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RESUMO 

 

Ambientes marinhos adjacentes a centros urbanos, como a Baía de Santos, 

estão sujeitos à introdução de contaminantes que apresentam caráter tóxico, 

como os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs). A biodisponibilidade 

dos PAHs pode ser avaliada através de biomarcadores de exposição, como 

metabólitos biliares e atividade da 7-etoxiresorufina-desetilase (EROD). Este 

trabalho investigou a biodisponibilidade dos PAHs na Baía de Santos através 

dos metabólitos biliares, usando a atividade EROD como análise auxiliar. 

Coletas mensais foram realizadas em três regiões da Baía de Santos entre 

junho e dezembro de 2005. As espécies escolhidas foram: Stellifer rastrifer, 

Micropogonia furnieri, Nebris microps e Sphoeroides testudineus. Os 

metabólitos foram analisados através de cromatógrafo a líquido com detector 

de fluorescência (HPLC/F). A concentração de metabólitos biliares e de 

atividade EROD variou, respectivamente de 65,5 a 589 µg.g-1 de bile e 6,88 a 

262 pmol.min-1.mg-1 de proteína. Os níveis de metabólitos de fenantreno e 

benzo(a)pireno foram menores na espécie N. microps e maiores na S. 

testudineus, não havendo diferenças significativas entre as espécies para os 

metabólitos de naftaleno. Não houve diferenças significativas dos metabólitos 

estudados entre os locais e períodos de coleta. A biodisponibilidade de PAHs 

na Baía de Santos foi evidenciada pelos metabólitos e confirmada pela 

atividade EROD. 

 

Palavras-chave:  Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos, Baía de Santos, 

biodisponibilidade, biomarcadores de exposição, metabólitos biliares, HPLC/F. 
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ABSTRACT 

 

Marine environments near urban areas, such as Santos Bay, are subjected to 

toxic contaminants input, as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). The 

PAHs bioavailability can be evaluated through biomarkers, such as biliary 

metabolites and 7-ethoxyresorufin-O-deethylase activity (EROD).  The goal of 

the present study was to evaluate the PAH bioavailability in Santos Bay through 

the biliary metabolites, and the EROD activity as an auxiliary analysis. The 

samples were collected in three different regions of Santos Bay. The chosen 

species were: Stellifer rastrifer, Micropogonia furnieri, Nebris microps e 

Sphoeroides testudineus. The metabolites were analyzed through a high 

performance liquid chromatograph with fluorescence detector (HPLC/F). The 

metabolites and the EROD activity concentration varied, respectively, from 65,5 

to 589 µg.g-1 of bile and 6,88 a 262 pmol.min-1.mg-1 of protein. The 

phenanthrene and benzo(a)pirene metabolites levels were lower to N. microps 

and higher to S. testudineus. The naphthalene metabolites did not present 

significant differences among the species. There were no significant differences 

in the metabolites for the sampling areas and the period of collection. The PAHs 

bioavailability was evidenced by the metabolites and confirmed through the 

EROD activity. 

 

Keywords:  Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Santos Bay, bioavailability, 

biomarkers, biliary metabolites, HPLC/F. 
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1. INTRODUÇÃO 

As águas costeiras estão sujeitas a introdução de compostos 

antropogênicos devido a presença de comunidades urbanas e centros 

industriais ao longo de áreas litorâneas (van der Oost et al., 2003; Shalaija et 

al., 2006). Ambientes marinhos adjacentes a centros urbanos, como o caso da 

Baía de Santos, são depósitos freqüentes de diversos contaminantes (Benoliel, 

1986; Clark, 1997; Bajpai et al., 2002; Magalhães, 2005; Martins, 2005), como 

os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs) (Medeiros & Bícego, 2004a; 

Albergaria-Barbosa, 2006). Os PAHs são compostos principalmente 

introduzidos por petróleo ou queima de combustíveis fósseis, cujo caráter 

tóxico, faz com que sejam alvo constante de estudos de qualidade ambiental 

(Bainy, 1993; Baumard et al., 1998, 1999; Francioni et al., 2007; Johson-

Restrepo et al., 2008). 

 

 

1.1. Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (PAHs)  

Os PAHs pertencem ao grupo dos hidrocarbonetos formados por dois 

ou mais anéis benzênicos condensados. O principal interesse em se estudar 

esta classe de compostos está relacionado à sua potencial toxicidade 

(International Agency For Research In Cancer, 1983; National Research 

Council – United States, 1985; Larsen, 1995; Giessing et al., 2003), já que, uma 

vez biodisponíveis, podem apresentar caráter mutagênico e carcinogênico, 

trazendo riscos aos organismos marinhos que habitam as áreas contaminadas 

(Smith et al., 1994; Baumann & Harshbarger, 1998; Johnson et al., 1998). 

O caráter apolar das ligações atômicas dos PAHs faz com que estes 

apresentem baixa solubilidade na água e elevados coeficientes de partição 

octanol/água (Kow) (Neff, 1979; Eisler, 1987; Baumard et al., 1998). Dessa 

forma, quando lançados no ambiente marinho estes compostos se associam 

com as partículas em suspensão, depositando e acumulando nos sedimentos 

(Gearing et al., 1980; Law & Biscaya, 1994; Fernández et al., 1997). 

Os principais meios de introdução de PAHs no ambiente marinho são, 

como dito anteriormente, antrópicos através dos processos de pirólise e a 

queima parcial de combustíveis fósseis, derrames acidentais ou crônicos de 

petróleo e derivados, e pelo descarte de efluentes industriais e domésticos 
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(Colombo et al., 1989; Law & Biscaya, 1994). Outras possíveis fontes são: 

queimadas de florestas, transporte de material de áreas continentais por rios e 

diagênese de matéria orgânica no sedimento (McElroy et al., 1993). Para 

avaliar a distribuição no ambiente e a principal fonte de PAHs, usa-se 

sedimento como matriz de análise, já que este é o principal depósito desta 

classe de compostos (Bouloubassi & Saliot, 1993; Law & Biscaya, 1994; Wang 

& Fingas, 1997; Wang et al., 1999; Medeiros & Bícego, 2004a,b). Entretanto, 

essa análise não avalia a biodisponibilidade destes contaminantes à biota 

presente no ambiente marinho. 

