiza dois bragos (norte e sul) (Marques et
al., 1993).

O todo o estuario se encontra em permanente pressao
antropogénica e muitos fatores determinam a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento como um sistema (Marques et al., 2003). O dia 10 de
dezembro de 2007, as euhalinas do brago norte foi dragado para
incrementar a capacidade do porto e conectar dois berths pré-existentes.
A area dragada compreendia um corredor de 3 ha (300 x 100 m)

localizadas perto da margem continental. As operacdes de dragado foram
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levadas a cabo para aumentar a profundidade de 6 a 10 m, do canal de
navegacao e da zona dos cais da nova secgao de descarga dos berths. O
impacto fisico desde procedimento foi a remogéao do sedimento do fundo,
a alteragdo da topografia do fundo (aumento da profundidade) e o
deslocamento do material, o qual foi depositado dentro da boca do Rio
Mondego, perto da costa provocando cambios no sistema aquatico
natural (Ceia et al., 2013).

As alteracbes introduzidas pelo desenvolvimento do porto, a sua
manutencdo e regularizagdo do canal fluvial levou a um rapido
assoreamento na area onde era possivel a comunicacao artificial entre
ambos os bragos. Como consequéncia, enquanto que o brago norte
recebe a maior parte das descargas do Mondego, o bragco sul é mais
controlado pelo pequeno rio Pranto e as influencia da maré. Estes dois
subsistemas criados no inicio dos anos 90 estavam sujeitas a intentos de

restauragao experimental (Marques et al., 2007).

No geral, o estuario é afetado pela eutrofizagdo e uma substituicao
das comunidades de algas originais € aumento da frequéncia de

macroalgas verdes bentbnicas (Marques et al., 2007).

O sistema é monitorado regularmente desde 1986 incluindo uma
vasta gama de parametros fisicos, quimicos e bioldgico, incluindo
salinidade, turbidez (que pode ser influenciada pelas atividades do porto e
as mudancgas na dindmica dos dois bracos e pode ter uma influéncia
direta sobre as comunidades biolégicas do estuario) e clorofila-a (Mantas
et al., 2013).
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Metodologia

O presente capitulo contém a metodologia resumida das diferentes
etapas da pesquisa. No Anexo |, encontra-se a metodologia detalhada de
todo os procedimentos desenvolvimentos na pesquisa, os materiais,
solventes e reagentes utilizados e a descontaminagdo de alguns desses,

assim como os equipamentos utilizados e as suas especificagoes.

5.1.
Amostragem

As amostras de sedimento superficial foram coletadas em 22
estacdes distribuidas entre a Ria de Aveiro e o estuario do Rio Mondego
(Figura 6). A coleta foi realizada pelo grupo do prof. Armando C. Duarte
da Universidade de Aveiro, Portugal; e enviadas ja liofilizadas para o
LabMAM da PUC-Rio. Braco

Os critérios de escolha dos locais de amostragem basearam-se nas
potenciais fontes de contaminagao de poluentes organicos persistentes e
também na tentativa de fazer amostragem que incluisse os principais

canais da Ria.

Em ambos os sistemas aquaticos, Ria de Averio e estuario do rio
Mondego, a localizagdo das estagcbes de amostragem foi também
escolhida de acordo com o compromisso entre a potencial distribuicdo de
contaminantes e a maxima disponibilidade em cada local das matrizes
procuradas. Coletaram-se sedimentos superficiais (0-5 cm de
profundidade) em dezoito estagdes de amostragem de Ria de Aveiro

lagoa e quatro do Mondego estuario.
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Figura 6. Estacbes de amostragem de sedimentos e biota na Ria de Aveiro e no estuario

do rio Mondego.
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Na Figura 6 apresenta-se a distribuicdo das estacbes de amostragem
na Ria de Aveiro. Na Tabela 3 apresenta-se a descricdo da localizagao
das estacOes de amostragem em ambos os sistemas mostrados na Figura
6.

Um numero maior de estagbes de amostragem foi selecionado para
Ria de Aveiro, devido & sua area maior (66 km? na maré baixa)
comparando com o estuario do Mondego (3,3 km2). Alguns dos motivos

para a escolha dos pontos de amostragems apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 3. Estagbes de amostragem na Ria de Aveiro e estuario do rio do

Mondego.

Estacao Ponto de amostragem Escolha dos pontos

Ria de Aveiro

_____ ?_1______l_-;a_r_g_fg_q?_QQ[Q?_(9?9?51?_'9_)________________________________ Influéncia do “esteiro da Ribeira
S2 Norte da ponte da Varela (saida do esteiro do Amieiro) Nova”.

_____ S3  Bestda ... Caracterizaggodocanal.
S4 Esteiro de Estarreja, Largo do Laranjo

S5 Saida do Antu3, Largo do Laranjo

S6 Laranjo (Norte), Largo do Laranjo.

S7 Largo do Laranjo (Oeste). Recepgéo de contaminantes.
S8 Largo do Laranjo

S9 Largo do Laranjo

S10 Laranjo (zona Sul), Largo do Laranjo

S12 Gafanha (local no interior de marinha), Porto de Aveiro
S13  Gafanha (local em praia de lama), Porto de Aveiro Influéncia dessa atividade.

S14 Cais dos Bacalhoeiros, Porto de Aveiro .

S15 Costa Nova Canal de Mira
$16 ilhavo Canal de ilhavo

St Veguera ... CanaldeMia__
S18  Vagos Canal de ilhavo

Estuario do rio Mondego

S19 Marina da Figueira da Foz Influéncia dessa atividade.

S0 Gala ] Cerca da populagao de Gava___________

521 Bragosuldoestuario | Caracterizagao do estudrio.
S22 1km ajusante da comporta do rio Pranto Rio Pranto: presenga de pesticidas.

*No “esteiro da Ribeira Nova” desagua uma vala (Vala da Breja) que recebeu

descargas de industrias do Complexo Quimico de Estarreja.
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Considerando as actividades antropogénicas desenvolvidas em
torno da Ria de Aveiro, as principais (e potenciais) fontes de
contaminantes organicos sao: (i) actividade portuaria no Porto de Aveiro e
estuario do rio Mondego, (ii) actividade industrial (complexo quimico de

Estarreja) e (iii) esgoto doméstico.

5.2.
Métodos analiticos

Para quantificar os teores de carbono organico total (COT) e
nitrogénio total (NT) foi utilizado o método de combustdo a seco no
equipamento THERMO Scientific (modelo Flash 2000). Os sedimentos
foram descarbonatados por adigbes sucessivas de acido cloridrico (2 M)
até ndo mais se observar reagdo com o sedimento, e depois o sedimento

foi novamente seco.

A determinagado de lipidios biomarcadores seguiu procedimento ja
utilizado pelo LabMAM e publicado anteriormente (Carreira et al., 2004,
Carreira et al.,, 2010, Carreira et al., 2011). Os sedimentos liofilizadas
foram extraidos usando o equipamento Accelerated Solvent Extractor,
ASE-200 (Dionex), a 80 °C e 1500 Psi (2 x 8 min) com DCM:MeOH (9:1).
Foram adicionados nas amostras aproximadamente 2500 mg dos padrdes
subrogados androstanol (esterol) e 1-nonadecanol (alcool). O volume do
extrato bruto foi reduzido em evaporador rotativo. O teor de lipidios
extraidos (TLE) foi calculado como a massa restante apds evaporagéao até
peso constante de cerca de 20 pL do extrato bruto e levando a secura (45
°C) até peso constante (precisdo * 0,01 mg), sendo aceito resultado com

desvio-padrao relativo <10% de uma série de ao menos 3 leituras.

Uma aliquota do extrato bruto correspondente a cerca de 2 mg de
TLE foi retirada do extrato bruto e levada a secura com Nj, visando a
determinacgao de lipidios biomarcadores. Inicialmente, a fracdo do extrato
passou por uma reacao de saponificacdo, na qual foram utilizados 3 mL
de uma solugcdo de NaOH 1 M em metanol e aquecendo-se a mistura a

110 °C por 2 horas. A reacao foi encerrada por banho de gelo. A fragao
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contendo compostos nao-saponificaveis (SAP-N; n-alcoois, esterois e
triterpenoides) foram extraidas com n-hexanos (3x) e estocada em frasco
de vidro. O residuo foi acidificado com 3 mL de HCI 3 M e a fragao
contendo os acidos, agora protonados (SAP-A; acidos graxos), foi
extraida da mesma forma que a SAP-N. No presente trabalho, apenas a
fracdo SAP-N foi analisada, apds remocao de tragos de agua usando
sulfato de sddio anidro purificado (extragédo com solvente). A fragdo SAP-

A foi armazenada a -20°C para analises posteriores.

As fragbes SAP-N foram concentradas até 500 uL e separadas por
cromatografia em coluna com um grama de silica-gel desativada a 5%, e
descontaminada com n-hexanos. Usaram-se trés fases moveis: F1: 5 mL
de n-hexanos, F2: 5 mL de n-hexanos:diclorometano, (1:2) e F3: 5 mL de
metanol:diclorometano, (1:1). As fracbes F3 que contem os
biomarcadores de interesse (esterdis, n-alcoois e triterpenoides) foram
derivadas usando-se 100 uL de BSFTA e 100 pL de acetonitrila anidro a

70 °C durante uma hora.

As fragbes F3 derivadas foram levadas a secura com N, e
redissolvidas em 500 uL de DCM e 500 ng de 5-a-colestano como padréao

interno, PI.

Os lipidios foram analisados por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), utilizando o equipamento
Trace GC Ultra - ISQ com injetor automatico TriPlus (Thermo
SCIENTIFIC). Usou-se como fase estacionaria uma coluna de alta
resolugao DB-5MS, de 30 m de largura, com didametro de 0,250 mm e
filme de 0,25 um (Agilent J&W GC Columns). Como fase movel foi usado
hélio gasoso. Foram injetados 1,3 uL das amostras e padrbes sob um
fluxo de fenda de 80 mL min" a 60 °C e 70 KPa. Usou-se uma
programagao em batelada até 50 min de tempo de retengédo e
temperatura progressiva de 60, 220, 280 e 300 °C com rampas de 20, 2 e
20 °C min™ respectivamente. Os resultados foram visualizados usando o
software Thermo Xcalibur 2.1.0 SP1.1160 (Thermo Fisher Scientific Inc).
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Os lipidios biomarcadores presentes nas amostras foram
identificados e quantificados através de padrdes auténticos no GC-MS.
Para a quantificacdo dos n-alcoois, usou-se o pico gerado pelo m/z 103,3
no MS. Os triterpenoides, com a soma dos ions 204+218. Para os
esterdis usaram-se diferentes ions na quantificagdo, incluindo ions
confirmativos (Tabela 6 e 7, Anexo |). Foram feitas 16 curvas de
calibragdo com padrdes auténticos (Tabela 8, Anexo |) de concentragdes
de 100, 250, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 ng mL™".

Trés brancos acompanharam as amostras desde o processo de
extracdo. O valor médio da massa dos brancos foi descontado das

amostras.

Prévio ao tratamento das amostras foi realizado um teste de
recuperacao em uma amostra (S1), analisada em quatro réplicas, para

avaliar a reprodutibilidade do método.

A recuperagao média dos padrdes subrogados foi de 57,7 % + 14,8
% para os esterdis e de 53,3 % + 14,2 % para os alcoois. As
concentragbes dos biomarcadores ndo foram corrigidas com as
porcentagens de recuperagao. A tabela com os valores individuais das
porcentagens de recuperagdo apresenta-se no capitulo dos Anexos I
(Tabela 12).
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Resultados e discussao

O presente capitulo contém os resultados obtidos das diferentes
andlises realizadas nesta pesquisa. Esta se encontra dividida em quatro
partes: composicdo elementar da MO, distribuicdo de biomarcadores
lipidicos nos sedimentos, caracterizacdo da MO usando lipidios
biomarcadores e, finalmente aporte de MO de origem fecal. A discusséo

dos resultados sera apresentada ao longo do capitulo.

6.1.
Composicao elementar da MO sedimentar da Ria de Aveiro e Rio
Mondego

A concentracao de COT oferece o indicador mais importante de MO,
ja que, aproximadamente mais do 50 % da MO estd composta por C
(Bianchi & Canuel, 2011). Na Ria de Aveiro o COT variou de 9,94 a 43,00
mg g e no Rio Mondego de 10,99 a 29,40 mg g'. De forma geral, o
conteudo de COT na Ria de Aveiro foi maior do que o Rio Mondego com
valores médios de 24,80 + 854 mg g' e 2088 + 7,76 mg g,
respectivamente (Tabela 10, Anexo Il). De forma geral, observa-se que o
COT tem uma tendéncia crescente do sul ao norte da lagoa (Figura 7b).
As estacdes no canal de Mira (S15 e S16), e no canal de ilhavo (S17), na
zona sul da Ria Aveiro apresentaram os menores aporte de material
organico. A estacdo S18, localizada também no canal de ilhavo,
apresentou uma maior teor de COT no seu sedimento. Esse
comportamento pode ser devido a influencia da entrada do Rio Boco. As
estagdes no brago norte do estuario (S1 e S3) foram as que apresentam

os valores maiores de COT (Figura 7).

As estagoes localizadas no Largo do Laranjo (S4, S5, S6, S7, S8, S9
e S10) apresentaram valores de COT entre 19,56 mg g™ (S16) e 39,29 ug
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g-' (S10). Observa-se que as estagdes localizadas mais para o norte do
largo mostraram conteudos do COT menores que aquelas localizadas no
sul do largo. As estagdes do canal Espinheiro (S12, S13 e S14)

apresentaram concentracdes variadas de COT.

50
45 S3
[ ]
40 , 10
y:10,36 x + 3,51

35 =086
& .
o S19.
1S
[ —e—COT  —*—NT
(@)
(@)

- S2

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00

Figura 7. Grafico de COT versus NT (mg g'1), incluindo a equagao da reta e a correlagao
entre as variaveis r’. (b) perfil aproximado das concentragbes de COT e NT das

estacgoes.

Na determinagcdo de nitrogénio, esse pode representar o nitrogénio
organico quanto o inorganico. Por isso, esse € chamado de nitrogénio
total ou NT. O nitrogénio inorganico representa uma fragao relativa
pequena do NT associado a matéria organica particulada e sedimentar
quando a contribuicdo de MO nao é relativamente pequena (Meyers,
2003). Uma forma de estabelecer o aporte de N inorganico e organico
consegue-se com a constru¢cao de um grafico de COT versus NT (Figura
7).

Observa-se na Figura 7 que o intersecto (b: 3,5) da equagao da reta

cruza no eixo y, o qual representa ao COT. Essa tendéncia sugere que, 0
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aporte de nitrogénio no bulk de MO é principalmente organico, ja que, as

concentragdes de NT aparecem uma vez que se tem aporte de COT.

Os resultados do NT foram semelhantes nos dois locais variando de
0,88 a 3,72 mg g”' e média de 1,99 mg g para a Ria de Aveiro e de 0,97
a 3,25 mg g'1 e média de 1,97 mg g'1 no Rio Mondego (Tabela 10, Anexo
I1). A distribuicdo de NT ao longo da lagoa e o Rio Mondego seguiu a

mesmo perfil do COT (Figura 7).

Uma analise importante obtém-se ao combinar o COT com o NT
(mol mol™). Assim, pode-se inferir informagdo basica sobre fontes de
algas e plantas vasculares (Meyers, 1997). A razdo C/N (Figura 8) no Rio
Mondego apresentou uma média de 12,99 + 2,18 mol mol™ variando de
10,56 a 15,80 mol mol™. Na Ria de Aveiro, a média de C/N foi de 14,64
1,75 mol mol'1, com uma variagédo de 12,52 a 17,45 mol mol™. A razdo
C/N tem sido bastante estudada por diversos autores, os quais
estabelecem faixas associadas a um tipo de fonte de MO. Cloern et al.
(2002) realizaram um estudo na baia de San Francisco, no qual observou
uma alta variabilidade da razdo C/N com faixa entre 4,3 e 196 (mol mol'1),
sugerido que as razdes altas eram associadas a plantas vasculares e as

razdes mais baixas a plantas aquaticas.