Os monitoramentos feitos através dos efeitos biológicos ocasionados 

pela exposição dos organismos aos contaminantes vêm sendo reconhecidos 

por programas e comitês do mundo todo (UNEP/IOC/IAEA/FAO, 1989; 

International Council For The Exploration Of The Sea, 2007). Organismos 

marinhos são freqüentemente usados nas análises de contaminação por PAHs 

(Yu et al., 1995; Webster et al., 1997; Baumard et al., 1998; Baumard et al., 

1999; Soriano et al., 2006). Os peixes são tidos como boas matrizes (Power, 

1989) uma vez que são encontrados em quase todos os ambientes aquáticos; 

o entendimento da toxicologia, do comportamento e da resposta dos 

contaminantes nestes organismos tem alta relevância ecológica; e eles 

exercem um importante papel na cadeia alimentar, interligando níveis tróficos 

mais baixos com mais altos (Stegeman et al., 1994; van der Oost et al, 2003).  

Os peixes, a partir do momento que estão em contato com os PAHs, 

assimilam parte dos compostos expostos através de alimentos já 

contaminados, pela filtração das brânquias ou ainda pela absorção dérmica 

(Figura 1.1.) (Bailey et al., 1989). 
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Figura 1.1.: Esquema sobre os modos de assimilação de PAHs pelos peixes. 

 

 

A exposição de organismos aos PAHs costuma ser avaliada através de 

tecidos, porém, peixes capturados em locais muito poluídos geralmente 

mostram níveis traço, nem sempre refletindo a exposição ambiental a qual 

foram submetidos (Varanasi et al., 1989). Análises feitas em peixes coletados 

em áreas impactadas por óleo, por exemplo, mostraram a presença de 

hidrocarbonetos aromáticos com 2 a 3 anéis benzênico, como o naftaleno 

(NAF) e o fenantreno (FEN), porém encontrou-se poucos com 4 a 6 anéis, 

como o benzo(a)pireno (BaP), que apresenta uma característica carcinogênica 

e teratogênica (Baumann et al., 1982; Black, 1983; Varanasi et al., 1989). 

Meador et al. (2006) expuseram peixes juvenis a doses de PAHs que variaram 

de 0,7 a 22 µg.g-1 de tecido por dia e observou que as concentrações 

encontradas nos tecidos variaram de 0,07 a 2,3 µg.g-1 de tecido, indicando uma 

perda de mais de 90% dos PAHs ingeridos. Balk et al. (1986) e Stein et al., 

(1987), ao estudarem a distribuição de BaP em diferentes tecidos e fluídos de 

Esox lucius e Paraphrys vetulus, observaram que as maiores concentrações 

estavam no sistema hepato-biliar destes animais e as menores concentração, 

nos tecidos extra-hepáticos. Este fato é devido à habilidade de metabolização 

dos PAHs pelo fígado de vertebrados como peixes, aves e mamíferos 

(Stegeman & Lech, 1991), gerando baixa acumulação destes compostos nos 

tecidos. 
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1.1.1. Sistema de Enzimas Metabolizadoras de Xenobi óticos 

(MFOs) em peixes 

Tem-se comprovado que vertebrados como peixes, aves e mamíferos 

possuem um sistema de enzimas metabolizadoras de xenobióticos 

(monooxigenases de função mista - MFOs) no sistema hepático altamente 

desenvolvido (Inzunza et al., 2006). Estas apresentam um papel importante na 

biotransformação de poluentes orgânicos (Den Besten et al., 1990), sendo 

capazes de transformar compostos mais apolares, como os PAHs, bifenilos 

policlorados (PCBs), difenis éter polibromados (PBDEs) e dioxinas, em 

produtos hidrofílicos, facilitando sua excreção (Collier & Varanasi, 1991; Britvic 

et al., 1993; Upshall et al., 1993; Yu et al., 1995; Gewurtz et al., 2000). 

Em peixes, acredita-se que a atividade catalítica dos PAHs está 

vinculada a um único citocromo dentro do sistema P450 (CYP), denominado 

CYP1A1 (Stegeman & Lech, 1991). O mecanismo de indução ocorre através 

da afinidade do complexo receptor aril (Ah), presente nas enzimas do 

citocromo, aos compostos aromáticos planares. 

A metabolização dos PAHs ocorre em duas fases. Na Fase I, os PAHs 

são oxidados pelas enzimas pertencentes às MFOs, seguido pela redução ou 

hidrólise, formando derivados hidroxilados (OH-PAHs) (Hodson et al., 1998). 

Na Fase II da via metabólica, os OH-PAHs são conjugados pelo mesmo grupo 

de enzimas, gerando epóxidos, dihidrodióis e diol-epóxidos, a fim de formar 

compostos mais solúveis na água, sendo incorporados na bile, onde finalmente 

são depositados na vesícula biliar para eliminação pelo organismo (Bauhler & 

William, 1989; Foureman, 1989). 

A toxicidade relacionada aos PAHs não está ligada aos compostos em 

si, já que estes não são carcinogênicos ativos. Durante o processo de 

metabolização dos PAHs há a produção de compostos intermediários 

altamente reativos que podem combinar com proteínas e ácidos nucléicos, 

conduzindo em mutagênese e carcinogênese (Fent & Bätscher, 1999). Os 

metabólitos formados pelo processo de desintoxicação dos PAHs também 

podem se associar aos substratos hidrossolúveis endogênicos dos organismos, 

como sulfatos conjugados, glutationa, glucuronida, aminoácidos, DNA ou RNA, 

gerando problemas fisiológicos e ocasionando tumores (Levin et al., 1978; 

Hinton et al., 1992). Metabólitos de PAHs encontrados em peixes bentônicos 
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têm alta correlação com lesões hepáticas no fígado (Krahn et al., 1986; 

Baumann & Harshbager, 1995; Inzuna et al., 2006). 

A Figura 1.2., como exemplo, é um diagrama da ativação do BaP  pelo 

citocromo P-450. Neste caso, a oxidação seqüencial e os passos catalíticos de 

hidratação formam estruturas dihidrodiois-epóxido, que são as estruturas 

derivadas do BaP conhecidas por serem tóxicas (Stegeman & Lech, 1991).  

 

 

 
Figura 1.2.: Passos metabólicos da ativação do benz o(a)pireno para sua posterior 

excreção (Fonte: www.inchem.org/documents/ehc/ehc/v 202eh08.gif) 

 

 

1.1.2. Biomarcadores de exposição 

Como o fator de bioacumulação dos PAHs em tecidos de peixes é 

baixo, há a necessidade do uso de outros biomarcadores para avaliar a 

biodisponibilidade desta classe de compostos (Varanasi et al.,1989). 