A Figura 8 representa os valores de C/N de cada estagdo, assim
como algumas faixas de razdo C/N que sao associadas a uma
determinada fonte de MO. A Figura 8 permite observar que as fontes de
MO poderia corresponder a fontes aléctones como plantas vasculares
emergentes (12 a 108 mol mol™), assim como madeira terrestre (13 a 89
mol mol™) (Cloern et al., 2002).
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Figura 8. Razédo C/N na Ria de Aveiro e Rio Mondego; e faixas de razdo C/N associadas
a uma determinada fonte de MO. Adaptado de Bianchi & Canuel (2011).

Observando os valores de C/N dos sedimentos da Ria de Aveiro e
Rio Mondego néo se relacionam com folha de mangues (49 e 96) (Benner
et al.,, 1990). Este € um resultado esperado, ja que nos locais ndao se

encontra presente esse tipo de vegetacgao.

Cabe ressaltar que, ao se fazer esse tipo de analise tem que ser
levado em conta as limitagées do indicador C/N. Por um lado, o COT e o
NT representam uma porcentagem alta no bulk total de matéria orgénica,
por outro lado existem muitos fatores que podem influenciar nos valores
da razdo C/N. Esses incluem a composi¢cao bioquimica das espécies
durante os ciclos anuais ou a contribuicdo de micrébios colonizadores de
plantas, aportes de nitrogénio amoniacal, entre outros. Assim, a razdo C/N
deve ser estudada de forma cautelosa como uma forma de tragar fontes
de matéria organica, mas, quando € usado esse deve ser acoplado com

estudos de isétopos estaveis ou biomarcadores (Bianchi & Canuel, 2011).
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O TLE na Ria de Aveiro variou de 0,64 a 4,80 mg g™ (Figura 9). A
estacdo S8 foi a que teve a presenca mais alta de lipidios no sedimento,
seguindo as estagdes S9 e S3 com valores de 3,60 e 3,55 mg 9'1,
respectivamente. Os locais com menor conteudo de lipidios foram nas
estacdes na zona sul do estuario S17, S16, S15 e S12. A Ria de Aveiro
apresentou uma média de 2,06 mg g'1 de TLE, sendo menor do que o Rio
Mondego, o qual teve uma média de 2,49 mg g™ variando de 1,04 a 5,60
mg g'1. Esse resultado sugere uma maior presenca de lipidios nos
sedimentos do rio do que na lagoa. No entanto, observa-se que, a
estacdo que aumenta a média e TLE no Rio Mondego corresponde a
estagcado S19 (5,60 mg g'1), a qual corresponde a estagao mais perto de
oceano no estuario, o que favorece a precipitacdo do material particulado,
e por tanto dos lipidios presentes no local. As estagbes S20, S21 e S22
apresentam valores de 1,40, 1,04 e 19,35 mg g™, respectivamente, os
quais sao menores do que a média de TLE na Ria de Aveiro. Os valores

de TLE das estacbes sao apresentados na Tabela 11 (Anexo II).

6,5
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Estacado, S

Figura 9. Grafico de TLE das estagdes S1-S22. As linhas representam o desvio

padrao de cada estagao.
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A andlise de TLE permite determinar a quantidade em massa de
lipidios extraiveis com solventes organicos presentes nos sedimentos. Os
valores de TLE das réplicas da amostra S1 (S1-1, S1-2, S1-3, S1-4) foram
semelhantes, com valor médio de 2,91 + 0,13 mg g'1, mostrando que o
método utilizado para a extracdo de lipidios apresenta uma excelente
reprodutibilidade. Em nenhum dos casos as triplicatas das amostras
tiveram um DPR maior aos 10 %, sendo esse o critério de aceitagao dos
resultados (Tabela 11, Anexo Il). O valor médio do DPR das triplicatas foi
de 2,41 + 1,99 %.

Observa-se no grafico anterior que a zona sul da lagoa Ria de Aveiro
apresentou os valores mais baixos de TLE (estacbes S15, S16 e s17,
canal de Mira e ilhavo), en quanto que as estacdes no centro da lagoa S8,
S9 e S10 (sul Largo do Laranjo) mostrara valores maiores do total de
lipidios.

O TLE representou uma porcentagem relativa no conteudo de COT
dos sedimentos de 8,65 %, variando de 4,79 (S7) a 19,04 (S19) %. Essa
composicao relativa concordam com a composic¢ao relativa (% sobre a
matéria organica total) de alguns grupos de biomassa marinha e

reservatorios terrestres (Saliot & Méjanelle, 1994).

O TLE apresentou uma correlagdo exponencial (r2: 0,77) com o COT
(Figura 10). No entanto, é notavel que as estacbes S8 e S19 mostraram
uma posicao no grafico fora da tendéncia das outras estagdes. Essas nao
foram levadas em conta no calculo de r?. Essas duas estacdes tém uma
proporgcao maior de lipidios no COT do que as outras estagdes, sugerindo
um aporte de material lipidico maior do que o comportamento médio na

Ria de Aveiro e no Rio Mondego.
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Figura 10. Grafico de COT versus TLE.

6.2.
Distribuicao de biomarcadores lipidicos nos sedimentos

Os esterois foram os biomarcadores lipidicos mais abundantes nas
amostras com um valor de 283, 21 ng g'1 no total das estacgdes, seguido
dos triterpenoides com 235,97 pg g e, finalmente os n-alcoois com um

somatorio de 135,02 ug g™

6.2.1.
Esterodis

Os esterodis tém sido usados com éxito como tracadores da entrada
de vérias espécies de plantas e animais terrestres e marinhos, e seus
processos de degradagdo como redugdo ou oxidagdo. Esses sao

melhores preservados nos sedimentos do ambiente do que outros
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produtos biolégicos, como amino acidos ou carboidratos (Bianchi &
Canuel, 2011)

No presente trabalho, foram identificados e quantificados 12 esterdis
biomarcadores (Figura 52 - 64, Anexo lll). Os esterdis de origem natural
identificados foram: colesterol, diidrocolesterol, campesterol,
brassicasterol, estigmasterol, sitosterol, dinosterol, e o0s esterodis
saturados, colestanol e sitostanol. Além desses, os esterdis de origem
fecal coprostanol, epicoprostanol e etilcoprostanol serdo avaliados

posteriormente.

A concentrac3o total de esterdis teve uma média 11,04 + 9,55 ug g™,
variando entre 1,99 (S2) - 39,56 ng g' (S8) na Ria de Aveiro. O Rio
Mondego presentou uma concentragao total de esterdis de 21,12 + 25,73
ug g, variando entre 6,41 (S21) - 59,62 ug g~ (S19). Estudos em outro
estuario no sul de Portugal (lagoa Ria Formosa) tém reportado uma
concentragdo total de esteréis com valores maximos de 16,3 pg g'1
(Mudge & Duce, 2005) e 27,8 ng g (Mudge et al., 1999). No somatdrio
total de esterdis, foram incluidos os esterois de origem fecal: coprostanol,

epicoprostanol e etilcoprostanol.

O colesterol (colest-5-en-3B-ol) foi o esterol mais abundante na Ria
de Aveiro (21,75 %) e no Rio Mondego (24,28 %), presente em todas as
amostras com valores entre 14,01 - 45,12 ug g e 20,72 - 25,80 pg g,
respectivamente. Dado que o colesterol representa variaveis fontes de
MO incluindo animais e esgoto, seu uso como biomarcador independente
é limitado (Mudge et al., 1999). No entanto, esse pode ser usado junto
com outros esterdis na forma de razbes, por exemplo, a razao
coprostanol/colesterol para avaliar a contaminagdo por esgoto. Essa
razdo, assim como também a concentragdo de coprostanol,
etilcoprostanol e epicoprostanol sera avaliada no item de caracterizagéo
de MO de origem fecal. A concentragdo de colesterol teve uma boa

correlagado com a concentragao total de esterdis nos sedimentos (r%: 0,80).

O esterol sitosterol (24-etilcolest-5-en-3B3-0l) é tipico de plantas

vasculares (geralmente terrestres), embora esse se encontre presente em
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certas espécies de microalgas (Volkman, 1986). O sitosterol foi o segundo
esterol mais abundante nos dois locais com uma concentragao relativa no
total de esterdis de 20,83 + 6,61 % na Ria de Aveiro e de 17,58 + 6,68 %
no Rio Mondego. Esse esterol presentou uma concentracdo na Ria de
Aveiro de 0,71 + 50 ug g’ variando entre 0,34 a 6,15 ug g". No Rio
Mondego os valores foram de 1,55 £ 1,58 nug g'1, variando de 1,11 a 5,70

ngg’.

O terceiro esterol mais abundante nos estuarios dos esterois
insaturados foi o estigmasterol (24-etil-5a-colest-22-en-3B-ol), outro
esterol tragcador de MO usualmente associado a aporte de origem
terrestre e usado como um tracador de plantas superiores e também de
fitoplancton (Gaskell & Eglinton, 1976, Volkman, 1986). O estigmasterol
teve com uma abundancia relativa no total de esterdis de 7,25 + 2,62 %
na Ria de Aveiro, e de 7,40 £ 3,16 % no Rio Mondego. A concentragao
média desse esterol na Ria de Aveiro foi de 0,68 + 0,38 ug g™, variando
de 0,17 a2 1,39 ug g, e de 1,02 + 0,60 pg g, variando de 0,47 a 1,88 ug
g no Rio Mondego.

Continuando com a ordem de abundancia, segue o esterol
brassicasterol (24-metilcolest-5,22(E)-dien-33-0l), o qual teve uma
porcentagem relativa no total de esterdis de 6,77 £ 2,22 % na Ria de
Aveiro, e de 8,47 £ 1,52 % no Rio Mondego. A concentragao média desse
esterol foi de 0,97 + 0,99 ng g™, variando de 0,04 a 1,81 pg g™ na Ria de
Aveiro, e de 1,74 + 1,91 ug g™, variando de 0,52 a 3,90 ug g no Rio
Mondego. O brassicasterol é proeminente em muitas espécies de
diatomaceas (Barrett et al., 1995) e dinoflagelados (Volkman, 1986). Esse
esterol tem sido usado para atribuir contribuicido de MO terrestre e de
fitoplancton em sistemas marinos e sedimentos estuarinos (Mudge &

Bebianno, 1997). O brassicasterol € chamado também de diatomasterol.

O campesterol (24-metilcolest-5-en-33-ol), um esterol tracador de
MO de origem terrestre, teve uma abundancia relativa no total de esterois
de 6,73 + 1,26 % na Ria de Aveiro, e de 6,92 + 0,50 % no Rio Mondego. A

concentracdo média desse esterol foi de 0,52 + 0,36 g g'1, variando de
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0,16 a 1,65 pg g” na Ria de Aveiro, e 0,61 + 0,63 pg g™, variando de 0,43
a 3,84 ug g'1 no Rio Mondego. Esse esterol pode ser atribuido a fontes de
MO de plantas superiores, diatomaceas e algas verdes (Jaffé et al., 1995).

Também, alguns estudos utilizam esse esterol como indicador autdctone
de MO (Mudge & Duce, 2005).

O dinosterol um esterol tragador de MO de origem marinha, teve
uma abundancia relativa no total de esterdis de 9,46 + 11,17 % na Ria de
Aveiro, e de 6,43 £ 5,55 % no Rio Mondego. A concentragdo média desse
esterol foi de 0,52 + 0,36 ug g, variando de 0,16 a 1,65 ng g, € 0,61 %
0,63 ug g'1, variando de 0,43 a 3,84 ng g'1 no Rio Mondego. A abundancia
relativa desse esterol no total de esterdis foi maior que 20 % em trés
estagcdes S15 (21,90 %), S17 (35,70%) e S18 (35,11%), o qual aumenta o
valor da média. No entanto, em outras estacdes a abundancia relativa foi
muito pequena em comparacao com os outros esteréis. Por exemplo, as
estacdes S4, S12 e S13 apresentaram valores de 0,66, 0,14 e 0,10 %,

respectivamente.

Finalmente o diidrocolesterol (colest-5,22-dien-3B3-ol), um esterol
indicador de zooplancton, fauna benténica, diatomaceas, algas vermelhas
e dinoflagelados (Volkman, 1986, Barrett et al., 1995) foi o esterol
insaturado menos abundante nos dois locais, com uma abundancia
relativa no total de esterdis de 2,99 + 1,07 % na Ria de Aveiro, e de 3,29 +
0,80 % no Rio Mondego. A concentracdo média desse esterol foi de 0,26
+ 0,14 pg g™, variando de 0,10 a 0,72 pg g™ na Ria de Aveiro, e de 0,55 +
0,52 ug g™, variando de 0,25 a 1,33 pg g™’ no Rio Mondego.

Esterdis saturados estdo presentes em ambientes aquaticos e séo
também produtos de degradacdo dos esterdis insaturados (Bianchi &
Canuel, 2011). Ao longo dos estuarios foram identificados o colestanol e o
sitostanol. Esses esterdis se acharam em menor concentracdo nos
estuarios do que seus analogos insaturados, mas foram identificados em

todas as amostras com valores acima do LQ.

O colestanol (5a-colestan-3p-ol) foi o esterol saturado mais

abundante nas estacgbes (incluindo os de origem fecal). Esse apresentou
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uma abundancia relativa no total de esterois de 8,45 + 1,62 % na Ria de
Aveiro, e de 8,98 * 1,99 % no Rio Mondego. A concentragao média desse
esterol foi de 2,51 + 2,91 pg g, variando de 0,17 a 3,73 ug g™ na Ria de
Aveiro, e de 5,52 + 6,52 pg g, variando de 0,53 a 4,57 pg g no Rio
Mondego. Esse esterol se encontra presente em dinoflagelados e
diatomaceas (menor contribuicdo), e € também um produto de reducéao

bacteriana de colesterol (Volkman et al., 1998, Carreira, 2000).

Por ultimo, o sitostanol (24-etil-5a-colestan-33-ol) presentou uma
abundancia relativa no total de esterdis de 5,29 + 1,70 % na Ria de
Aveiro, e de 3,31 £ 1,57 % no Rio Mondego. A concentragdo média desse
esterol foi de 0,68 + 0,44 pg g, variando de 0,08 a 1,58 ug g™ na Ria de
Aveiro, e de 1,40 + 1,63 pg g, variando de 0,12 a 1,50 pg g no Rio
Mondego. Esse esterol ao igual que o sitosterol, se encontra em plantas
superiores e algumas classes de fitoplancton (menor proporgao), e é

também um produto de degradagéo sitosterol.

Os resultados completos sdo apresentados nas Tabelas 13, 14, 18 e
19 do Anexo Il.

Os esterdis insaturados de origem fecal seréo analisados no item de

aporte de MO de origem fecal do presente trabalho.

Os esterdis metilencolesterol, diatomastanol, estigmastanol e
campestanol, que estdo incluidos no protocolo de analise utilizado, ndo
foram encontrados nas amostras. O método nao permitiu identificar a

coprostanona nem a colestanona.

6.2.2.
n-alcoois

O método permitiu identificar 10 n-alcoois de cadeia saturada (Fugira
42 - 51) e com numero par de carbonos (C1sOH, C1s0H, C200OH, C2,0H,
C240H, C0H, Cy30H, C3,0H, C3,0H e o fitol). Os n-alcoois ou alcoois

graxos biomarcadores sdo usados como indicadores para distinguir a

contribuicdo entre MO marinhas e terrestres em sedimentos aquaticos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1322110/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

67

(Mudge & Bebianno, 1997). Os alcoois de cadeia longa (=C,,; LCOH) sao
indicadores muito utilizados para identificar a MO de origem continental.
Ja os n-alcoois de cadeia curta (<Cqg; SCOH) sao originados de fontes
autéctones, como o plancton aquatico, ou podem ser produtos da
decomposigao do LCOH (Bianchi & Canuel, 2011).

A concentragao total de n-alcoois teve uma média 6,14 + 4,70 nug g'1,
variando entre 1,13 (S17) - 17,34 (S8) ng g na Ria de Aveiro e entre 3,62
(S21) - 17,48 (S19) pg g no Rio Mondego. Um estudo em outro estuario
no sul de Portugal (lagoa Ria Formosa) tem reportado uma concentragao
total de n-alcoois com valores entre 3,1 - 14617 pg g'1, sendo C40OH o

mais abundante dessa lagoa (Mudge & Duce, 2005).

Os n-alcoois mais abundantes nas amostras foram os com 26 e 24
atomos de C, C,s0OH e o C,4sOH. No entanto, ao analisar a abundancia
relativa dos dois estuarios de forma independente, observa-se que esses

apresentaram perfis diferentes na distribuicdo dos n-alcoois.

Assim, os n-alcoois mais abundantes na Ria de Aveiro foram os com
26, 24 e 22 atomos de C (C20H, C240H e C2,0H). O C,0H com valor de
16,52 + 3,10 %, e concentragdo média de 1,14 + 0,99 png g'1, variando
entre 0,19 - 4,05 pug g™'. Ja o C2,OH representou 16,52 + 3,10 % no total
dos n-alcoois, com uma concentracdo média de 0,90 + 0,62 pg g'1,
variando entre 13,55 - 21,71 nug g'1. O terceiro alcool mais abundante foi o
C220H com uma porcentagem relativa de 13,18 + 9,06 % e concentragao
média de 0,89 + 0,76 %, variando entre <LQ — 2,28 ug g™'. OH

Os n-alcoois de cadeia longa C;sOH, C3,0OH e C3,0OH da Ria de
Aveiro, apresentaram porcentagens relativas menores que os n-alcoois de
cadeia curta, com valores de 3,35 + 4,06 %, 4,03 + 2,97 % e 3,51 + 2,09
%, respectivamente. As concentracdes médias desses n-alcoois foram de
0,35+ 0,58 ug g (entre <LQ — 2,14 ug g'), 0,31 £ 0,39 pug g (entre <LQ
e 1,46 ng g') e 0,20 + 0,17 pg g' (entre <LQ - 0,65 pg g7),

respectivamente.
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Os n-alcoois de cadeia curta na Ria de Aveiro C4OH, CsOH e
C,00OH tiveram uma abundancia relativa no somatorio total de n-alcoois de
9,71 + 481 %, 530 + 1,39 % e 11,14 £ 3,70 %, respectivamente.
Observa-se que o n-alcool de cadeia curta mais abundante na Ria de
Aveiro foi o CzOH, seguido do COH e, finalmente o C4sOH. A
concentragdo média desses n-alcoois foi de 0,48 + 0,39 pg g™ (entre 0,15
-1,69 ng g') para o C10H, de 0,30 + 0,28 ug g™' (entre 0,12 - 1,16 ug g™
para o C1gOH, e de 0,54 + 0,28 pg g~ (entre 0,11 - 1,08 pg g™') para o
C200H.

No Rio Mondego o n-alcool mais abundante foi o de cadeia longa
C2,0H com uma porcentagem relativa de 16,66 + 1,62 % e concentragao
média de 1,93 + 0,92 ug g, variando entre 0,55 - 2,66 pg g*'. Segue em
abundancia o n-alcool de cadeia curta C1sOH, o qual representou uma
abundancia relativa de 16,03 + 1,34 % no total dos n-alcoois, com uma
concentragcao media de 1,31 £ 0,98 nug g'1, variando entre 0,52 - 2,74 ng g’
1

Os seguintes em abundancia foram os n-alcoois de cadeia longa
C260H e Co40OH. O C2,0H representou o 13,81 £ 2,94 % dos n-alcoois,
com valor médio da concentragédo de 1,25 £ 1,19 ug g'1, variando de 0,36
a 3,00 pg g"'. Ja o C»4OH representou o 14,02 + 2,93 % no total dos n-
alcoois, com uma concentragdo média de 11,16 + 0,90 pg g, variando
entre 10,42 - 17,58 ug g™

Da mesma forma que na Ria de Aveiro, os n-alcoois de cadeia longa
C280H, C300H e C3,0H do Rio Mondego apresentaram porcentagens
relativas menores que os n-alcoois de cadeia curta, com valores de 1,90 +
3,19 %, 2,05 £+ 153 % e 224 + 0,25 %, respectivamente. As
concentragcdes médias desses n-alcoois foram de 0,30 £ 0,57 ug g'1 (entre
<LQ-1,17 ug g"), 0,23 + 0,31 pg g~ (entre <LQ € 0,69 pg g') e 0,19 +
0,15 ug g (entre 0,08 — 0,41 ug g™'), respectivamente.

Os n-alcoois de cadeia curta no Rio Mondego C4sOH e C5,OH

tiveram uma abundancia relativa no somatério total de n-alcoois de 6,68 +

1,00 %, e 9,45 £ 1,47 %, respectivamente. A concentracdo média desses
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n-alcoois foi de 0,55 + 0,45 png g™~ (entre 0,28 — 1,22 ug g') para o C1gOH,
ede 0,71+ 0,40 ug g (entre 0,37 — 1,27 pg g™') para o C0OH.

O fitol teve uma porcentagem relativa nos n-alcoois de 13,42 + 8,83
% na Ria de Aveiro e de 17,15 + 8,54 % no Rio Mondego. A concentragao
do fitol teve uma média de 0,58 + 0,32 ug g’ (entre 5,13 - 37,42 ug g') na
Ria de Aveiro, e de 1,15 + 0,51 ug g’ (entre 10,67 - 29,58 ug g') no Rio
Mondego. Esse n-alcool € abundante em ambiente marinho (Sun et al.,
1998, Rontani & Volkman, 2003). No entanto, esse € uma molécula
relativamente labil e deve ser considerado como indicador nao-especifico
ao ser produzido por organismos autotréficos, tanto aquaticos quanto
terrestres (Wakeham et al., 2002, Rontani & Volkman, 2003, Marchand et

al., 2005). No somatério do total de n-alcoois inclui-se o fitol.

Os resultados das concentragdes e porcentagens relativas dos n-

alcoois sao apresentados nas Tabelas 15, 16, 20 e 21 do Anexo Il.

Os n-alcoois C1,0H e C14OH que estao incluidos no protocolo de

analise utilizado, nao foram encontrados nas amostras.

6.2.3.
Triterpenoides

Foram identificados quatro triterpenoides: a-amirina, -amirina, [3-
taraxerol e o lupeol (Figura 65 — 68). Esses compostos apresentaram uma
concentragao total média de 10,64 + 6,40 pg g~ (entre 1,79 - 22,08 ug g™)
na Ria de Aveiro e de 11,10 + 2,82 ug g (entre 7,48 e 14,04 ug g') no
Rio Mondego. Os triterpenoides tem sido usados para identificar fontes de
MO de origem terrestre em mangues (Koch et al., 2003) e sistemas

tropicais rio-estuario (Volkman et al., 2007).

O triterpenoide mais abundante foi o lupeol (lup-20(29)- en-33-ol), o
qual representou uma porcentagem relativa no total de triterpenoides de
31,79 £ 18,24 % na Ria de Aveiro e de 42,74 + 5,69 % no estuario do Rio
Mondego. No entanto esse composto foi 0 unico que nao foi identificado

em todas as amostras (ausente em S3, S7, S10, S11). A concentragéo de
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lupeol teve uma média de 3,17 + 2,79 pg g™, variando entre <LQ - 8,41 pg
g na Ria de Aveiro e 4,73 + 1,19 ng g™, variando entre 2,96 - 5,47 ug g’

no Rio Mondego.

Segue em porcentagem a [(-amirina (olean-12-en-33-ol),
representando o0 29,60 + 6,60 % no total de triterpenoides. A concentragao
média desse triterpenoide foi de 3,32 + 2,34 ug g, variando entre 0,53 -
9,36 ug g ' na Ria de Aveiro, e de 3,06 + 0,64 ug g, variando entre 2,33 -
3,68 ug g' no Rio Mondego. A a-amirina (urs-12-en-3p-ol) teve uma
porcentagem relativa de 25,20 + 10,03 %, com concentragdo média de
2,93 +2,25 ug g, variando entre 0,41 - 9,73 ug g™ na Ria de Aveiro, e de
2,22 + 1,23 ug g, variando entre 1,26 - 3,94 ug g™ no Rio Mondego. A B-

amirina e a a-amirina tiveram uma boa correlagéo (r%: 0,8266).

Finalmente o B-taraxerol (taraxer-14-en-3B-ol) representou a menor
porcentagem do total de triterpenoides (11,42 + 3,66 %). A concentragédo
para esse marcador foi de 1,23 + 0,77 ug g”', variando de 0,20 a 2,98 nug
g' na Ria de Aveiro, e de 1,10, + 0,32 ug g™, variando de 0,69 a 1,47 ug
g no Rio Mondego.

6.3.
Caracterizagao da MO usando lipidios biomarcadores

Os esteréis biomarcadores mais comumente usados para
estabelecer as fontes de MO sdo o colesterol (marcador marinho), o
diidrocolesterol e brassicasterol (marcadores de fitoplancton) e o sitosterol
(marcador terrestre) (Mudge & Duce, 2005). Assim, um agrupamento que
pode ser feito usando esterois biomarcadores para distinguir entre MO de
origem terrestre ou marinho, consegue-se com o somatério da
abundancia relativa de esterdis que representam cada fonte. Usando esse
critério, observa-se que o somatorio de sitosterol (20,24 + 6,59 %),
estigmasterol (7,28 + 2,65 %) e campesterol (6,77 = 1,15 %), esterdis
usualmente associados com aportes de MO de origem terrestre é maior
(34% no total de esterdis) quando comparado com o colesterol (21,75 *

7,82 %) e o brassicasterol (7,08 + 2,18 %), ambos de origem marinha.
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Esses resultados sugerem que ha um maior aporte relativo de MO

derivado de vegetais superiores e terrestre nas areas estudadas.

No entanto, surgem problemas com origem multipla dos esterdis
tratados individualmente, o qual faz necessario analises adicionais. Por
exemplo, usando os dados obtidos de n-alcoois e triterpenoides nos

sistemas.

Como foi mencionado anteriormente, € possivel analisar a fonte da
MO de acordo com a propor¢ao entre os n-alcoois de cadeia longa
(LCOH) (long chain alcohol) e os n-alcoois de cadeia curta (SCOH) (short
chain alcohol). Observa-se na Figura 11 (eixo “x”) que os LCOH
representam em 96 % das estagdes o 50 % ou mais do total dos n-
alcoois, indicando uma presenga dominante dos n-alcoois de origem

terrestre.

No entanto, estudos anteriores tem sido estabelecido que os SCOH
sdo degradados mais rapidamente do que os LCOH (Sargent et al.,
1977). Essa degradacgao seletiva dos compostos pode alterar a proporgao
entre LCOH e SCOH. Os alcoois e esterois biomarcadores tém sido muito
usados na caracterizacdo de sistemas aquaticos. Assim, uma
comparacao cruzada com outros marcadores de material terrestre pode
ajudar aos n-alcoois nas interpretacdes. Na Figura 11 é plotado a razéo
entre sitosterol/(sitosterol+colesterol) para LCOH/(LCOH+SCOH). Na
razdo dos esterois assume-se o sitosterol como um marcador exclusivo
de MO terrestre e o colesterol como um marcador marinho. A importancia
dessa relacdo esterdis/n-alcoois nao esta focalizada a analisar a
proporcao de sitosterol no colesterol, mas a relagao entre o perfil dessa
razao comparado com o perfil da razdo LCOH/(LCOH+SCOH). Observa-
se na Figura 11 que existe uma relagao (r2:0,5462) na tendéncia das duas
razdes, pelo que é possivel considerar a abundancia maior dos n-alcoois
de cadeia longa sobre os n-alcoois de cadeia curta como aporte de MO
de origem terrestre. Observa-se na figura que a razao
LCOH/(LCOH+SCOH) da estacdo S14 apresenta um perfil diferente das
outras estagdes também localizadas no Porto de Aveiro (S12 e S13). Ao

observar a concentracdo de colesterol presente nessa estagéo (13,12 ng


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1322110/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

72

g") pode-se observar que esta se situa muito acima do valor médio de
colesterol no sedimento (2,51 + 2,91 ug g™'). Esse comportamento pode
afetar a razdo analisada na Figura 11. O mesmo acontece com a estagao
S19 no Rio Mondego, a qual apresenta uma concentracao de colesterol
de 15,00 ng g'1, enquanto que o valor médio do estuario corresponde a

5,25+6,52 ug g™
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Figura 11. Razao entre sitosterol/(sitosterol+colesterol) para LCOH/(LCOH+SCOH).

A presenca de quatro triterpenoides de origem terrestre (lupeol, -
taraxerol, B-amirina e a-amirina) em todas as estagdes mostra a presenga
de MO terrestre, o que sugere de igual forma que os indicativos
mencionados anteriormente que a MO presente nos estuarios tem uma

forte influéncia continental.

Uma vez estabelecido a fonte da MO como terrestre, é possivel
tentar identificar a origem desse material baseando-se em diferentes

analises (Costa et al., 2010).
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Observam-se na Figura 12 as porcentagens relativas de cada
LCOH, mostrando os diferentes perfis da Ria de Aveiro e do Rio
Mondego. Na Ria de Aveiro o n-alcool predominante foi o C,6OH, seguido
do C»yOH e C,OH. En quanto que, no Rio Mondego, o n-alcool
predominante foi o C,,0H, seguido do C24OH e C,0OH. Os LCOH C,,0OH
e Co4OH estao presentes nas ceras epicuticulares das folhas de plantas
terrestres, onde sado utilizados para reduzir a evaporagdo da &gua
(Eglinton & Hamilton, 1967). Um estudo no Conwy Estuary no Reino
Unido reporta também valores altos dos n-alcoois C,,0OH, C24OH e
C260H. Os autores relacionam também a presenga desses nas ceras de

plantas superiores (Mudge & Norris, 1997).
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Figura 12. Porcentagem relativa dos alcoois de cadeia longa na Ria de Aveiro e Rio

Mondego.

Por outro lado, os esterdis tém sido agrupados por o numero de
carbono presente em cada biomarcador, assignando a cada um uma
fonte principal de MO. Assim, o esterol C,; predominante em
dinoflagelados, diatomaceas, zooplancton e fauna bentdnica (Volkman,
1986, Barrett et al., 1995); o Cyg no fitoplancton (Volkman, 1986); e o Cyg
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em plantas vasculares e certas cianobactérias epibentonicas, também em
espécies fitoplanctonicas em quantidades significantes (Volkman et al.,
1981, Jaffé et al.,, 1995). Baseando-se nessa informagao, € possivel
analisar o somatorio de esterdis baseado no seu niumero de carbono para

tentar estabelecer a origem da MO presente nos estuarios em estudo.

Os esterodis insaturados C,7 identificados nas amostras foram o
colesterol e o diidrocolesterol; os C,s, 0 campesterol e brassicasterol; e os
Cy9, 0 sitosterol e o estigmasterol. Usando essa separagao e somatorio foi
construido a Figura 13, a qual relaciona a proporgao dos esterois Cy7, Cos
e Cy9 em todas as estagbes nos estuarios. Um ponto importante nesse
tipo de andlise, € que, pode ser estabelecida a origem da MO de forma

individual nas estacdes no local estudado.

0,00 , 1,00

Terrestre
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Figura 13. Grafico ternario relacionando os esterois Co7, Cos € Cyg Nas estagdes.

Uma tendéncia mostrada em todas as estag¢des (Figura 13) nota-se

no voértice Cog, Nno qual esse esterol representa aproximadamente o 25 %
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ou menos em todos os casos. Assim, esse marcador do fitoplancton nao
representa em nenhuma das estagcdes um aporte principal. No caso do
Co7 e Cy, as amostras apresentaram diferentes distribuicdes. Esses
esterdis variam inversamente, assim, na medida em que a propor¢éo do
um vai aumentando o outro vai diminuindo (mantendo o Czs em ~25 %),
tendo extremos na estacdo S19, na qual o Cy; representa
aproximadamente o 50 % da composicdo € 0 Co9 0 25 %; € na estacao
S4, na qual o Cyg representa aproximadamente um 50 % da composicao e

o0 Cy7 0 25 % restante.

A estacdo S14 tem um perfil um pouco diferente das outras
estacdes, onde o C,; representa aproximadamente 70 % da composicéo

e 0 Coe Crsum 15e 15 %.