Biomarcadores são produtos de biotransformação/alterações 

bioquímicas, cuja determinação em fluidos biológicos, tecidos ou ar exalado 

avaliam a exposição de um organismo a um determinado agente químico 

(World Health Organization, 1996; Amorim, 2003). Para a validação de um 

biomarcador, é necessário que este tenha determinadas características físico-
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químicas importantes à sua função, como: refletir a interação do xenobiótico 

com o organismo; ser sensível e específico em relação a esta interação; ser 

reprodutível; estar presente num meio biológico cuja análise seja acessível e 

apresentar exatidão e precisão adequadas (World Health Organization, 1993). 

Os biomarcadores podem ser usados para vários propósitos, inclusive 

em monitoramentos ambientais (Amorim, 2003). O Comitê de Marcadores 

Biológicos do Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos, em 1987, 

classificou os biomarcadores em 3 tipos, segundo o seu uso principal 

(Rodrigues, 2003): 

• Biomarcadores de efeito: usados para documentar alterações/efeitos 

adversos na saúde dos organismos estudados decorrentes da exposição 

e absorção de substâncias químicas endógenas a estes (Amorim, 2003); 

•  Biomarcadores de susceptibilidade: servem como indicadores da 

sensibilidade de um sistema à exposição de um composto xenobiótico 

(Amorim, 2003; Rodrigues, 2003); 

•  Biomarcadores de exposição: usados para avaliar a exposição de um 

indivíduo ou de um grupo a um contaminante, estabelecendo uma 

ligação entre a exposição externa e a quantificação da exposição interna 

(Amorim, 2003). 

Vários trabalhos identificaram diversos tipos de biomarcadores que 

podem ser usados como indicadores de exposição a contaminantes, incluindo 

os PAHs. Entre esses incluem análise dos adutos de DNA, ensaio cometa, a 

indução das MFOs através da análise da atividade da 7-etoxiresorufina-

desetilase, e a quantificação dos metabólitos de PAHs fluorescentes na bile 

(van der Oost et al., 2003). No presente trabalho, foram usados os dois últimos 

citados. Estes são considerados excelentes biomarcadores de exposição 

recente aos PAHs, (Krahn et al., 1984; Lin et al, 2001; Lee & Anderson, 2005), 

pois diminuem algumas semanas após a não exposição do indivíduo ao 

composto (Collier et al, 1996; Hugget et al., 2003, Lee & Anderson, 2005). 

 

 

- Metabólitos biliares de PAHs 

Estudos de laboratório demonstraram que a presença dos metabólitos 

biliares de PAHs é bem correlacionada com os níveis de exposição dos peixes 
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a estes compostos (van der Oost et al., 1994; Yu et al., 1995), fazendo com 

que muitos trabalhos usem esta análise para avaliar a contaminação de uma 

região (Krahn et al., 1984; Collier & Varanasi, 1991; Britivic et al., 1993; Inzunza 

et al., 2006; Silva et al., 2006; Johnson-Restrepo et al., 2008; Meador et al., 

2008).  

Muitos estudos descrevem a análise dos metabólitos de PAHs em 

peixes através de determinações cromatográficas ou através de métodos de 

espectrometria. O sistema de cromatografia a líquido de alto desempenho 

acoplado a detectores de fluorescência (HPLC/F) tem-se mostrado uma técnica 

muito satisfatória para quantificação de metabólitos de PAHs na bile (Krahn et 

al. 1984, 1986, 1987; Ariese et al., 1993; Beyer et al., 1996, Eggens et al., 

1996, Lin et al, 1996; Aas et al., 1998; Escartin & Porte, 1999a,b,c; Stroomberg 

et al., 1999; Ruddock et al., 2002). 

Para validação deste método, Krahn et al. (1992, 1993) o comparou 

com a análise em um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de 

massas (GC/MS), que quantifica os metabólitos individualmente. Correlações 

significativas foram obtidas para ambas as técnicas, demonstrando que o 

HPLC/F pode ser usado para análise de metabólitos de PAHs em bile, sendo 

uma técnica mais rápida, simples e de custo relativo baixo. 

A concentração de metabólitos analisados através do HPLC/F é 

normalmente feita através da quantificação de três grupos principais (NAF, 

FEN e BaP), correspondentes geralmente as três classes gerais: de baixo, 

médio e alto peso molecular (Krahn et al., 1986). Este método não permite 

separar cada um dos metabólitos individuais provenientes de cada PAH 

original, sendo uma técnica semi-quantitativa que fornece uma estimativa dos 

níveis de metabólitos de PAHs. Portanto, os resultados são interpretados como 

metabólitos equivalentes aos comprimentos de onda (excitação/emissão) de 

cada PAH original por grama de bile. 

 

 

- Proteínas biliares 

A quantidade de metabólitos na bile pode ser influenciada por fatores 

externos e fisiológicos, como volume da vesícula biliar. As moléculas de PAHs 

entram nos peixes por diversas rotas, indo parar na circulação sanguínea, 
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sendo, na sua maioria, metabolizadas no fígado e excretadas pela vesícula 

biliar através de um duto hepato-biliar que o conecta ao intestino. Quando o 

peixe se alimenta, a bile é lançada no intestino, fazendo com que diminua o 

volume da vesícula biliar, aumentando a concentração de metabólitos de PAHs 

durante este período (Richardson et al., 2004) 

No geral, baixos volumes de bile estão associados aos animais que 

foram recém alimentados, e altos volumes, aos animais em jejum. A influência 

das diferentes condições alimentares na concentração de metabólitos de PAHs 

é muito pouco conhecida (Beyer et al., 1997; Brumley et al., 1998; Richardson 

et al., 2004). Dessa forma, há a necessidade de serem feitas normalizações 

nas concentrações de metabólitos, através de compostos associados à bile que 

também variem com o volume, como as proteínas biliares totais e/ou pigmentos 

biliares (Richardson et al., 2004; Silva et al., 2006, Vuorinen et al., 2006). Estas 

análises podem ser facilmente processadas através de um espectrofotômetro 

com multi-leitor de micro-placas, sendo também uma técnica simples, rápida e 

de baixo custo relativo (Lowry et al., 1951). 