Como foi mencionado no Capitulo 3 a salinidade € menor no canal
de Mira e no Canal de ilhavo (estagdes S15, S16 e S17) pelo se esperaria
um aporte maior de C,g, mas, observa-se que o C,; &€ o esterol
predominante, o qual representa principalmente o zooplancton e fauna
bentdnica. As estagcbes S15, S16 e S17 foram também as estagbes com
menores valores da razdo LCOH/(LCOH+SCOH). En quanto que a
estacdo S18 (também presente no canal de ilhavo) apresenta uma razao
LCOH/(LCOH+SCOH) e sitosterol/(sitosterol+colesterol) maior, assim
como uma maior contribuicao de esterodis C,9. Esse comportamento pode
ser devido a entrada do Rio Boco que tem uma maior influéncia sobre
essa estacao. De igual forma, o C,; € predominante nas estacbes S13 e
S14 localizadas também na zona sul da lagoa Ria de Aveiro (Porto de
Aveiro). Ja a estacdo S12 apresentou aportes significativos de Cyg. NO
entanto, observando os aportes de triterpenoides nesses locais (Tabela
17, Anexo Il), nota-se que as estagdes S14 e S13 apresentam conteudos
maiores de triterpenoides do que a estacbes S12, o que dificulta a
determinagdo da origem de MO nesses locais. Observa-se que nas
estacdes S21 e S22 no estuario Rio Mondego o C,; também é o esterol
dominante. Estas estacbes correspondem a zona sul do estuario, en
quanto que a estacao S19 a zona norte. Esses valores aproximam-se ao

perfil observado na Figura 11, onde as estagbes do Rio Mondego séo,
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depois das estacdes no canal de Mira e canal de ilhavo, os que

apresentam menores porcentagens relativas de LCOH.

Como foi mencionado anteriormente, os esterdis Cy S&0
predominantes em plantas vasculares, certas cianobactérias
epibentbnicas e em espécies fitoplanctdnicas. Aas estagdes S1, S2 e S3
no canal de Ovar/Sao Jacinto mostraram predominancia desse esterol.
Esse comportamento segue o perfil observado na Figura 11. Nas
estacdoes S4, S10 e S7 no Largo do Laranjo, a estacdo S11 na bacia de
Vouga e S20 (braco sul do Rio Mondego) o C,9 também é predominante.
Essas estacbes sdo aquelas que presentaram aportes altos de LCOH e
de sitosterol (Figura 11), e maiores porcentagens relativos de
triterpenoides (Tabela 22), o que confirma o aporte predominante de MO
continental. As estacdes S5, S6 e S8 mostram propor¢gdes parecidas de
Co7 e Cy. Observa-se que estas estacdes localizam-se na parte central
da Figura 11. No entanto, esses locais apresentam altas porcentagens
relativas de triterpenoides, e maior porcentagem de LCOH do que SCOH,
assim como uma diminuicdo da salinidade pelo que é possivel
estabelecer a forte influéncia de material terrestre, embora os locais

tenham também aporte de MO de origem marinho.

Observando a distribuicdo dos esterois presentes nos estuarios é
possivel analisar alguns fatores como o grau de degradagédo da MO
presente nos sistemas. Assim, a razdo de estanois/esterdis pode ser
utiizada como uma medida da reducdo diagenética. Valores altos
mostram uma alta reducdo nos sedimentos. Por exemplo, a razao
colestanol/colesterol presenta valores comuns entre 0,1 e 0,5. Razdes
maiores desse limite indicam um alto nivel de degradagdo devido aos
estagios (Lajat et al., 1990, Canuel & Martens, 1993). A relagédo entre os
estanois sitostanol e o colestanol e seus analogos insaturados séo
mostrados na Figura 14. Usando a faixa anterior, observa-se que existe
uma degradagao dos compostos, mais hdo muito elevada, observando-se
que os estanois ndo representam uma contribuicdo maior do que os
esterdis. No entanto, a estacdo S1 mostrou que a proporgcédo de estanois

foi ligeiramente maior do que os esterois insaturados.
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Figura 14. Grafico de estanois versus esterois. *Estanois: sitostanol+colestanol e

Esterois: sitosretol+colesterol.

6.4.
Aporte de MO de origem fecal

Foram identificados nas amostras trés esterodis tragadores de esgoto
na matéria organica: coprostanol, epicoprostanol e etilcoprostanol.
Estudos anteriores mostram que esses 5B-estanois usualmente
representam o 50 % (até 60 % em poucos casos) dos esterdis de esgoto
(Quemeneur & Marty, 1992).

O coprostanol (5B-colestan-33-ol) € formado no intestino humano
por bactérias. Esse pode ser usado para tracar fezes de humanos e
outros mamiferos em ambientes marinhos (Mudge & Seguel, 1999) e é o

principal indicador de contaminagao por esgoto (Mudge & Duce, 2005).

A concentragdo de coprostanol (Tabela 14) na superficie dos
sedimentos da Ria de Aveiro variou de 0,05 pg g~ (S17) a 11,51 ug g
(S8), com valor médio de 1,26 + 2,71 ng g"'. A variagdo no Rio Mondego
foi de 0,15 png g™ (S21) a 16,62 ug g~ (S19) e valor médio de coprostanol
de 4,38 + 8,16 pug g'1. A estacdo S19 no Rio Mondego presentou uma
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concentracao de coprostanol muito maior do que as outras estagdes do
rio S20, S21 e S22, com valores de 0,30, 0,15 e 0,44 pug g'1,

respectivamente.

A concentragcdo de coprostanol foi maior nas estagdes S8 (11,52),
S9 (3,85), S10 (1,10) e S14 (1,64). As estacdes S6 (0,71) e S16 (0,65), S5
(0,61) e S4 (0,57) mostram niveis significativos de contaminagéo por
esgoto, mais em menor proporcdo do que as estacdes anteriormente
mencionadas. No Rio Mondego teve um pico de concentragdo de

coprostanol na estagao S19.

A Figura 15 mostra o mapa com a posicdo das estagbes de
amostragem na Ria de Aveiro e Rio Mondego, como também, as
concentragdes de coprostanol representada por cores. A faixa entre 0,05
e 0,71 ug g representa-se com cor azul e entre 1,10 e 1,64 ug g~ com
cor verde. A cor laranja representa a concentragéo de 3,85 ng g'1 e a faixa
entre 11,5 e 16,6 ug g'1 representa-se com cor vermelha. Observa-se no
mapa que, os sedimentos da area de Largo do Laranjo apresentaram
niveis maiores de contaminagédo S8, S9, S10, S6 (menor proporgao). A
estacdo S14 (verde) representa o ponto de amostragem de Cais dos
Bacalhoeiros, Porto de Aveiro. A estagdo S19 (vermelho) localiza-se na
Marina da Figueira da Foz. A zona norte da Ria de Aveiro, estagbes S1,
S2 e S3 apresentam niveis baixos de concentracdo de coprostanol em
comparacao com as outras estacdes, apresentando um comportamento

similar na zona sul do Local.

Para analisar a distribuicdo da concentracédo de coprostanol nas
diferentes estagdes, deve ser levado em conta que, os pontos de
amostragens podem ter diferentes taxas de precipitagdo dos compostos
dissolvidos na agua e do material lipidico nos sedimentos, devido, por
exemplo, a influéncia da corrente marinha (para uma analise mais
detalhada da corrente na Ria de Aveiro pode-se consultar o estudo de
Lopes et., al (2005)). Uma forma evitar esse tipo de influéncia na analise
dos dados consegue-se analisando a porcentagem relativa do coprostanol
na concentracao total de esterdis. Lembrando que a concentracio total

dos esterdis inclui os esterodis de origem natural.
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Figura 15. Mapa da Ria de Aveiro e Rio Mondego mostrado as concentragbes de

coprostanol nas estagdes S1-S22.

Na média, o coprostanol representa na Ria de Aveiro uma

porcentagem relativa na concentragao total de esteréis de 6,9 + 7,0 % e
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9,5 + 12,3 % no Rio Mondego. As estacbes S8, S9 e S19 mostraram
niveis maiores das médias, com valores de 29,1 e 20,8 %,
respectivamente (Ria de Aveiro) e 27,9 % (Rio Mondego). Esses dados
sugerem contaminagao por esgoto nessas estagdes. Observa-se que, se
bem as estacdes S6, S14 e S16 apresentam niveis altos de concentracao
de coprostanol, a porcentagem relativa do coprostanol na concentracéo
total de esterdis encontra-se por embaixo da média com valores de 5,6,

5,7 e 6,3 %, respectivamente.

O etilcoprostanol (24-etil-5B-colestan-33-ol) apresentou
concentragdes menores do que o coprostanol. Esse teve uma faixa entre
<LQ e 4,27ug g” na Ria de Aveiro e entre <LQ e 5,01 ug g no Rio
Mondego. A porcentagem relativa desse esterol no somatoério de esterois
foi de 3,24 + 3,10 % na Ria de Aveiro e de 3,74 * 3,44 % no Rio
Mondego.

O epicoprostanol (5B-colestan-3a-ol) foi o esterol fecal menos
abundante na regido. Esse esterol € um isbmero do coprostanol e pode
ser usado como indicador do nivel de tratamento ou idade da matéria
organica fecal, ao ser esse formado durante o tratamento de agua
residual e lamas de depuragcdo. Assim, esse se encontra presente
somente em descargas de esgoto tratado ou amostras antigas (McCalley
et al., 1981). A razao epicoprostanol/coprostanol para
coprostanol/colesterol pode ser usada para indicar o nivel de tratamento
ou a idade do sistema. No entanto, esse esterol esteve embaixo do LQ na
maioria das estacdes pelo que essa razao nao sera considerada no
presente estudo como indicador de esgoto da MO. A concentragao do
epicoprostanol variou entre 0,02 + 0,04 nug g'1, variando de <LQ a 0,14 ug

1

g na Ria de Aveiro e reportou valores <LQ nas estagbes do Rio

Mondego.

A porcentagem relativa de p-estanois no somatério total de esterdis
tem uma média de 11 % e um maximo na estagado S8 (40 %). As estacdes
S9 e S19 apresentam da mesma forma valores elevados de porcentagem

com 30 e 33 %, respectivamente.
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Outros esteréis que podem ser encontrados nas fezes sdo o
colesterol, colestanol e o sitosterol. Lembrando que, geralmente,
considera-se que o colesterol é derivado de tecidos de crustaceos (por
exemplo, zooplancton e caranguejos), assim como suas pelotas fecais
(Bergmann, 1949). Esses esterois serdo usados na analise do aporte de
MO de origem fecal no presente estudo. Na analise da contribuicdo de
esgoto na MO existem varios critérios diferentes autores usam critérios
relativos aos seus dados de coprostanol determinados em um sistema
aquatico (Martins et al., 2010, Carreira et al., 2011). Assim, ao estabelecer
a concentracdo de coprostanol com alta, média ou baixa a definicdo é
comparativa entre as diferentes concentracbes determinadas num
sistema, assim como as obtidas em estudos anteriores do mesmo sistema
ou de sistemas com ambientes parecidos ao local de estudo. O mesmo
acontece com a abundancia relativa do coprostanol e [B-estanois no
somatorio total de esterdis onde, ndo existe uma Unica faixa estabelecida,

embora autores sugiram alguns valores.

Se bem alguns indices ndo tem um limite definido para estabelecer
se um sistema apresenta contaminagdo por esgoto, ao se relacionar
varios esterdis biomarcadores € possivel analisar comportamentos
sugestivos de contaminagéo por agua residual. Uma relagao que tem sido
usada ¢é a concentracdo de coprostanol com a razéo
coprostanol/(colesterol+colestanol) (Chan et al., 1998). A reducéao in situ
do colesterol por bactérias anaerdbicas pode conduzir a formagao do

colestanol, um isdbmero do coprostanol (Chan et al., 1998).

Indicativos mais precisos conseguem-se analisando algumas razdes
dos esterdis fecais, as quais permitem a identificacdo de contaminacéao
por esgoto em ambientes aquaticos. Por exemplo, a razéo
coprostanol/colesterol €& considerada com um indicativo efetivo de
contaminagéao crénica por esgoto (razdes maiores de um) (Quemeneur &
Marty, 1992, Quéméneur & Marty, 1994, Takada & Eganhouse, 1998).
Esse foi o caso das estacdes S8 (2,0) e S9 (1,25) na Ria de Aveiro e S19
(1,11) no Rio Mondego (Tabela 14). Da mesma forma que a analise de

concentracao total de esterdis e a porcentagem relativa de coprostanol,
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esse resultado sugere contaminagao por esgoto nas estacdes S8, S9 e
S19. Estudos anteriores sugerem que valores de coprostanol/colesterol
maiores de 0,2 indica contaminagao fecal (Grimalt et al., 1990). Observa-
se que, as estagdes S1, S2, S4, S5, S6, S7, S11 e S16 mostram também
contaminagdo por esgoto, mas em niveis menores. As outras estacoes

nao mostram niveis de contaminagao significativa (menor de 0,2).

Outra analise que pode ser feita na caracterizagao de MO de origem
fecal é a razado 5B/(5B+5a) estanois. Um valor <0,3 dessa é normalmente
reportado como nao contaminacao. Valores >0,7 sdo reportados como
contaminados por esgotos (Grimalt et al., 1990). Considerando essas
faixas, as estagdes S2, S3, S11, S12, S13, S15, S17, S18, S21, S22 nao
mostram indices de contaminacdo por esgoto com valoreis iguais o
inferiores de 0.3 (Tabela 4). As estagbes S8, S9 (0,69 aproximado) e S19
apresentam o0 mesmo comportamento do que a razdo
coprostanol/colesterol+colestanol, indicando alta contaminagdo por

esgoto. As demais estacdes tiveram valoreis entre 0,3 ¢ 0,7.

Uma razdo entre esterdis muito utilizada ¢é a razéo
coprostanol/colesterol (Jeng & Han, 1994, Mudge & Seguel, 1999). Para
este indicador, um valor da razdao maior de um indica a presenca
significativa de MO proveniente de esgoto. Essa razdo teve uma
correlacdo com o indice 5B/(58+5a.) estanois (r*: 0,75). Onde, as estacdes

S8, S9 e S19 séo suspeitas de contaminagao por MO de origem fecal.

Outro indice que pode ser analisado corresponde a razao
etilcoprostanol para sitosterol. Valores =1 s&o considerados como
contaminagao de agua residual (Quemeneur & Marty, 1992). As estagbes

que superaram esse limite foram as estacdes S8, S9, S16, S19 e S20.
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Tabela 4. Razbes entre a concentragdo de alguns esterdis como
indicadores de fonte de MO fecal: coprostanol, epicoprostanol, etilcoprostanol,

colesterol e colestanol.

Estacao B -estanois/ ~ Coprostanol/  Coprostanol/ (5B/ Etilcoprostanol/
Y esterois (%) Y esterois (%)  Colesterol 5[3+50c)* sitosterol
Ria de Aveiro
S1 8,57 4,66 0,31 0,31 0,44
S2 4,28 3,65 0,23 0,30 0,04
S3 8,16 3,00 0,14 0,27 0,84
S4 10,48 6,28 0,41 0,43 0,58
S5 10,28 6,13 0,24 0,46 0,76
S6 9,45 5,62 0,24 0,42 0,76
S7 10,08 5,88 0,35 0,46 0,69
S8 39,91 29,10 2,04 0,76 2,71
S9 30,40 20,83 1,25 0,69 1,93
S10 13,73 8,69 0,52 0,53 0,76
S11 5,30 2,67 0,13 0,27 0,43
S12 3,44 3,17 0,12 0,22 0,01
S13 4,31 4,11 0,13 0,30 0,01
S14 7,66 5,65 0,13 0,33 0,68
S15 3,19 2,09 0,10 0,18 0,01
S16 13,74 9,27 0,35 0,52 1,10
S17 2,32 1,38 0,06 0,20 0,01
S18 3,28 2,53 0,18 0,29 0,01
Rio Mondego
S19 36,30 27,88 1,11 0,78 3,32
S21 7,25 2,30 0,09 0,18 0,01
S20 2,50 3,84 0,19 0,36 2,23
S22 7,33 4,14 0,16 0,27 0,64

*(5B/ 5B+50.): Coprostanol/(coprostanol+colestanol).

Uma forma de conseguir a visualizacdo pratica e conjunta da
avaliagao da influéncia de MO de origem fecal em cada estagao através
dos indices usados no presente estudo, realizou-se com a construgcéo de
um grafico que apresenta o nivel de contaminagdo por esgoto como
valores baixo (verde), médio (amarelo) ou alto (vermelho) representados
por cores. Os indices que foram levados em conta foram: a concentragao
de coprostanol, porcentagem relativa de coprostanol e de [(-estanois,
assim como as razdes entre esterdis coprostanol/colestanol, 58/(5+5a) e
24-etilcoprostanol/sitosterol. A Tabela 5 apresenta os critérios que foram

usados em cada caso.
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Tabela 5. Critérios que foram tidos em cada indice de aporte de esgoto.