 

 

- Atividade da 7-etoxiresorufina-desetilase (EROD) 

O sistema do citocromo P-450 é um promissor biomarcador de 

exposição, sendo muito usado em programas de monitoramento ambiental 

(Payne, 1984). A atividade deste sistema nos peixes, para os PAHs, é 

tradicionalmente acessada através de sua razão catalítica que é facilmente 

analisada através da atividade da 7-etoxiresorufina-desetilase (EROD) 

(Richardson et al, 2001). A atividade EROD é tão crucial no metabolismo dos 

PAHs que fatores que afetam seu desempenho afetam também a concentração 

de seus metabólitos na bile (Van Veld et al., 1990; Addison et al., 1994; 

Stegeman & Hahn, 1994; Whyte et al., 2000). Muitos trabalhos demonstraram 

que peixes coletados em regiões contaminadas por PAHs apresentaram um 

aumento na atividade EROD (Collier et al., 1996; Kirby et al., 1999) e que a 

atividade catalítica aumenta proporcionalmente à exposição do organismo aos 

xenobióticos (Mix, 1986; van der Oost et al., 2003). 
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A indução das MFOs é muito sensitiva e seletiva para compostos 

indutores do tipo PAH. Infelizmente, informações relacionadas à significância 

fisiológica e toxicológica desta indução são muito limitadas (Förlin et al., 1985). 

 

 

1.2. Baía de Santos (fontes de contaminação) 

A Baixada Santista (Figura 1.3.), região onde está contida a Baía de 

Santos (Figura 1.4.), é um dos mais antigos núcleos urbanos do Brasil, sendo 

historicamente ocupada de maneira desorganizada (Abessa, 2002). A partir da 

década de 50, fatores como a proximidade com a cidade de São Paulo, a 

construção de uma rodovia, ferrovia e de um porto bem desenvolvido, a 

disponibilidade de água e a presença de uma usina geradora de energia (Usina 

de Henry Borden), geraram na região a implantação de indústrias, ocasionando 

um aumento da densidade populacional (CETESB, 2001). A cidade de Santos, 

em 2001, contava com uma população de 412.375 habitantes, e a cidade de 

São Vicente, com uma população de 329.370 habitantes (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística, 2008), totalizando aproximadamente 741.745 

habitantes na região da Baía de Santos. 

O sistema de disposição oceânica de esgotos de Santos/São Vicente é 

uma importante fonte de contaminação. Além da descarga de efluentes 

industriais e daqueles decorrentes das atividades portuárias, há também o 

lançamento de esgoto através de sistemas de emissários e ou através 

lançamento de dejetos “in-natura” provenientes principalmente de bairros 

suburbanos e favelas (Abessa, 2002; Fukomoto, 2007). Além disso, a região 

comporta o núcleo industrial mais importante do país, o complexo de Cubatão, 

que contém mais que 1.100 indústrias incluindo petroquímicas, siderúrgicas e 

produtores de fertilizantes, descarregando no estuário cerca de 100.000 

kg.mês-1 de vários poluentes tais como metais e produtos petroquímicos 

(CETESB, 2001). A implantação deste complexo industrial fez do Sistema 

Estuarino Santos/São Vicente um grande receptor de resíduos tóxicos e 

efluentes contaminados. Hoje, esta área representa um dos maiores exemplos 

de degradação ambiental no país (Tommasi, 1979; CETESB, 2001). 
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Figura 1.3.: Localização geográfica da Baixada Sant ista (fonte: 

http://www.igc.sp.gov.br/mapras_bsantista.htm ). 
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Figura 1.4.: Localização geográfica da Baía de Sant os  
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Os lixões e aterros sanitários presentes na Baixada Santista são outras 

fontes importantes de contaminação (CETESB; 2001). O Lixão do Alemoa, por 

exemplo, desde a década de 70, foi local de disposição de resíduos sólidos 

domésticos. Apesar de, em 2002, haver uma decisão judicial proibindo seu uso 

para descarte de lixo, essa atividade foi interrompida somente em 2003 

(Martins, 2005). Segundo a CETESB (2001), os aterros sanitários e os lixões 

são considerados fontes de alto risco, contribuindo para a contaminação do 

sistema estuarino. 

O Porto de Santos, outra importante fonte de contaminação da região, 

é o mais importante do Brasil em termos de volume de carga (Seaports of 

South América, 1999). Com acessos rodoviários e ferroviários importantes, 

este permite o escoamento da produção agrícola e industrial do Estado de São 

Paulo e de outros centros produtores das regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste 

do Brasil e de países do Mercosul. Com 7,8 milhões de m2, cerca de 13 km de 

cais e o maior terminal de contêineres da América Latina, o Porto de Santos 

desempenha papel de agente de desenvolvimento regional e elo de diversas 

cadeias produtivas. No início de 2008, passaram por este porto 5.377.952 t de 

produtos através de 963 embarcações (485 eram navios) (Mensário Estatístico, 

2008a,b). As atividades portuárias promovem o lançamento de petróleo e seus 

derivados na água, bem como de substâncias decorrentes de tintas anti-

incrustantes, perdas durante operações de carga e descarga e também pelo 

lixo e esgotos das docas e dos navios. Além disso, para permitir o tráfego de 

navios de grande porte, é feito no canal dragagens contínuas dos sedimentos, 

visando manter a profundidade adequada para as atividades portuárias (12 

metros de profundidade em um canal de 5,2 km de comprimento por 100 m de 

largura). A dragagem e a disposição do material dragado, embora estritamente 

necessárias, são altamente impactantes (Abessa, 2002; Fukomoto, 2007; São 

Paulo, 2007). Antigamente, o sedimento era disposto de maneira irregular no 

Dique do Fradinho, na região da Ilha da Moela e na Ponta da Barra. Hoje, o 

sedimento é lançado na região oceânica, próximo a Ilha da Moela (Matos, 

2002). 

De uma maneira geral, a poluição existente nos ecossistemas locais e 

a falta de tecnologia para o controle das emissões e das fontes poluidoras 

foram responsáveis pela crise ambiental existente na Baía de Santos (Abessa, 
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2002). Hoje, sabe-se que a região recebe introdução de compostos 

contaminantes (Medeiros & Bícego, 2004a; Magalhães, 2005; Martins, 2005; 

Albergaria-Barbosa, 2006). 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho é: 

• Investigar a biodisponibilidade de PAHs na Baía de Santos 

através da análise de metabólitos de PAHs biliares nas espécies Stellifer 

rastrifer, Micropogonia furnieri, Nebris microps e Sphoeroides testudineus. 