N indice Critério Referéncia
Baixo, ] Meédio, Alto, i

1 Coprostanol, pg g™ <07 07-<38 238 -

2 Coprostanol/y esterois, % (Takada & Eganhouse, 1998)

<5 5-<20 220
(Quemeneur & Marty, 1992, Quéméneur &
<0,2 0,2 —<1 >1 Marty, 1994, Takada & Eganhouse, 1998)

(Grimalt et al., 1990)

(Grimalt et al., 1990, Quemeneur & Marty,
<0,5 0,5—<1 21 1992)

3 Coprostanol/Colesterol

4 5p/(5B+5a) <0,3 0,3-<0,7 20,7

5 24-etilcoprostanol/Sitosterol

- H H [s)
6 5p-estanois/3 esterois, % <10 10 — <30 =230 (Quemeneur & Marty, 1992)

Estacdao | 1 2 3 4 5 6 Estacao 1 2 3 4 5 6
s W0 B0 - DR BNEE
= BBE B EE = BEBBNEN
ss | B LL [] [] s14 [] []
= i = B0 B0 BN
S5 l s16 .

e B~ B0 EENEN
= | == B0 BN BN
= BB 00BN -~ BEBNENE
» BB DN BN -~ BENBC BN
510 [] =+ B BB EEN
s« HIRBBDE = HEBECOR

Figura 16. Resumo dos niveis de contaminagao representado por cores das diferentes
estagbes baseados nos indices (1) concentragdo de coprostanol, (2) porcentagem
relativa de coprostanol e de (6) B-estanois, assim como as razdes entre esterdis (3)

coprostanol/colestanol, (4) 5p/(5B+5a) e (5) 24-etilcoprostanol/sitosterol.

Seguindo os critérios da tabela e a figura anterior, observa-se que as
estagcdes S2, S3, S11, S12, S13, S15, S17, S18, S20, S21 e S22 nao
apresentam valores significativos de esterois fecais é sao claramente nao
contaminadas por MO de origem fecal. A estacdo S1 na maioria dos

casos niveis baixos de contaminacdo e em dois indices niveis
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intermédios. As estacbes S4, S5, S6, S7, S10 e S16 tém niveis meios de
contaminagédo por esgoto. En quanto que, as estagbes S8, S9 e S19
apresentam niveis elevados de contaminacao por esgoto, ja que, todos os

indices analisados sugerem um alto aporte de MO de origem fecal.

A Figura 16 permite observar que os critérios relativos tidos em
conta no estudo apresentam uma boa relagdo com os indices de faixas

numeéricas estabelecidas.
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Conclusoes

O uso dos marcadores moleculares lipidicos esterodis, n-alcoois e
triterpenoides permitiu a caracterizagcdo do aporte de MO natural e
antropica (fecal) em sedimentos dos ecossistemas aquaticos: Ria de

Aveiro e o estuario do Rio Mondego, Portugal.

Existe indicagdo nos locais de uma contribuicdo maior de matéria
organica natural derivada de origem terrestre, como mostra algumas

evidéncias, incluindo:

— Predominéancia de n-alcoois de cadeia longa.

— Maior abundancia no somatério de sitosterol, estigmasterol e
campesterol sobre outros fitoesterdis.

— Alta concentracdo de triterpenoides de plantas superiores,

como [- amirina e a a-amirina.

No entanto, existe uma presenca importante de n-alcoois e de
esterdis de origem natural autéctone nos estuarios, como o colesterol, o

brassicasterol e os n-alcoois de cadeia curta depositados nos sedimentos.

Os esterois predominantes no fitoplancton ndo foram significativos
no ambiente, en quanto que, os esterdis de zooplancton e plantas

superiores apresentaram maior dominancia.

Os locais com maior aporte de material terrestre foram as estacdes
localizadas no canal Ovar/Sao Jacinto (S1 e S3), seguido das estagdes
no Largo do Laranjo (S5, S6, S7, S8, S9, S10 e S11), na bacia de Vouga
(S11) e no Gala (S20) no Rio Mondego e, finalmente as estacdes ao sul
da Ria de Aveiro nos canais Mira (S15 e S16) e ilhavo (S17) e nos outros

locais no estuario do Rio Mondego.

De forma geral, a matéria organica presente nos estuarios nao

apresenta um nivel alto de degradacéo.
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O biomarcador B-taraxerol encontra-se presente em sistemas que

nao apresentam mangues no seu médio.

O estudo da distribuicdo de esterdis fecal ao logo dos sistemas

permite concluir:

— As regides na Ria de Aveiro e no estuario do Rio Mondego
apresentam em algumas areas de aportes significativos de
MO proveniente de descargas de contaminantes
antropogénico, como no Largo Laranjo (S8 e S9), o qual
recebe contaminantes; e a Marinha da Figueira da Foz (S19),
influenciada por essa atividade.

— Todas as estagdes localizadas no Largo Laranjo
apresentaram niveis significativos de contaminagcdo por
esgoto (S5, S6, S7, S8, S9, S10 e S11).

— Embora menos afetadas, as areas no Porto de AveirO (S14) e
canal de ilhavo também apresentam indices de aporte de MO
de origem fecal.

— A contaminagdo por substancias derivadas de efluentes
domésticos e industriais tem causado alteracbes adversas
nos ecossistemas costeiros Ria de Aveiro e estuario do Rio

Mondego.
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Anexo |: Metodologia detalhada

O Anexo | corresponde a metodologia detalhada usada na presente
pesquisa, para a separagao, identificacdo e quantificagcdo de esterdis, n-
alcoois e triterpenoides biomarcadores da MO; e analise de lipidios totais
extraiveis. No final deste capitulo apresentam-se os materiais, solventes e
reagentes utilizados durante o desenvolvimento da metodologia, assim
como o tratamento e descontaminacdo de alguns desses. Nesta parte do
capitulo encontram-se também os equipamentos utilizados e as suas

especificagdes.

Todas as amostras analisadas no presente trabalho seguiram a
mesma metodologia nas diferentes etapas analiticas, incluindo os

brancos.

9.1.
Preparagdo da amostra

Apds a coleta, os sedimentos foram liofilizados, peneirado para
<1mm, homogeneizada e congelado (-20 °C) embrulhados em papel
aluminio. A fracao fina de sedimentos foi determinada por gravimetria por

peneiramento umido seco sedimentos através de uma peneira de 63 mm.

No processo de secagem as amostras foram liofilizadas. Uma fina
camada de sedimento semi-descongelado foi aplicada nas paredes de
tubos de vidro descontaminados, e o conjunto mergulhado em uma
mistura de gelo seco e acetona para rapido congelamento. Em seguida,
os tubos foram acoplados ao aparelho e a liofilizagdo prosseguiu durante
18 a 24 horas, dependendo da umidade da amostra e da camada de
sedimento aplicada. Ao longo do processo os sedimentos eram
novamente congelados na mistura gelo seco/acetona. A liofilizagao

prosseguia até obtencao de peso constante.
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Apos a liofilizagdo, os sedimentos foram macerados em grau e pistilo
de agata até passarem em peneira de 0,88 ym de malha. As amostras
peneiradas foram guardadas em frascos secos de vidro @mbar e mantidas

ao abrigo da luz.

9.2.
Tratamento de amostras

Esta parte da metodologia descreve as etapas experimentais desde
a extragao de lipidios do sedimento até a injecao das mesmas no GC-MS.

O Esquema apresenta as etapas principais desta parte da metodologia.

Prévio ao tratamento das amostras foi realizado um Teste de
Recuperagao Preliminar, escolhnendo uma amostra com uma porcentagem
alta de carbono orgéanico para realizar o teste, que no caso a amostra
escolhida foi S1. Desta amostra foram pesadas quatro quantidades de
sedimento: uma de 5 gramas e trés de 3 gramas. Estas amostras foram
identificadas como S1-1, S1-2, S1-3 e S1-4, respectivamente. Estas
seguiram todas as etapas descritas neste capitulo prévio a analise das
outras amostras. Apds analise dos resultados das replicas continuou-se

com o tratamento das outras amostras.

Para quantificar os teores de COT e nitrogénio total (NT) foi utilizado
0 método de combustdo a seco no equipamento THERMO Scientific
(modelo Flash 2000) para isto, as amostras foram previamente cortadas
em circulos de cerca de 0,5 cm de didmetro (subamostras) e entdo,
descarbonatadas (retirada do carbono inorganico) a partir da exposi¢ao a
vapores de acido cloridrico fumegante concentrado por 18 horas, e secos
em estufa a 60 °C por 6 horas. Foram utilizadas 2 subamostras em
duplicata. O equipamento foi calibrado com o padrdo de acido aspartico
(C = 36,09% p.s e NT = 10,52% p.s) sendo aceitos somente valores de
r=0,99 ou superiores. Um padrao intermediario foi usado como amostra
desconhecida a cada 10 amostras reais ao longo da leitura de todas as

amostras a fim de assegurar a manutengao da calibragao.
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1. Extracao dos lipidios das amostras.

‘ 2. Analise de Lipidios Totais Extraiveis. ‘
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Esquema. Etapas do tratamento das amostras.

9.2.1.
Extracao dos lipidios das amostras

Os lipidios presentes nas amostras foram extraidos do sedimento
com solventes organicos, usando o equipamento Acelerated Solvent

Extrations, ASE-200 da seguinte forma:

Apds secagem, foram pesados (preciséo de = 0, 1 mgQ)

aproximadamente quatro gramas do sedimento na microbalanga. Cada
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amostra foi colocada entre dois filtros de acetato-celulosa e embaixo de
uma peca de acero dentro das células do ASE. Os padrdes subrogados
foram adicionados nas células junto com as amostras para acompanha-
las desde esta etapa analitica (Figura 17). A porcentagem de recuperagao
sera calculada a partir deste ponto da metodologia. Os padrées
subrogados utilizados foram Androstanol (esterol), 1-nonadecanoato

(acido graxo) e 1-nonadecanol (alcool).

ASE
N2(g)
T:80°C
P: 1500 Psi
Célula do ASE.
DCM-MEOH, -
[c>] (9:1) 1 Pecas de acero.
] — | Amostra e padroes
| subrogados.
=
] — Filtro de acetato-
Extrato da amostra. | celulosa.
Vial.

Figura 17. Esquema de extracdo de lipidios no ASE.

As células fechadas foram colocadas no equipamento e extraidas
sob as seguintes condicdes: T: 80.0 °C, pressao: 1500, Psi Ciclos: Dois x

8 min e volume de extracao: 30-50 mL.

Apds extracdo as amostras tinham um volume entre 30 e 50 mL.
Estas foram concentradas fazendo uso de um evaporador rotatério. Para
assegurar o volume, as amostras foram levadas a secura usando

nitrogénio gasoso e redissolvidas quantitativamente em DCM-MeOH (1:1).
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Assumiu-se o volume adicionado de dissolvente como o volume total da

amostra. Os extratos das amostras foram guardados a -20°C.

9.2.2.
Analise de Lipidios Totais Extraiveis

Para a determinagdo de lipidios totais extraiveis, TLE (total lipids
extractables) tomou-se uma pequena aliquota de cada amostra (20 yL na
maioria dos casos) e depositou-se em um casquinho feito com dobro
papel aluminio previamente levado a 45 °C durante 30 min, resfriado em
dessecador por 15 min e pesado uma microbalanca. Esta aliquota foi
levada a mesma temperatura (45 °C) por 15 min, resfriada no dessecador
e pesada; determinando assim a diferenca da massa. Este processo foi
feito por ftriplicata, aceitando-se um DPR <10% entre as massas

determinadas para cada amostra.

A analise de TLE além de quantificar em massa os lipidios soluveis
em dissolventes organicos presentes em uma amostra ajuda também na
estimacdo da aliquota que sera tomada do extrato para as analises
posteriores. Isto é necessario levado em conta que a metodologia inclui a
separacdao de compostos usando cromatografia em fase sélida, o qual
implica guardar uma razdo entre massa silica na coluna e massa da
amostra na silica. Na metodologia usada pelo LABMAM esta razdo é

estabelecida como 2 mg de TLE/ uma grama de silica desativada ao 5%.

9.2.3.
Separagdao dos lipidios saponificaveis dos lipidios nao
saponificaveis por extragao organica

O processo de saponificacdo além de ser utilizado na identificacao
dos acidos graxos (biomarcadores), também ajuda na separagao desses
grupos de outros compostos presentes nas amostras. Ja que, os
compostos com grupos esterois, n-alcoois e triterpenoides nao sofrem
saponificacéo a diferenga dos acidos graxos, permitindo dessa maneira a

utilizagdo da seguinte metodologia:
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Saponificagao. Foi tomada uma aliquota das amostras (2 mg de
TLE) e levada a secura usando nitrogénio gasoso. Depois adicionado 3
mL de hidroxido de sédio 1 M em cada amostra, enchendo o recipiente
com N, para retirar o oxigénio e tampando de forma rapida para evitar a
entrada do mesmo; e levando a 110 °C. O tempo de reagdo de
saponificacéo foi de duas horas para garantir que esta acontecesse no
maior numero possivel de moléculas saponificaveis. Logo as amostras
foram resfriadas em banho de gelo por 15 minutos antes de continuar com

a separacao descrita abaixo.

A separagado dos lipidios saponificaveis (acidos graxos) dos néao
saponificaveis (esterdis, n-alcoois e triterpenoides) foi feita usando
extragdo liquido-liquido entre uma fase organica e uma aquosa, da

seguinte forma:

Separagao de compostos nao saponificaveis. Foi adicionado nas
amostras saponificadas 3 mL de agua deionizada e 5 mL de n-hexanos
seguindo agitagdo vigorosa durante um minuto e deixadas no repouso
durante quarenta e cinco minutos, conseguindo assim a separagao das
fases e a migracdo das moléculas para sua devida fragdo. Logo,
utilizando uma pipeta Pasteur separou-se a fase orgéanica (sobrenadante)
da fase aquosa, a qual foi submetida a mais duas extragdes seguindo o
mesmo tempo e procedimento. Esta primeira fragdo (a qual cotinha as
espécies de esterdis, n-alcoois e triterpenoides) sera chamada no

presente trabalho de fracdo nao saponificavel, SAP-N.

Neutralizagcao e extracao de compostos saponificaveis. Logo da
extracdo dos compostos ndo saponificaveis, o restante da fase aquosa foi
neutralizada com a adicédo de 3 mL de HCI 3 M, conseguindo assim que
os acidos graxos fossem agora mais compativeis com a fase organica do
que a fase aquosa. Apds a neutralizacdo descrita as amostras foram
submetidas ao mesmo procedimento de extracdo liquido-liquido dos
compostos ndo saponificaveis. O restante da fase aquosa foi descartado

apos a terceira extracdo. A fragao saponificavel sera chamada de SAP-A.
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Remocao da agua das fragées SAP-N e SAP-A. A 3agua foi
removida adicionando-se sulfato de sodio sélido diretamente aos balbes
como agente hidrofilico, em quantidade suficiente para cobrir a fase
liquida. Apos agitacao vigorosa por cerca de 2 minutos, os balées foram
tampados e deixado no escuro sob refrigeracdo de um dia para o outro.
Cumprido este tempo, a fase liquida das amostras foram transferidas
quantitativamente utilizando a pipeta Pasteur para outros baldes,
deixando o sulfato de sddio sélido no fundo. Adicionaram-se pequenos
volumes de n-hexanos para extrair os compostos que pudessem estar
retidos no sdlido. Esta extracao foi feita trés vezes e os extratos foram
juntados com o resto da fracdo. As pequenas particulas solidas que
ficaram na fase liquida foram separadas das amostras na etapa de
separagdo dos compostos por cromatografia em colona, j& que estas

ficam retidas na silica da fase estacionaria.

As fragcbes SAP-A foram concentradas até aproximadamente 1 mL e
armazenados a -20°C. Esta pode ser usada para a andlise de acidos

graxos biomarcadores.

9.2.4.
Separagao das classes de lipidios: cromatografia de coluna

As diferentes classes de lipidios presentes na fracdo SAP-N
(esterdis e os n-alcoois) foram separadas dos outros compostos utilizando
o método de separagao por cromatografia de coluna. Para este
procedimento foi usada uma coluna cromatografica de vidro e silica-gel
como fase estacionaria. Usou-se uma pequena quantidade de 1a de vidro
no fundo da coluna para evitar a saida da silica. Adicionou-se um grama
de silica-gel desativada ao 5% (descrito nos materiais) utilizando n-
hexanos para o empacotamento desta na coluna (Figura 18). Logo foram
adicionados 10 mL de n-hexanos para garantir a descontaminacao da
silica e da coluna. As amostras foram previamente concentradas até
aproximadamente 500 pL e transferidas para um vial de 4 mL, com n-

hexanos como solvente.
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Uma etapa importante na separagao por cromatografia de coluna € a
deposicdo da amostra na fase estacionaria. Esta foi feita no momento
exato aonde o menisco do solvente de lavagem que vai saindo da coluna
chega até a fase estacionaria. Neste momento, utilizando uma pipeta
Pasteur foram adicionadas gota a gota as fragbes SAP-N concentradas na
fase estacionaria da coluna, assegurando assim que as amostras
ficassem depositadas na fase estacionaria e ndo a fase movel da coluna.
A adigdo das amostras gota a gota foi feita de forma constante e rapida
para evitar que a silica ficasse seca, ja que isso produziria a entrada do ar
e quebra da silica empacotada, impedindo a boa separagao dos
compostos. Imediatamente depois foi adicionada a primeira fase maével
para a separacao. Os vials que continham as amostras foram “lavadas”
trés vezes com pequenas quantidades da fase madvel, adicionando-se o

lavado na coluna.

Como se mostra na Figura 18 foram usadas trés fases moveis com
diferentes dissolventes aumentando a polaridade entre estas

sequencialmente.

As fragcdes F1 e F2 da SAP-N nao foram usadas no presente
trabalho, ja que a identificagdo dos compostos presentes nestas nao faz
parte dos objetivos desta pesquisa. Estas dois fragdes foram
concentradas e armazenadas a -20 °C para possiveis estudos

posteriores.

Na fracdo F3 estao os esterdis, n-alcoois e triterpenoides presentes
nas amostras. Estes compostos contém grupos hidroxilos (-OH) os quais
interagem fortemente com a fase estacionaria, ocasionando uma baixa
resolugdo dos picos do cromatograma, dificultando a identificagdo de
compostos, sobre tudo, aqueles com um tempo de retencdo semelhante
porque estes poderia se sobrepor. Para conseguir uma melhor resolugéao
nos picos cromatograficos os grupos hidroxilos sao substituidos por um
radical que interaja com menos forga com a fase estacionaria da coluna.
Como foi explicado na fundamentagao tedrica, esse processo € conhecido
como derivacdo, e a metodologia para sua realizagdo € explicada em

seguida.
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n | |

1. F1: 5 mL de n-hexanos. Fragdo de n-alcanos.

2. F2: 5 mL de n-hexanos:DCM. Fragéo das cetonas.
3. F3: 5 mL de Metanol:DCM. Fracgéo dos esterdis,
n- alcoois e triterpenoides.

)

<— Fase movel.

“—— Um grama de Silica-gel.

g&4— L& de vidro.

Figura 18. Montagem de separacdo das fragbes F1, F2 e F3 por cromatografica de

coluna para a fragdo SAP-N.

Derivagdao usando BSFTA. Sinalizagdo. Apos a separagao das
fragbes F3, estas foram concentradas no evaporador rotatério, levadas a
secura com fluxo constante de nitrogénio gasoso e tampado de forma
rapida para evitar a entrada de oxigénio. Logo adicionou-se 100 pL de
BSFTA e 100 uL de acetonitrila como solvente. O tempo de reagao foi de
uma hora a 70 °C usando um termoreator. A temperatura foi conferida
adicionalmente usando um termémetro. Terminado o tempo de reacéo as
fracbes foram rapidamente secadas com fluxo de nitrogénio gasoso para
evitar possiveis precipitagdes e adicionaram-se quantitativamente 500 pL
de DCM como solvente e 500 ng de 5-a-colestano (10 uL da solugéo ~50

ng pL'1) como padrio interno.
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O tratamento de amostras finaliza neste ponto onde estas sao
levadas para injecdo no GC-MS. Antes disso, foram realizadas diferentes
curvas de calibragdo de varios esterdis, n-alcoois e triterpenoides para a
quantificagdo desses compostos presentes nas amostras seguindo a

metodologia do préximo item.

9.3.
Analise instrumental

A parte instrumental do presente trabalho mostra como foram
realizadas as curvas de calibragéo para a quantificagcao dos compostos de
interesse. Assim como as especificagdes instrumentais estabelecidas na

analise por GC-MS.

9.3.1.
Identificagao e quantificagcdao dos biomarcadores lipidicos

Os lipidios biomarcadores presentes nas amostras foram
identificados e quantificados com a inje¢cao de padrdes cerificados no GC-
MS. Assim, foi feita a comparagao dos tempos de retencdo dos padrdes
conhecidos com os tempos de retencdo dos compostos nas amostras.
Esta identificacdo foi conferida com os espectros de massas de cada

composto.

A Tabela 6 mostra os tempos de retencdo dos padrdes certificados
usados para a identificagdo e quantificacdo dos compostos. Para a
quantificagdo dos n-alcoois, usou-se o ion m/z 103,3 no MS. Para os
esterdis e ftriterpenoides usaram-se diferentes ions na quantificacao,

incluindo ions confirmativos.

Tabela 6. Tempo de retencdo no GC-MS dos padrdes (biomarcadores

lipidicos).

Marcador RT d~os Pico m/z Conf. m/z
Padroes.

C1sOH 11,65 103.3 327
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RT dos

Marcador Padroes.
C19OH 12,77
C,,OH 22,17
C,s0OH 27,30
Coprostanol 29,19
Colesterol 31,60
Colestanol 31,89
Estigmasterol 35,09
Sitosterol 36,73
Androstanol 14,06
Campesterol 34,42
Brassicasterol 32,69
Coprostanona 30,70
Colestano 23,96
Lupeol 38,27
B-taraxerol 36,21

Pico m/z

103.3
103.3
103.3
370.5
129.3
215.5
83.4
129.3
333.5
129.3
69.4
231.5
217,3
189
204

Conf. m/z

341
411
439

Na identificacdo de compostos nas amostras que nao se tinha

padrao certificado, usaram-se os tempos de retencdo e os espectros de

massas reportados na literatura para conferir a estrutura das moléculas.

Para a quantificacdo desses compostos, usou-se um padrao certificado

com estrutura molecular semelhante para a realizacdo das curvas de

calibracao e os picos do MS que sao mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Tempo de retencdo no GC-MS dos marcadores lipidicos

identificados e o padrbes que foram usados como referéncia em cada caso.

M RT dos Composto . Conf.
arcador A Pico m/z
Compostos Referéncia m/z
Fitol 11,81 C+4sOH 103.3
Cq4OH Nao presente C4sOH 103.3 271
C+6OH 9,95 C+4sOH 103.3 299
C200H 14,15 C1sOH 103.3 355
C»0OH 17,68 C240OH 103.3 383
C,s0H 32,62 C260H 103.3 467
C300H 38,14 C260H 103.3 495
C320H 41,83 C260H 103.3 523
Epicoprostanol 29,61 Coprostanol 370.5
Diidrocolesterol 30,50 Colesterol 129.3
Metilenocolesterol N&o presente Colesterol 129.3
Campestanol Nao presente Colesterol 215.5
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M RT dos Composto . Conf.
arcador . Pico m/z
Compostos Referéncia m/z
Sitostanol 36,98 Colesterol 215.5
Etilcoprostanol 34,23 Coprostanol 215.5
Dinosterol 37,34 Sitosterol 69,3+129,3
Colestanona Nao presente Coprostanona 231.5
B-amirina 36,82 B-taraxerol 204+218
o~-amirina 37,88 B-taraxerol 204+218
9.3.2.

Curva de Calibragao de esterois, n-alcoois e triterpenoides e padrao
interno

A reagao de metilagdo dos grupos hidroxilos usando BSFTA é uma
reacao reversivel. Como a identificagcdo dos marcadores moleculares é
feita baseada na massa molecular das espécies derivadas, as amostras
devem ser injetadas no GC-MS no menor tempo possivel, garantindo
assim que as moléculas estejam ainda na forma de ésteres. Pelo
anteriormente dito, as curvas de calibragdo dos diferentes biomarcadores
lipidicos foram feitas previas a metilacdo dos compostos, conseguindo

desta forma a inje¢ao das amostras no GC-MS no mesmo dia.

Em seguida se mostra como foi a preparagao das distintas curvas de
calibracdo para a quantificacdo das espécies forma. Assim como a
preparacdo do padrao interno. As massas e concentragdes exatas dos
padrdes de marcadores lipidicos se mostram no capitulo dos resultados e

discussao da presente dissertacao.

Padrao interno, Pl. Foram pesados ~5 mg de 5-a-colestano e
levado quantitativamente em um volume de 5 mL. Esta solugdo é
chamada de Solugdo Estoque PI, com concentragdo ~1000 ng pL™. A
partir da Solugdao Estoque Pl foi prepara a Solucido Trabalho PI,
transferido 250 uL da primeira e avolumando a 5 mL. Esta solugéo tinha

uma concentragcido ~50 ng uL'1.

Solugdes para as curvas de calibragdao. Foram pesados em uma
microbalangca quantitativamente ~5 mg dos distintos padrdes de

marcadores lipidicos e preparada uma solugao estoque com diferentes.
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Estas massas foram levadas a um volume de 5 mL obtendo assim uma
solugdo de 1000 ng uL'1. Foi tomada uma aliquota de 25 uL da Solugéo
Estoque e avolumado a 5 mL. Esta solucdo é chamada de Solugao
Trabalho, com concentragdo ~5 ng uL’'. Tomaram-se aliquotas da
Solugao Trabalho para fazer as solugbes padrdes dos diferentes pontos

da curva, como se mostra na Tabela 8.

Estas solugcbes padrdes foram submetidas a reacao de derivagao
com BSFTA usando a mesma metodologia que a usada para as amostras
descrita anteriormente. Apds os padrbes foram secados com fluxo de
nitrogénio gasoso e adicionaram-se quantitativamente 500 uL de DCM

como solvente e 10 L de 5-a-colestano ~50 ng uL™" como padréo interno.

Tabela 8. Aliquotas tomadas da Solugao Trabalho e concentragdo final dos

padrdes da curva calibragdo dos marcadores lipidicos.

Padrao Solugao Trabalho, (uL) Concentragéo*, (ng mL4)
1 10 100
2 25 250
3 50 500
4 100 1000
5 200 2000
6 300 3000
7 400 4000
8 500 5000

*, O volume final de todos os padrdes foi de 500 L.

As solugdes de n-alcoois e esterdis foram preparadas juntas. Os

triterpenoides foram preparados de forma separada.

Os lipidios foram analisados por cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), utilizando o equipamento
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Trace GC Ultra - ISQ com injetor automatico TriPlus (Thermo
SCIENTIFIC). Usou-se como fase estacionaria uma coluna de alta
resolugdo DB-5MS, de 30 m de largura, com didmetro de 0,250 mm e
filme de 0,25 um (Agilent J&W GC Columns). Como fase movel foi usado
hélio gasoso. Foram injetados 1,3 uL das amostras e padrbes sob um
fluxo de fenda de 80 mL min" a 60 °C e 70 KPa. Usou-se uma
programacdao em batelada até 50 min de tempo de retencdo e
temperatura progressiva de 60, 220, 280 e 300 °C com rampas de 20, 2 e
20 °C min™' respectivamente. Os resultados foram visualizados usando o
software Thermo Xcalibur 2.1.0 SP1.1160 (Thermo Fisher Scientific Inc).

94.
Materiais

Nesta parte do presente capitulo apresentam-se os materiais,
equipamentos, solugdes, solventes e reagentes utilizados durante o
desenvolvimento de toda a metodologia e a redagao do presente trabalho

escrito, assim como suas especificagoes.

Todos o0s solventes e reagentes utilizados foram grau

cromatografico.

9.4.1.
Materiais

Os materiais utilizados foram os seguintes:

— Silica gel. Silica gel 60, (0.063-0.200 mm), Merck KgaA.
— La de vidro. (15-25 um). Merck KgaA.

— Filtros de acetato-celulosa.

— Coluna cromatogréfica de vidro.

— Baloes volumétricos de1 e 5 mL.

— Vialde 1.5,4,8 e 12 mL.

— Baloes fundo redondo de 250 mL.

— Beacker de 10, 50, 100, 250 e 400 mL.
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— Espatulas metalicas.

— Microseringa de 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pL.
— Pisseta para solventes e agua.

— Pipeta Pasteur e pera da pipeta.

— Papel aluminio.

— Fita de teflon.

— Pingas metalicas.

Descontaminagao dos materiais. Como a MO ¢é o objeto de estudo
neste trabalho, todo o material utilizado que entrasse em contato com a
amostra passou por processo de lavagem usando solugdo de Detertec
10% e agua corrente, rinsando trés vezes com agua destilada e Milli-Q; e
descontaminagao usando solventes organicos ou muflados depedendo do

tipo de material.

Os materiais metélicos e plasticos foram descontaminardos com
diclorometano. As células de extracdo do ASE foram sonicadas na

lavagem e descontaminadas com acetona rinsando trés vezes.

A vidraria utilizada foi descontaminada em mufla a 450° C por 12
horas. A |14 de vidro, o sulfato de sddio anidro p.a e os filtros de acetato-
celulosa foram descontaminados em mufla a 450° C durante 8 horas. O
sulfato de sodio era levado em estufa a 170 °C e resfriado em dissecador

antes de ser utilizado.

A silica foi descontaminada usando DCM. A silica era ativada a
200°C durante 8 horas, permanecendo em dessecador até esfriar. Depois
desativada adicionando agua Milli-Q correspondente ao 5% em massa da
silica, seguido de rotacdo em um baldo no evaporador rotatério durante 1
hora a temperatura ambiente; e guardada no dessecador durante 24
horas antes do uso. Estabeleceu-se a validade da desativacdo da silica
de 48 horas.
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9.4.2.
Solventes

Os solventes utilizados foram os seguintes:
n-hexanos. 95% pureza. Macron, fine chemicals.
Diclorometano. Macron, fine chemicals.

Metanol. 99.96% pureza. J.T.Baker.

Acetado de etila. 99.7% pureza. SIGMA-ALDRICH.
Acetona. 99,5% pureza. Macron, fine chemicals.
Acetonitrila. 99.8% pureza. SIGMA-ALDRICH.

Tolueno. 99.8% pureza. J.T.Baker.

9.4.3.
Solugdes e Reagentes

Os solugdes e reagentes utilizados foram os seguintes:
Acido cloridrico. HCI 3 M.
Hidréxido de s6dio. NaOH 1 M.

BSFTA + TMCS, (9:1). N-O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida com
trimetilclorosilano. SIGMA-ALDRICH.

Metanol.
Detergente. Detertec Faixa Neutra. SIGMA-ALDRICH.

Na;S0,. Sulfato de sddio anidro sélido. Merck KgaA.

9.4.4.
Padroes

Os padrbes usados no desenvolvimento da pesquisa se mostram a

seguinte tabela.
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Tabela 9. Os padrdes certificados usados na pesquisa.

Compostos Outro Nome
C+4sOH (1-octadecanol / alcool estearilico)
C190OH (1-nonadecanol / alcool nonadecilico)
C240OH (1-tetracosanol / alcool lignocérico)
C260H (1-hexacosanol / alcool cerético)
Coprostanol (5B-colestan-3[3-ol)
Colesterol 27d5, (colest-5-en-3[3-ol)
Colestanol 27d0, (5a-colestan-33-ol)
Estigmasterol 29d5,22, (24-eticolesta-5,22-dien-3B-ol)
Sitosterol 29d5, (24-eticolest-5-en-3[3-ol)
Androstanol (androstan-33-ol)
Campesterol 28d5, (24-metilcolest-5-en-33-ol)
Brassicasterol 28d5,22, (24-metilcolesta-5,22-dien-3[3-ol)
Coprostanona
Colestano 5a-colestano
1-nonadecaoato
Lupeol lup-20(29)- en-33-ol
B-taraxerol taraxer-14-en-3-ol

9.4.5.

Equipamentos.

Accelared Solvent Extractor. ASE 200. Dionex.

115

Evaporador Rotatério. Evaporador rotatério com controlador de
vacuo e bomba de vacuo. Modelo: R-215 com V-850 e V-700.

Buchi.