  

Os seguintes objetivos específicos são propostos: 

• Implantar e desenvolver o método para análise de metabólitos de 

PAHs em bile de peixes; 

• Avaliar a diferença nas concentrações de metabólitos de PAHs 

em amostras de bile das espécies investigadas; 

• Estimar a atividade EROD (atividade enzimática) nos fígados 

coletados das mesmas espécies e comparar com os resultados de metabólitos 

biliares. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Caracterização da área de estudo  

A Baixada Santista está localizada na porção central do litoral do 

Estado de São Paulo, entre as escarpas da Serra do Mar e o Oceano Atlântico 

(Abessa, 2002). No contexto geológico regional, esta região é limitada pela 

Falha de Cubatão a oeste e pela Falha de Santos a leste, compondo-se de 

rochas do Complexo Costeiro e da Suíte Granítica Indiferenciada (Fukumoto, 

2003). 

A Baía de Santos é um compartimento de ligação entre o complexo 

estuarino e a região costeira adjacente à Baixada Santista (Empresa de Portos 

do Brasil, 1977; Ribeiro-Neto, 1989), sendo delimitada pelas Pontas de Itaipú, 

em São Vicente, e da Monduba, no Guarujá. Entre a baía e o continente, na 

extremidade oriental da baixada Santista, localiza-se a Ilha de São Vicente, que 

é separada do continente por uma extensa zona de mangue. Sua posição faz 

com que ela se torne um grande tampão, dificultando o escoamento das águas 

continentais que vertem da serra e dos maciços litorâneos. Este 

compartimento, relativamente abrigado, recebe as contribuições dos canais de 

Santos e São Vicente, constituindo-se numa zona de mistura da água do mar 

com as águas salobras provenientes dos estuários (Magalhães, 2005). 

A Baía de Santos, por se tratar de um ambiente costeiro aberto ao mar, 

constitui-se em um compartimento de troca entre águas oceânicas e estuarinas 

(Moser, 2002), apresentando uma intensa estratificação. Nos extratos inferiores 

a 2 m de profundidade, encontra-se, em cerca de 80% do tempo, águas 

provindas do oceano enquanto que, até 2 m de profundidade, as águas 

encontradas são provindas da descarga continental. Esta estratificação só é 

quebrada quando ocorre passagem de frentes frias, dando lugar a uma coluna 

de água mais homogênea (Occhipinti, 1972, 1975; Marcellino, 2000). 

A maré na Baía de Santos é irregular, com ondas de caráter misto e 

semidiurnos que se propagam simultaneamente pelos canais de Santos e São 

Vicente e pelo Canal de Bertioga. Elas possuem um período médio de 12,4 

horas, de modo que as amplitudes médias variam entre 27 cm na quadratura, e 

123 cm na sizígia, no Porto de Santos. As máximas flutuações podem alcançar 
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cerca de 3,0 m em 2 a 4 dias, sendo produzidas por efeito simultâneo de marés 

meteorológicas e astronômicas (Harari et al., 1990; Marcellino, 2000). 

A circulação no interior da Baía é denominada pelas correntes de maré. 

Na enchente, a água oceânica penetra pela camada profunda, com direção e 

sentido constante, invadindo o estuário. A circulação superficial apresenta duas 

correntes entrando na baía, a leste e a oeste, e uma corrente principal de saída 

vinda do centro. Na vazante, uma corrente oriunda do Estuário de Santos sai 

margeando as praias, e se junta com a corrente de saída do Estuário de São 

Vicente, atingindo então a Baía de Santos pelo setor oeste. A leste, forma-se 

um campo de correntes de sentido oposto, dirigindo-se para o centro da baía, a 

partir dos costões rochosos da Ponta Grossa e da Ilha de Palmas (Empresa de 

Portos do Brasil, 1977). As correntes, em média, alcançam 40 cm.s-1, podendo 

aumentar, em superfície, para 60 cm.s-1 à medida que se aproxima da praia 

(Marcellino, 2000). 

As correntes que vão pela costa oeste na fase da vazante geram um 

ambiente de deposição de maior energia e estão associadas aos fundos de 

areia muito fina e bem selecionada, com predominância de feldspato. Já as 

correntes que penetram na Baía pelo lado leste geram um ambiente de 

deposição de baixa energia, associando-se aos fundos de silte mal 

selecionados e à presença de detritos vegetais de origem continental.  Assim, 

conforme a composição e distribuição dos sedimentos na Baía de Santos, esta 

pode dividir-se em setor oeste, que sofre influência marinha e predominam 

sedimentos arenosos; e setor leste, que sofre influência do Canal do Porto e 

predominam sedimentos finos (Fúlfaro & Ponçano, 1976; Tommasi, 1979). 

Estes dois ambientes de deposição apresentam características ecológicas 

distintas. Tommasi (1979) observou que havia uma maior diversidade e 

abundância bentônica no setor leste da Baía, onde há sedimentos mais 

redutores e com maiores concentrações de sulfetos e carbono orgânico. Além 

disso, a drenagem continental carreia para a Baía grandes concentrações de 

nutrientes dando-lhe características acentuadamente eutrófica. As condições 

ecológicas do complexo baía-estuário da Baixada Santista estão intimamente 

associadas às características da região e à degradação ambiental causada 

pela atividade antrópica (Ribeiro-Neto, 1989). 
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3.2. Coleta dos organismos 

As coletas foram realizadas mensalmente entre junho e dezembro de 

2005, na Baía de Santos. Estas foram feitas através de uma rede de arrasto de 

portas por 10 minutos em 6 pontos diferentes com auxílio do barco de pesquisa 

Velliger II da Universidade de São Paulo. Devido as dificuldade de amostragem 

e a fim de comparar as diferenças espaciais e mensais, estes 6 pontos foram 

agrupados, dividindo a baía em três áreas: uma central e duas laterais (Figura 

3.1.). 

 

 

 
Figura 3.1.: Localização geográfica  das áreas amos tradas na Baía de Santos. Amostras 

obtidas na área 1 serão denominadas como Região Oes te (RO), na área 2 serão 

denominados como Região Central (RC) e na área 3, R egião Leste (RL). 

 

 

Não foi possível obter todas as espécies avaliadas em todos os meses 

e áreas estudados, já que nem sempre estas se encontravam disponíveis. Não 

houveram replicatas devido ao pequeno volume de bile e ao número reduzido 

de indivíduos coletados. Foi necessário agrupar na mesma amostra 
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organismos de diferentes sexos, estágios de maturação e tamanhos, até que o 

volume de bile coletado completasse 20µL aproximadamente. Os únicos 

critérios de separação que puderam ser adotados foram: espécie, área e mês 

de amostragem. 