Cromatoégrafo de gases acoplado a Massas, CG-MS. GG: Trace
GC Ultra, MS: ISQ com Automatic Sampler (injector PTV) e TriPlus.
Thermo SCIENTIFIC. Com Coluna para cromatografia gasosa de

alta resolugédo DB-5MS, largura de 30 m, didmetro de 0,250 mm,

filme de 0,25 um e limites de temperatura entre 60 e 350 °C. Agilent

J&W GC Columns, Agilents Tecnologies. Programa: Thermo
Xcalibur 2.1.0 SP1.1160. Thermo Fisher Scientific Inc.

Estufa. Estufa de secagem e esterilizagdo. Modelo: SL-100/27.

SOLAB.
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Termoreator. Reacti-Vap Evaporator (27-port). Modelo: 18826.
Thermo SCIENTIFIC.

Microbalanga. Preciséo: + 0,01 mg. AT261. METTLER TOLEDO.
Balanga analitica. Precisdo: £ 0,001 g. AE 200. METTLER.

Freezer. Freezer Flex. Modelo: BVR28/220. Whirlpool S. A.

Brastemp.

Ultrassom. Ultrassom 5210. Branson.
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Anexo ll: Tabelas de Resultados

Este capitulo contem os resultados numéricos obtidos tais como,
COT, TLE, NT, porcentagem de recuperacao dos lipidios, concentragao
de lipidios biomarcadores, somatérios desses e a porcentagem relativa de

cada biomarcador.

10.1.
COT, N e TLE.

Tabela 10. Resultado da analise de COT e NT (valores médios).

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1322110/CA

Estacdo Massa(mg) NT (%) COT (%) | Estagdo Massa(mg) NT (%) COT (%)
S1 10,366 0,283 3,116 S12 10,015 0,162 1,905
S1 10,210 0,286 3,136 S12 10,024 0,168 2,028
S2 10,207 0,199 2,809 S13 10,051 0,121 1,640
S2 10,111 0,195 2,756 S13 10,074 0,115 1,586
S3 10,011 0,369 4,300 S14 10,203 0,266 3,050
S3 10,084 0,374 4,299 S14 10,162 0,272 2,960
S4 10,356 0,203 2,710 S15 10,345 0,128 1,353
S4 10,301 0,183 2,426 S15 10,144 0,123 1,331
S5 10,048 0,184 2,427 S16 10,111 0,128 1,485
S5 10,305 0,180 2,290 S16 10,035 0,124 1,482
S6 9,996 0,131 1,978 S17 10,224 0,082 0,926
S6 10,047 0,150 1,935 S17 10,298 0,094 1,061
s7 10,139 0,179 2,547 S18 10,089 0,231 2,540
S7 10,144 0,198 2,507 S18 10,103 0,222 2,569
S8 10,205 0,222 2,674 S19 10,060 0,224 2,356
S8 10,088 0,218 2,656 S19 10,141 0,224 2,385
S9 10,001 0,259 3,072 S20 10,187 0,097 1,092
S9 10,287 0,248 3,064 S20 10,143 0,097 1,106
S10 10,219 0,282 4,297 S21 10,035 0,143 1,961
S10 10,525 0,255 3,560 S21 10,122 0,144 1,923
S11 10,476 0,165 2,496 S22 10,119 0,318 2,914
S11 10,179 0,157 2,322 S22 10,267 0,331 2,965

Tabela 11. Lipidios extraiveis totais das amostras S1-S22 apds extragao
com DCM-MeOH (9:1) no ASE.
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Estacao TLE (mg g-1) DP TLE (mg g-1) TLE/COT (%)
S1-1 2,629 2,709 2,829 0,503 2,722 -
S1-2 3,013 2,914 2,881 0,208 2,936 -
S1-3 3,106 2,974 3,007 0,208 3,029 -
S1-4 2,952 2,985 2,919 0,100 2,952 -
S1 2,910 9,3
S2 1,686 1,462 1,649 0,482 1,599 57
S3 3,524 3,562 3,524 0,087 3,537 8,2
S4 2,284 2,284 2,284 0,000 2,284 8,9
S5 1,760 1,685 1,685 0,173 1,710 7,2
S6 1,612 1,649 1,612 0,087 1,624 8,3
S7 1,124 1,237 1,274 0,312 1,212 4.8
S8 4,609 4,872 4,909 0,654 4,797 18,0
S9 3,525 3,525 3,750 0,520 3,600 11,7
S10 2,585 2,585 2,659 0,173 2,609 6,6
S11 1,387 1,387 1,387 0,000 1,387 5,8
S12 1,124 1,124 1,124 0,000 1,124 57
S13 1,348 1,348 1,348 0,000 1,348 8,4
S14 2,811 2,736 2,736 0,173 2,761 9,2
S15 1,087 1,087 1,124 0,087 1,099 8,2
S16 1,086 1,124 1,086 0,087 1,099 7.4
S17 0,600 0,637 0,675 0,150 0,637 6,4
S18 1,650 1,650 1,724 0,173 1,674 6,6
S19 5,498 5,698 5,598 0,400 5,598 19,0
S20 1,423 1,386 1,386 0,087 1,398 7,2
S21 1,050 1,012 1,050 0,087 1,037 9.4
S22 1,985 1,835 1,985 0,346 1,935 8,2
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10.2.
Recuperagao de marcadores lipidicos.

Tabela 12. Porcentagem de recuperagdo do androstanol e do 1-

nonadecanol.
% Recup. % Recup. % Recup. % Recup.
Amostra Androstanol 1-nonadecanol Amostra Androstanol 1-nonadecanol
S1-1 82,4 50,0 S8 66,6 72,8
S1-2 88,9 46,8 S9 66,8 70,9
S1-3 62,8 39,7 S10 60,7 73,2
S1-4 89,7 40,3 S11 50,7 62,9
Média 80,9 44,2 S12 50,0 59,8
DesP 12,5 5,0 S13 63,8 65,4
S14 67,0 71,0
BR-1 42,4 294 S15 491 62,4
BR-3 47,8 53,3 S16 54,1 56,3
BR-4 49,6 56,7 S17 50,0 55,2
S1 médio 80,9 44,2 S18 48,1 48,4
S2 20,3 21,7 S19 86,0 82,0
S3 28,5 39,4 S20 51,1 65,6
S4 59,1 55,3 S21 62,7 74,6
S5 58,9 61,4 S22 62,4 64,8
S6 77,9 65,1 Média 57,7 53,3
S7 43,9 46,6 DesP 14,8 14,2
8
7
6
85 —
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2 . I I
1 . _— I — I —— I |
0
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Figura 19. Histograma representado a recuperacao dos padrdes subrogados, mostrando

uma distribuigdo Gaussiana normal.
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10.3.

Concentragdes dos marcadores lipidicos
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Tabela 13. Concentracao de esterdéis nao fecais em sedimentos da Ria de

Aveiro e Rio Mondego (ug g”') e somatério do total de esterdis.

Estagéo Diidrocolest.  Brassicaster. Campesterol  Sitosterol  Sitostanol  Estigmaster.  Dinosterol
S1 0,12 0,04 0,20 0,51 0,20 0,19 0,34
S2 0,10 0,15 0,16 0,56 0,15 0,17 0,14
S3 0,35 0,31 0,62 2,13 0,32 1,21 0,08
S4 0,19 0,70 0,68 2,87 0,64 0,81 0,06
S5 0,26 0,70 0,76 2,48 0,53 0,71 0,16
S6 0,38 1,23 1,00 2,82 0,63 1,18 0,23
S7 0,17 0,48 0,49 1,83 0,42 0,42 0,90
S8 0,33 1,81 1,65 6,15 1,58 1,39 1,48
S9 0,29 1,17 1,03 3,13 0,92 0,85 0,72
S10 0,29 0,80 0,88 3,39 0,83 0,68 0,92
S11 0,30 0,72 0,68 2,59 0,55 0,85 0,52
S12 0,16 0,34 0,36 1,11 0,37 0,36 0,01
S13 0,25 0,73 0,48 1,18 0,31 0,50 0,01
S14 0,72 1,78 1,63 3,29 0,86 1,17 1,00
S15 0,21 0,50 0,36 0,87 0,26 0,38 1,28
S16 0,21 0,54 0,40 0,84 0,28 0,37 1,00
S17 0,10 0,22 0,17 0,34 0,08 0,21 1,26
S18 0,27 0,56 0,62 1,88 0,47 0,87 3,97
S19 1,33 3,90 3,84 5,70 1,51 1,88 0,23
S20 0,30 0,78 0,59 2,00 0,12 0,82 0,42
S21 0,25 0,52 0,43 1,11 0,28 0,47 0,89
S22 0,33 0,99 0,75 1,89 0,52 0,91 0,65

Tabela 14. Concentracdo de esterdis fecais incluindo o colesterol e

coprostanol em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio Mondego (ug g™') e somatério

do total de esterois.

Estacéao Coprostanol Epicopros. Etilcopros. Colesterol Colestanol > esterois
Ria de Aveiro

S1 0,11 <LQ 0,09 0,37 0,26 2,42
S2 0,07 <LQ <LQ 0,31 0,17 1,97
S3 0,24 0,14 0,27 1,73 0,64 8,04
S4 0,57 <LQ 0,37 1,39 0,74 9,02
S5 0,61 <LQ 0,40 2,56 0,71 9,88
S6 0,71 <LQ 0,48 2,96 0,97 12,58
S7 0,42 <LQ 0,29 1,19 0,49 7,10
S8 11,51 <LQ 4,27 5,64 3,73 39,55
S9 3,85 <LQ 1,76 3,07 1,70 18,48
S10 1,10 <LQ 0,63 2,12 0,98 12,61
S11 0,25 <LQ 0,24 1,85 0,67 9,21
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Estagéo Coprostanol Epicopros. Etilcopros. Colesterol Colestanol > esterois
S12 0,15 <LQ <LQ 1,23 0,52 4,60
S13 0,26 <LQ <LQ 2,03 0,60 6,34
S14 1,64 <LQ 0,58 13,12 3,27 29,06
S15 0,12 0,06 <LQ 1,25 0,54 5,82
S16 0,65 <LQ 0,31 1,85 0,59 7,06
S17 0,05 0,03 <LQ 0,87 0,20 3,53
S18 0,29 0,08 <LQ 1,58 0,70 11,30

Rio Mondego
S19 16,62 <LQ 5,01 15,00 4,57 59,61
S21 0,15 <LQ <LQ 1,65 0,66 6,40
S20 0,30 <LQ 0,26 1,60 0,53 7,71
S22 0,44 <LQ 0,34 2,74 1,19 10,75

Tabela 15. Concentragdo de n-alcoois de cadeia longa em sedimentos da

Ria de Aveiro e Rio Mondego (ug g™') e somatério destes.

Estagéo C220H Cz4OH CzeOH ngOH CgoOH 0320H Z LCOH

Ria de Aveiro
S1 0,01 0,21 0,32 0,01 0,01 0,05 0,60
S2 0,01 0,44 0,70 0,01 0,18 0,14 1,47
S3 0,01 0,33 0,44 0,01 0,08 0,19 1,06
S4 1,44 1,16 1,51 0,57 0,55 0,33 5,65
S5 0,96 0,83 0,87 0,19 0,28 0,20 3,33
S6 0,97 0,86 1,15 0,39 0,40 0,22 3,99
S7 0,85 0,88 0,83 0,01 0,16 0,14 2,86
S8 1,89 2,18 4,05 2,14 1,46 0,65 12,39
S9 1,82 1,91 2,68 1,24 0,98 0,51 9,13
S10 2,28 1,80 1,79 0,51 0,51 0,24 7,13
S11 0,91 0,93 1,06 0,21 0,25 0,13 3,49
S12 0,59 0,66 0,69 0,01 0,05 0,08 2,08
S13 1,27 0,76 0,61 0,01 0,02 0,08 2,76
S14 2,01 1,75 2,09 1,00 0,55 0,31 7,72
S15 0,13 0,26 0,25 0,01 0,01 0,01 0,66
S16 0,31 0,51 0,53 0,01 0,02 0,09 1,46
S17 0,01 0,17 0,19 0,01 0,01 0,01 0,38
S18 0,50 0,54 0,67 0,01 0,07 0,16 1,96

Rio Mondego
S19 2,66 2,46 3,00 1,17 0,69 0,41 10,39
S20 0,95 0,92 0,73 0,01 0,11 0,13 2,86
S21 0,55 0,38 0,36 0,01 0,01 0,08 1,38
S22 1,14 0,89 0,89 0,04 0,13 0,13 3,21
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Tabela 16. Concentracao de n-alcoois de cadeia curta em sedimentos da

Ria de Aveiro e Rio Mondego (ng g '), somatério destes e somatdrio total de n-

alcoois.
EStaQéO C160H C130H CzooH Fitol Z SCOH Z C-OH
Ria de Aveiro

S1 0,15 0,08 0,14 0,22 0,38 1,20
S2 0,22 0,12 0,11 0,10 0,45 2,03
S3 0,18 0,13 0,40 0,23 0,72 2,01

S4 0,58 0,42 0,64 0,87 1,63 8,06
S5 0,43 0,20 0,70 0,47 1,33 5,13
S6 1,00 0,43 0,73 1,15 2,16 7,30
S7 0,17 0,26 0,54 0,53 0,98 4,37
S8 1,69 1,16 0,94 1,17 3,79 17,34
S9 0,75 0,81 0,74 1,05 2,31 12,48
S10 0,26 0,32 1,08 0,51 1,66 9,31

S11 0,16 0,17 0,69 0,34 1,03 4,86
S12 0,21 0,14 0,41 0,32 0,76 3,16
S13 0,29 0,13 0,47 0,38 0,88 4,02
S14 0,72 0,43 0,90 0,61 2,04 10,37
S15 0,38 0,14 0,25 0,86 0,77 2,29
S16 0,63 0,25 0,33 0,61 1,20 3,28
S17 0,18 0,04 0,17 0,35 0,39 1,13
S18 0,58 0,23 0,49 0,73 1,30 3,98

Rio Mondego

S19 2,74 1,22 1,27 1,87 5,23 17,48
S20 0,92 0,28 0,51 0,66 1,71 5,23
S21 0,52 0,28 0,37 1,07 1,17 3,62
S22 1,04 0,43 0,67 1,00 2,15 6,36

Tabela 17. Concentracdo de triterpenoides em sedimentos da Ria de

Aveiro e Rio Mondego (ng g™') e somatério total destes.

Estacéo oa-amirina B-amirina B-taraxerol Lupeol > Triterpenoides
Ria de Aveiro
S1 0,42 0,68 0,33 1,50 2,93
S2 1,39 1,36 0,46 1,95 5,16
S3 3,79 1,84 1,63 0,00 7,25
S4 3,00 3,53 1,31 4,70 12,53
S5 4,02 5,95 2,25 8,08 20,30
S6 4,10 4,31 1,66 5,75 15,81
S7 2,74 4,04 1,56 0,00 8,34
S8 4,58 6,37 1,82 8,41 21,18
S9 4,20 4,69 1,76 6,23 16,87
S10 9,73 9,36 2,98 0,00 22,08
S11 4,84 4,81 1,74 0,00 11,38
S12 1,54 1,57 0,70 2,17 5,98
S13 1,97 2,94 1,03 3,90 9,84
S14 1,89 3,27 1,35 4,71 11,22
S15 0,55 0,93 0,39 2,10 3,96

S16 1,03 1,26 0,46 1,57 4,32
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Estacéo oa-amirina B-amirina B-taraxerol Lupeol > Triterpenoides

S17 0,41 0,53 0,20 0,64 1,79

S18 2,59 2,27 0,48 5,29 10,63
Rio Mondego

S19 3,97 3,49 1,10 5,47 14,04

S20 2,14 3,68 1,47 5,13 12,42

S21 1,26 2,72 1,12 5,35 10,45

S22 1,50 2,33 0,69 2,96 7,48
10.4.

Porcentagens relativas dos marcadores lipidicos.

Tabela 18. Porcentagem relativa de esterois nao fecais no somatério total

de esterdis em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio Mondego.