A seleção das espécies alvo foi feita de acordo com a ocorrência 

espacial e temporal destas. A ênfase foi dada para indivíduos demersais, por 

estes apresentarem contato com o sedimento acumulado no fundo. As 

espécies escolhidas foram: Stellifer rastrifer, Nebris microps, Sphoeroides 

testudineus e Micropogonia furnieri. 

Os indivíduos coletados foram mantidos vivos até o momento da 

identificação das espécies e a tomada dos dados biométricos (Tabela 3.1.). 

Imediatamente após o sacrifício, a vesícula biliar foi retirada e, através de uma 

pequena incisão, a bile foi coletada em frascos criogênicos de 500µL. 

A análise da atividade EROD foi feita nos organismos coletados em 

outubro e novembro. Para isto, anteriormente à coleta da bile, 

aproximadamente 1 g de fígado de cada indivíduo foi amostrado, sendo este 

armazenado individualmente em frascos criogênicos. 

Tanto as amostras de bile quanto as de fígado foram, logo após a 

coleta, armazenadas em nitrogênio líquido, sendo levadas ao Instituto 

Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IO-USP), onde foram 

armazenadas em um freezer a -80oC. 
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Tabela 3.1. Dados biológicos dos peixes coletados n a Baía de Santos durante os meses 

de junho a dezembro de 2005 (compr. = comprimento t otal, RO=região oeste da baía, 

RC=região central da baía, RL=região leste da baía) . 

 Compr. (mm) Peso (g) 

 
Área Espécie N  

Média Desvio  Média Desvio  

RO Stellifer rastrifer 12 139 15 29,6 12,3 
junho 

RC Stellifer rastrifer 6 159 11 55,9 13,7 

julho RC Micropogonia furnieri 2 238 - 135 - 

RC Nebris microps 4 246 23 130 27 
agosto 

RC Stellifer rastrifer 13 188 10 91,8 14,8 

RO Micropogonia furnieri 5 234 20 133 40 

RC Stellifer rastrifer 8 182 1 78,1 1,6 setembro 

RC Micropogonia furnieri 5 213 21 91,2 28,4 

RO Micropogonia furnieri 6 226 16 10 26 

RO Stellifer rastrifer 7 173 15 58,2 8,8 

RC Nebris microps 10 288 11 241 36 

RC Micropogonia furnieri 4 222 15 13,0 10,5 

outubro 

RL Stellifer rastrifer 4 159 11 51,1 9,3 

RO Stellifer rastrifer 3 177 8 72,2 14,6 

RO Sphoeroides testudineus 1 220 - 235 - 

RO Sphoeroides testudineus 1 222 - 185 - 

RC Nebris microps 6 207 7 207 4 

RC Sphoeroides testudineus 1 187 - 133 - 

RC Sphoeroides testudineus 1 138 - 55,8 - 

RC Micropogonia furnieri 3 241 14 141 26 

RL Sphoeroides testudineus 1 160 - 80,7 - 

RL Sphoeroides testudineus 1 176 - 1230 - 

RL Nebris microps 2 229 - 119 - 

novembro 

RL Stellifer rastrifer 3 197 2 120 10 

RC Micropogonia furnieri 3 257 11 137 23 
dezembro 

RL Sphoeroides testudineus 1 221 - 107 - 

 

 

3.3. Caracterização das espécies estudadas 

A seleção das espécies usadas para elaboração do trabalho foi feita de 

acordo com a sua ocorrência espacial e temporal com ênfase para os 

indivíduos demersais, sendo todos Actinopterygii teleósteos. Três espécies são 

representantes da ordem dos Perciformes, família dos Sciaenidaes e uma 

espécie, da ordem dos Tetraodontiformes, família dos Tetraodontidaes. A 
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Figura 3.2. mostra um resumo da chave classificatória das quatro espécies 

estudadas. 

 

 

 
Figura 3.2.: Digrama de classificação científica da s quatro espécies estudadas.  

 

 

3.3.1. Família Sciaenidae 

A família dos Sciaenidaes (Teleósteo da classe Actinopterygii, ordem 

Perciformes) é composta por peixes de grande importância comercial. Algumas 

espécies, como corvina, goete e pescadas, são encontradas em abundância no 

mercado. No geral, esta família apresenta representantes costeiros, mais 

comumente encontrados em águas rasas da plataforma continental, próximas 

às desembocaduras de grandes rios, sobre fundos de areia ou lama. Algumas 

espécies ocorrem em águas estuarinas e outras são inteiramente confinadas à 

água doce. Jovens e adultos de várias espécies utilizam áreas estuarinas para 

crescimento e alimentação (Figueiredo & Menezes, 2000). 
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- Stellifer rastrifer (cangoá) 

A espécie Stellifer rastrifer (Bloch, 1790), comumente conhecida como 

cangoá, canganguá ou cangulo (Figura 3.3.), distribui-se desde a Colômbia até 

o litoral sul do Brasil (Figueiredo & Menezes, 2000), sendo encontrada em 

fundos de areia ou lama e em águas litorâneas e estuarinas a até 40 m de 

profundidade (Figueiredo & Menezes, 2000; Stellifer, 2008).  

  

 

 
Figura 3.3.: Stellifer rastrifer (fonte: http://www.fishbase.org). 

 

 

Sua alimentação consiste em pequenos peixes, crustáceos, 

cefalópodes que vivem próximos ao fundo, sendo carnívora de primeira ordem 

(Figueiredo & Menezes, 2000; Crispino, 2001). Gomes (2004) encontrou 

cumáceas, decápodes, amphipodas, crustáceos não identificados e peixes no 

conteúdo estomacal da espécie em questão, sendo os dois primeiros tidos 

como os principais componentes de sua alimentação. Diatomáceas, bivalves e 

braquiúras também foram encontradas, porém somente em estômagos de 

alguns espécimes. Atingem no máximo 200 mm e o comprimento de primeira 

maturação gonadal é bastante variado (Coelho et al., 1985; Figueiredo & 

Menezes, 2000; Peres-Rios, 2001). Apresentam desova prolongada e 

parcelada ao longo do ano, especialmente em épocas de primavera e outono 

(Chaves & Vendel, 1997; Peres-Rios, 2001). 