Estacao Diidrocolest.  Brassicast. Campesterol Sitosterol Sitostanol  Estigmast.  Dinosterol

Ria de Aveiro
S1 4,89 1,55 8,30 20,81 8,23 7,82 14,07
S2 4,81 7,73 8,18 27,97 7,43 8,38 7,19
S3 4,29 3,79 7,73 26,50 4,04 14,99 1,02
S4 2,11 7,73 7,54 31,82 7,12 8,97 0,66
S5 2,61 713 7,68 25,11 5,40 7,18 1,58
S6 3,00 9,73 7,94 22,43 4,97 9,39 1,86
S7 2,40 6,80 6,88 25,78 5,95 5,86 12,63
S8 0,85 4,59 4,16 15,56 3,99 3,51 3,75
S9 1,58 6,30 5,55 16,94 4,95 4,61 3,88
S10 2,26 6,31 6,99 26,85 6,56 5,38 7,29
S11 3,24 7,81 7,36 28,11 5,94 9,24 5,66
S12 3,54 7,30 7,69 24,06 8,03 7,87 0,14
S13 3,97 11,50 7,54 18,56 4,81 7,79 0,10
S14 2,48 6,13 5,61 11,32 2,95 4,02 3,45
S15 3,62 8,49 6,20 14,91 4,49 6,46 21,90
S16 2,94 7,71 5,64 11,95 3,96 5,22 14,22
S17 2,84 6,29 4,69 9,72 2,17 6,05 35,70
S18 2,42 4,99 5,53 16,60 4,16 7,73 35,11

Rio Mondego
S19 2,24 6,54 6,45 9,56 2,54 3,15 0,39
S20 3,86 10,06 7,59 25,92 1,50 10,69 5,49
S21 3,96 8,08 6,67 17,26 4,34 7,26 13,84
S22 3,09 9,21 6,97 17,57 4,88 8,48 6,01
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Tabela 19. Porcentagem relativa de esterois fecais incluindo o colesterol e

colestanol no somatodrio total de esterdis em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio

Mondego.
Estacao Coprostanol Epicoprostanol Etilcoprostanol Colesterol Colestanol

Ria de Aveiro
S1 4,66 3,65 3,65 15,18 10,58
S2 3,65 0,31 0,31 15,60 8,42
S3 3,00 3,40 3,40 21,48 7,99
S4 6,28 4,13 4,13 15,35 8,22
S5 6,13 4,08 4,08 25,85 7,18
S6 5,62 3,78 3,78 23,51 7,72
S7 5,88 4,12 4,12 16,69 6,93
S8 29,10 10,79 10,79 14,25 9,44
S9 20,83 9,54 9,54 16,60 9,18
S10 8,69 4,99 4,99 16,83 7,79
S11 2,67 2,55 2,55 20,09 7,25
S12 3,17 0,14 0,14 26,59 11,35
S13 4,11 0,10 0,10 31,94 9,48
S14 5,65 1,99 1,99 45,12 11,26
S15 2,09 0,11 0,11 21,45 9,29
S16 9,27 4,38 4,38 26,21 8,40
S17 1,38 0,18 0,18 24,69 5,52
S18 2,53 0,06 0,06 14,01 6,17

Rio Mondego
S19 27,88 8,41 8,41 25,17 7,66
S21 3,84 3,33 3,33 20,72 6,93
S20 2,30 0,10 0,10 25,80 10,29
S22 4,14 3,13 3,13 25,45 11,02

Tabela 20. Porcentagem relativa de n-alcoois de cadeia longa no

somatorio total de n-alcoois em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio Mondego.

Estagéo szOH CQ4OH C260H ngOH CgoOH C320H
S1 0,52 17,54 26,24 0,52 0,52 4,21
S2 0,31 21,71 34,33 0,31 9,10 6,90
S3 0,31 16,51 22,08 0,31 4,03 9,49
S4 17,83 14,36 18,70 7,08 6,79 4,14
S5 18,74 16,26 16,98 3,62 5,43 3,88
S6 13,30 11,78 15,78 5,31 5,53 2,99
S7 19,51 20,22 18,91 0,14 3,61 3,15
S8 10,92 12,56 23,36 12,37 8,44 3,77
S9 14,61 15,30 21,44 9,89 7,81 4,06
S10 24,49 19,38 19,23 5,46 5,46 2,59
S11 18,72 19,22 21,88 4,23 5,08 2,73
S12 18,72 20,86 21,85 0,20 1,56 2,67
S13 31,71 19,00 15,26 0,16 0,52 1,94
S14 19,43 16,90 20,16 9,60 5,31 3,03
S15 5,48 11,52 11,07 0,27 0,27 0,27
S16 9,58 15,46 16,10 0,19 0,66 2,66
S17 0,56 15,22 16,64 0,56 0,56 0,56
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Estagéo C220H C24OH C260H CgsOH CgoOH C320H
S18 12,58 13,55 16,93 0,16 1,80 4,09
S19 15,22 14,09 17,19 6,67 3,93 2,35
S20 18,26 17,58 14,02 0,12 2,11 2,54
S21 15,31 10,42 10,00 0,17 0,17 212
S22 17,87 14,07 14,02 0,63 1,99 1,97
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Tabela 21. Porcentagem relativa de n-alcoois de cadeia curta no somatério

total de n-alcoois em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio Mondego.

Estagéo C160H C180H CzoOH Fitol
S1 12,86 6,90 12,03 18,67
S2 10,89 5,94 5,38 5,13
S3 9,02 6,63 20,05 11,56
S4 7,14 5,21 7,91 10,85
S5 8,29 3,94 13,68 9,19
S6 13,63 5,95 10,03 15,70
S7 3,89 6,03 12,43 12,10
S8 9,73 6,70 5,42 6,73
S9 6,01 6,49 5,97 8,41
S10 2,83 3,41 11,64 5,51
S11 3,37 3,54 14,27 6,94
S12 6,77 4,33 12,94 10,09
S13 7,18 3,16 11,58 9,49
S14 6,90 4,10 8,67 5,89
S15 16,65 6,14 10,90 37,42
S16 19,31 7,48 9,94 18,62
S17 15,79 3,72 15,36 31,06
S18 14,49 5,81 12,31 18,26
S19 15,65 6,96 7,28 10,67
S20 17,63 5,28 9,84 12,63
S21 14,43 7,64 10,16 29,58
S22 16,40 6,84 10,51 15,71

Tabela 22. Porcentagem relativa de triterpenoides no somatério total dos

triterpenoides em sedimentos da Ria de Aveiro e Rio Mondego.

Estacao o—OLULPIVOL B-amirina B-taraxerol Lupeol
Ria de Aveiro

S1 14,37 23,18 11,34 51,11
S2 26,94 26,33 8,90 37,84
S3 52,19 25,35 22,49 0,00
S4 23,91 28,14 10,42 37,52
S5 19,80 29,30 11,10 39,80
S6 25,90 27,27 10,47 36,36
S7 32,89 48,49 18,65 0,00
S8 21,61 30,08 8,61 39,70
S9 24,87 27,78 10,44 36,91
S10 44,09 42,40 13,52 0,00
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Estacéo O—OLULPLVOL B-amirina B-taraxerol Lupeol
S11 42,50 42,23 15,29 0,00
S12 25,80 26,30 11,65 36,25
S13 20,01 29,90 10,45 39,65
S14 16,84 29,13 12,07 41,97
S15 13,90 23,41 9,77 52,92
S16 23,85 29,14 10,57 36,44
S17 23,05 29,56 11,35 36,04
S18 24,33 21,40 4,51 49,76

Rio Mondego
S19 28,32 24,87 7,87 38,95
S20 17,18 29,62 11,87 41,33
S21 12,07 26,07 10,72 51,15
S22 20,00 31,20 9,24 39,55
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Anexo lll: Cromatogramas e espectros de massas

Este capitulo destina-se apresentar os cromatogramas entre os

tempos de retencéo 8 e 44 min das amostras analisadas. Assim como, os

espectros de massas entre 50 e 550 m/z para cada marcador lipidico

identificado ao logo das estacoes de amostragem, padroes sub-rogados e

PIl. Os cromatogamas encontram-se organizados na ordem das amostras

S-1 a S-22. Os espectros de massas acham-se ordenados de acordo ao

RT em ordem crescente e divididos por tipo de lipidio.

11.1.

Cromatograma das amostras
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Figura 20. Cromatograma de GC-MS para a amostra S1.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 21. Cromatograma de GC-MS para a amostra S2.
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Figura 22. Cromatograma de GC-MS para a amostra S3.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 23. Cromatograma de GC-MS para a amostra S4.
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Figura 24. Cromatograma de GC-MS para as amostra S5.
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RT: 8.00-44.00
100 11.81 )
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Figura 25. Cromatograma de GC-MS para a amostra S6.
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Figura 26. Cromatograma de GC-MS para a amostra S7.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 27. Cromatograma de GC-MS para a amostra S8.
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Figura 28. Cromatograma de GC-MS para a amostra S9.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 29. Cromatograma de GC-MS para a amostra S10.
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Figura 30. Cromatograma de GC-MS para a amostra S11.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 31. Cromatograma de GC-MS para a amostra S12.
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Figura 32. Cromatograma de GC-MS para a amostra S13.
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RT: 8.00 - 44.00
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Figura 33. Cromatograma de GC-MS para a amostra S14.
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Figura 34. Cromatograma de GC-MS para a amostra S15.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 35. Cromatograma de GC-MS para a amostra S16.
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Figura 36. Cromatograma de GC-MS para a amostra S17.
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RT: 8.00 -44.00
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Figura 37. Cromatograma de GC-MS para a amostra S18.
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Figura 38. Cromatograma de GC-MS para a amostra S19.
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RT: 8.00 - 44.00
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Figura 39. Cromatograma de GC-MS para a amostra S20.
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Figura 40. Cromatograma de GC-MS para a amostra S21.
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Figura 41. Cromatograma de GC-MS para a amostra S22.
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11.2.
Espectro de Massas dos lipidios identificados

11.2.1.
n-alcoois

AVE8_SAPN_F301#93 RT:9.95 AV:1 SB:1 10.02 NL: 1.73E6
T: {0,0} +c EIFullms [50.00-550.00]
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Figura 42. Espectro de massas do n-alcool C1,0OH, RT: 9,95.
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Figura 43. Espectro de massas do n-alcool C130OH, RT: 11,39.
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AVES_SAPN_F301#151 RT:11.81 AV:1 SB: 1 11.71 NL: 1.25E7
T: {0,0} +c ETFull ms [50.00-550.00]
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Figura 44. Espectro de massas do fitol, RT: 11,81.

AVE8_SAPN_F301#224 RT: 1415 AV:1 SB:1 14.18 NL: 3.38E5
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 45. Espectro de massas do n-alcool C,,0OH, RT: 14,15.
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AVES_SAPN_F301#334 RT:17.68 AV:1 SB: 1 17.78 NL: 1.14E6
T: {0,0} +c ETFull ms [50.00-550.00]
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Figura 46. Espectro de massas do n-alcool C,,0OH, RT: 17,68.

P5_2000_ESTO1#474 RT: 2217 AV:1 SB: 1 21.88 NL: 4.67E5
T: {0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 47. Espectro de massas do n-alcool C,4,OH, RT: 22,17.
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P5_2000_ESTO1#633 RT: 27.27 AV:1 SB:127.59 NL: 1.84E5
T:{0,0} +c EIFullms [50.00-550.00]
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Figura 48. Espectro de massas do n-alcool C,sOH, RT: 27,27.

AVE8_SAPN_F301#801 RT: 32.65 AV:1 SB:1 3246 NL:3.07E5
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 49. Espectro de massas do n-alcool C,30OH, RT: 32,65.
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AVES_SAPN_F301#972 RT:38.14 AV:1 SB: 13801 NL: 2.56E5
T: {0,0} +c ETFull ms [50.00-550.00]
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Figura 50. Espectro de massas do n-alcool C3,0OH, RT: 38,14.

AVE8_SAPN_F301 #1087 RT: 41.83 AV:1 SB:1 41.70 NL:6.90E4
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 51. Espectro de massas do n-alcool C;,0H, RT: 41,83.
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11.2.2.
Esterodis

P5_2000_ESTO1#693 RT: 2019 AV:1 SB:129.45 NL: 1.99E5
T:{0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 52. Espectro de massas do coprostanol, RT: 29,19.

AVE8_SAPN_F301#707 RT:20.64 AV:1 SB:1 29.51 NL:4.18E4
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Figura 53. Espectro de massas do epicoprostanol, RT: 29,64.
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AVES_SAPN_F301#734 RT:3051 AV:1 SB:2 30.41-3044 NL:321E4
T: {0,0} +c ETFull ms [50.00-550.00]
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Figura 54. Espectro de massas do diidrocolesterol, RT: 30,51.

P5_2000_ESTO1#739 RT: 30.67 AV:1 SB: 1 30.35 NL:4.13E4
T:{0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 55. Espectro de massas da coprostanona (estanona padrao), RT: 30,67.
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P5_2000_ESTO1#768 RT: 31.60 AV:1 SB:131.44 NL: 1.90E5
T:{0,0} +c EIFullms [50.00-550.00]
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Figura 56. Espectro de massas do colesterol, RT: 31,60.

P5_2000_ESTO1#777 RT: 31.89 AV:1 SB: 1 32.14 NL: 243E5
T: {0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 57. Espectro de massas do colestanol, RT: 31,89.
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P5_2000_ESTO1#802 RT: 32.69 AV:1 SB: 13291 NL: 2.98E5
T:{0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 58. Espectro de massas do brassicasterol, RT: 32,69.

AVE8_SAPN_F301#850 RT:34.23 AV:1 SB:2 33.97-34.00 NL:3.80E5
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 59. Espectro de massas do etilcoprostanol, RT: 34,23.
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P5_2000_ESTO1#855 RT: 3439 AV:1 SB:134.19 NL: 167E5
T:{0,0} +c EIFullms [50.00-550.00]
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Figura 60. Espectro de massas do campesterol, RT: 34,39.

P5_2000_ESTO1#877 RT: 3509 AV:1 SB: 1 35.35 NL:2.33E5
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Figura 61. Espectro de massas do estigmasterol. RT: 35,09.
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P5_2000_ESTO1#928 RT: 36.73 AV:1 SB: 13650 NL: 1.36E5
T:{0,0} +c EIFullms [50.00-550.00]
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Figura 62. Espectro de massas do sitosterol, RT: 36,73.

AVE8_SAPN_F301#936 RT:36.98 AV:1 SB:1 37.14 NL:1.93E5
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 63. Espectro de massas do sitostanol, RT: 36,98.
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MOND1_SAPN_F302#947 RT: 37.34 AV: 1 SB:137.27 NL: 124E4
T: {0,0} *+ ¢ EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 64. Espectro de massas do dinosterol, RT: 37,34.

11.2.3.
Triterpenoides

Lupeol_5000#976 RT: 38.27 AV:1 SB: 1 38.65 NL: 1.43E5
T: {0,0} + ¢ EI Full ms [50.00-550.00]
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Figura 65. Espectro de massas do lupeol, RT: 38,27.
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3B_Taraxerol_5000 #912 RT: 3621 AV:1 SB: 1 36.50 NL: 9.27E4
T:{0,0} +c ETFullms [50.00-550.00]
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Figura 66. Espectro de massas do B-taraxerol, RT: 36,21.

AVES8_SAPN_F301#964 RT: 37.88 AV:1 NL: 3.34E5
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Figura 67. Espectro de massas do a-amirina, RT: 37,88.
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AVES_SAPN_F301#931 RT:36.82 AV:1 NL: 3.13E5
T: {00} +c ETFul ms [50.00-550.00]
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Figura 68. Espectro de massas do (-amirina, RT: 36,82.

11.2.4.
Padrées subrogados e PI

P5_2000_ESTO1 #181 RT: 1277 AV:1 SB:1 1229 NL:1.38E6
T: {0,0} +c El Full ms [50.00-550.00]

100-
95
90
85
80

75 31

70

65

60

55

50

45

Relative Abundance

40
35 103.33
30
25

20 111.39

12541

325.61

34162

34263

34351

450

|
500

514.42 5
T

46.92
t
550

\‘
s

129.34
| \H [ |, 15346 167.54 199.4
1 b bbb eesitrcgesse ey

24155
u

26@.51 283.40
L LA S

prevet
100 150 200 250 300
miz

344.52 575 43
S T
350

Figura 69. Espectro de massas do n-alcool C44OH, RT: 12,77.
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P5_2000_ESTO1#221 RT: 14.06 AV:1 SB: 1 13.70 NL: 1.88E6
T:{0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 70. Espectro de massas do androstanol, RT:14,06.

P5_2000_ESTO1#529 RT: 23.93 AV:1 SB: 1 23.71 NL: 1.19E5
T:{0,0} +c EIFull ms [50.00-550.00]
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Figura 71. Espectro de massas do colestano, RT: 23,93.
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