O S. rastrifer, embora tenha pouco significado comercial (Almeida & 

Branco, 2002), é muito importante na região da Baía de Santos, sendo 



 
 

 
 

40 

conhecido pela sua grande ocorrência e abundância (Paiva-Filho & 

Schimieglow, 1986), passando todo o seu ciclo de vida na região. 

 

 

- Nebris microps (pescada banana) 

A espécie Nebris microps (Cuvier, 1830), popularmente conhecida 

como pescada-banana (Figura 3.4.), é distribuída desde a Flórida (EUA) até o 

sudeste do Brasil (Figueiredo & Menezes, 2000). É uma espécie demersal que 

chega a até 40 cm de comprimento, apresentando alguma representatividade 

comercial. Pode ser encontrado em águas costeiras e estuarinas, próximo aos 

fundos de areia e lama, em profundidades de até 50 m. Indivíduos juvenis são 

restritivos às águas salobras (Paiva-Filho & Cergole, 1989). 

 

 

 
 Figura 3.4..: Nebris microps (fonte: http://www.fishbase.org). 

 

 

A espécie Nebris microps apresenta um hábito alimentar carnívoro, 

onde a base da sua alimentação é constituída principalmente de camarão, 

podendo se alimentar também de zoobentos (Nebris, 2008). 

 

 

- Micropogonia furnieri (corvina) 

A Micropogonia furnieri (Desmarest, 1823), conhecida como “corvina”, 

“corvina marisqueira”, “murucaia”, etc; é uma espécie que apresenta ampla 
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distribuição geográfica, indo desde o México até a Argentina, passando pelo 

litoral brasileiro (Cousseau & Perrota, 1998). 

A M. furnieri (Figura 3.5.) é importante representante dos recursos 

pesqueiros ao longo da plataforma continental do Atlântico, tanto na pesca 

artesanal quanto na industrial (Haimovici et al., 1997; Alves & Luque, 2001). 

Devido à sua importância econômica, a M. furnieri é intensivamente estudada. 

No geral, ela é costeira, de hábitos demersais, encontrada em superfícies de 

fundos arenosos ou lamosos, em profundidades inferiores a 60m. Ocorre 

também em águas estuarinas principalmente quando são juvenis (Vazzoler, 

1991). Comumente alcançam o tamanho de 50 cm (Godoy, 1987; Figueiredo & 

Menezes, 2000). 

 

 

 
Figura 3.5.: Micropogonia furnieri (fonte: http://www.fishbase.org).  

 

 

A dieta da M. furnieri, na fase adulta, é baseada em alimentos necto-

bentônicos, sendo esta reduzida durante a fase de desova, onde se alimenta 

de moluscos bivalves (Acuña et al., 1996). Mesmo assim, sua alimentação é 

composta basicamente de organismos de comunidades de fundo, como 

copépodas bentônicos, anfípodas e pequenos caranguejos. É classificada 

como generalista oportunista, embora tenham sido evidenciadas variações 

ontogenéticas em seu hábito alimentar, apresentando uma fase planctófaga e 

outra bentófaga (Vazzoler, 1991; Micropogonia, 2008). 
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3.3.2. Família Tetraodontidae 

Os indivíduos da Família dos Tetraodontidaes (Teleósteo da classe dos 

Actinopterygii, ordem Tetraodontiformes) são representados por peixes 

conhecidos como baiacus, capazes de inflar o corpo engolindo água ou ar. As 

espécies habitam geralmente águas costeiras e às vezes penetram em 

estuários. Algumas podem viver também em água doce (Figueiredo & 

Menezes, 2000) 

  

 

- Sphoeroides testudineus (baiacu-mirim) 

A espécie Sphoeroides testudineus (Linnaeus, 1758), também 

conhecida como baiacu-pintado, baiacu-pininga, tamboril corrotucho e cota 

(São Paulo), distribui-se pelo Atlântico desde Massachusetts (EUA) até o 

Brasil, onde há ocorrência desta espécie até Santa Catarina (Lucena & Lucena, 

1982; Ishikawa-Ferreira, 1994). 

O S. testudineus (Figura 3.6.) é freqüente e abundante em baías e 

estuários ao longo da costa brasileira. Possui uma boa capacidade 

osmorregulatória, ocorrendo em águas de salinidade 0 até 34. São comumente 

encontrados em baías, ribeiras e águas costeiras protegidas, camas de 

seagrass e águas salobras, podendo se enterrar na areia quando ameaçados 

(Figueiredo & Menezes, 2000). 

 

 

 
Figura 3.6.: Sphoeroides testudineus (fonte: http://www.fishbase.org). 
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A espécie Sphoeroides testudineus é carnívora de hábito bentofágico 

com tendência à malacofagia, se alimentando principalmente de moluscos 

gastrópodes, bivalves e crustáceos. Pode se alimentar também (porém com 

menor abundância) de sipúnculos, poliquetas e restos de animais digeridos, 

assim como fragmentos de vegetais superiores e algumas espécies de 

microalgas, destacando-se as Diatomáceas (Vasconselos-Filho et al., 1998; 

Chiaverini, 2008). Segundo Chiaverini (2008), a presença de fragmentos 

vegetais nos conteúdos estomacais pode estar associada com a voracidade de 

captura das presas entre as estruturas vegetais, implicando em um consumo 

acidental dos mesmos. A autora também observou que, em espécimes com 

tamanhos próximos aos usados no presente estudo, havia uma quantidade 

significativa de sedimentos presentes nos conteúdos estomacais. Segundo 

Zavala-Camim (1996), esta espécie pode ser considera eurifágica, já que 

possui vários itens alimentares. 

 

 

3.4. Análise de Metabólitos de PAHs (varredura de m etabólitos) 

 

3.4.1. Método de análise dos metabólitos de PAHs (H PLC/F) 

O método de análise dos metabólitos de PAHs em bile de peixes foi 

baseado de Krahn et al. (1984), com algumas modificações. Por ser a primeira 

vez que este método foi aplicado no Laboratório de Química Orgânica Marinha 

(LabQOM) do IO-USP, vários testes foram feitos a fim de otimizá-lo e adaptá-lo 

aos  equipamentos adquiridos pelo laboratório. 

Os padrões usados foram naftaleno (NAF), fenantreno (FEN) e 

benzo(a)pireno (BaP). No caso do último composto, o laboratório tinha apenas 

o FEN deuterado. Dessa forma, duas soluções de 1,0 ng.µL-1 de NAF – uma 

com o composto deuterado e outra com o composto normal – foram feitas e 

injetadas no sistema HPLC/F, sendo comparados os tempos de retenções e as 

áreas obtidas para ambos padrões. Não foram observadas diferenças, 

mostrando que a presença de deutério não afeta as análises. Assim os padrões 

foram feitos inicialmente com as seguintes concentrações: BaP (1,0 ng.µL-1), 

NAF (1,0 ng.µL-1), FEN (1,0 ng.µL-1), sendo este deuterado. 
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Testaram-se os possíveis solventes e fluxos que poderiam ser usados 

para a eluição dos compostos. A escolha destes foi baseada na polaridade dos 

analitos e na coluna cromatográfica usada, sendo esta de fase reversa. Os 

solventes testados foram metanol, ácido acético/água (5µL.L-1) e acetonitrila. 

Conforme se observava a resposta obtida, aumentava-se o fluxo, diminuindo a 

corrida, porém separando menos os analitos; ou diminuía-se o fluxo, 

aumentando a corrida, porém separando mais os analitos. O gradiente de 

solventes usado durante a corrida, também foi trocado a fim de aumentar ou 

diminuir a viscosidade da fase móvel, otimizando a separação e o tempo de 

corrida. Metanol e ácido acético/água (5µL.L-1) foram escolhidos como os 

solventes. Nas Figuras 3.7. e 3.8. pode-se observar o gradiente e o fluxo dos 

solventes que foram selecionados para maximizar a separação dos compostos, 

em um tempo relativamente baixo. 

A temperatura do forno também foi testada a fim de melhorar a 

viscosidade dos solventes de arraste, otimizando a pressão do sistema e 

melhorando a separação dos compostos. Inicialmente os padrões foram 

injetados com a temperatura do forno a 30oC e esta temperatura foi subindo de 

5 em 5 graus até chegar a 60oC, o limite aceito pela coluna. A temperatura que 

melhor separou os compostos, diminuindo a pressão e o tempo de corrida (19 

minutos por amostra) foi 50oC. 

 

 

 
Figura 3.7.: Gradiente de solventes usado para sepa ração dos compostos. 
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Figura 3.8.: Fluxo usado para separação dos compost os 

 

 

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos através de um 

método analítico, é necessário que haja sua validação, sem a qual, todos os 

resultados gerados tornam-se questionáveis. Esta pode ser feita aplicando-se o 

método em um material de referência certificado, de forma a assegurar a 

produção de resultados exatos e precisos (UNEP/IOC/IRLA/FAO, 1989). Como 

para metabólitos de PAHs em bile não há um material de referência certificado, 

é feita uma amostra controle. O desempenho do laboratório é considerado 

aceitável se os valores relatados nesta estiverem dentro de seus limites, 

definidos como mais ou menos o dobro dos desvios padrões de seus valores 

históricos (Sloan et al, 2006). A amostra controle usada nos testes e nas 

análises realizadas no presente trabalho foi a ASMBC (Atlantic Salmon 

Monterey Bay Crude Oil), cedida pela National Oceanic and Atmospheric 

Administration (NOAA). Esta foi usada na determinação dos melhores 

comprimentos de ondas (λ) de excitação e emissão usadas em cada detector. 

Para isto, foram feitas injeções dos padrões de NAF, FEN e BaP com uma 

varredura de todos os λ possíveis para cada composto. O sistema de HPLC/F 

adquirido pelo LabQOM possui programas específicos que permitem a geração 

de gráficos como os das Figuras 3.9. e 3.10., que auxiliam na determinação do 

λ mais sensível para o tipo de composto que se está analisando. Inicialmente, 

os três pares de excitação/emissão do BaP, NAF, FEN, respectivamente, 

foram: 378/483 nm, 275/335 nm, 249/364 nm. Após configurar o equipamento 

com estes valores, injetou-se a ASMBC, para verificar se os resultados gerados 
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estavam coerentes. Os comprimentos de ondas encontrados para os 

metabólitos de BaP e NAF detectavam outros compostos na amostra que não 

eram de interesse, de forma que estes tiveram de ser adequados para 380/430 

nm e 290/335 nm, respectivamente. No caso do FEN, os comprimentos de 

onda encontrados fizeram com que a sensibilidade de detecção do padrão na 

concentração de 1 ng.µL-1 ultrapassasse a escala do detector. Com o objetivo 

de analisar todos os compostos na mesma escala, a concentração do padrão 

de FEN foi diminuída para 0,5 ng.µL-1 

 

 

 
Figura 3.9.: Exemplo de varredura feita para verifi cação do comprimento de onda de 

emissão ótimo do BaP em 3D. Eixo x representa o tem po de retenção; eixo y, o 

comprimento de onda; e eixo z, sensibilidade. 
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Figura 3.10.: Exemplo de gráfico de varredura gerad o para otimização dos comprimentos 

de ondas de emissão de BaP em 2D. A escala vai de v ermelho (mais sensível) a azul 

(menos sensível). O eixo x representa o comprimento  de onda e o eixo y, tempo de 

retenção. 

 

 

Como foi citado anteriormente, este método de varredura não permite 

separar cada um dos metabólitos individuais provenientes de cada PAH 

estudado. Os dados gerados equivalem aos metabólitos totais que fluorescem 

nos comprimentos de ondas (excitação/emissão) usados na identificação dos 

PAHs originais (metabólitos equivalentes). 

Após os testes de otimização do método terem sido finalizados, as 

amostras de bile (5 µL) foram diretamente injetadas no  sistema de HPLC da 

Agilent Technologies modelo 1200 series. Foi utilizado um filtro de pré-coluna 

de 0,84 µL de volume interno (A-318, Upchurch Scientific), 1,57mm de diâmetro 

(2 µm de porosidade), 1,57 mm de espessura e 6,35 mm de diâmetro total. 

Junto a este também foi usado uma pré-coluna empacotada com sílica C18 

(30-40 µm), 2 cm de volume interno (62 µm de volume) e 2 mm de diâmetro 

interno. A coluna cromatográfica foi de fase reversa preenchida, com medidas 

de 4,6 x 150 mm e revestida de sílica C18 (Synergi 4µ Hydro-RP 80Å, 

Phenomenex). 



 
 

 
 

48 

O sistema de HPLC foi acoplado a três detectores de fluorescência 

(HPLC/F) da Agilent Technologies 1200 series programados para metabólitos 

de NAF, FEN e BaP. Esses compostos foram escolhidos para a análise por se 

tratar de um composto leve com 2 anéis benzênicos (NAF), um intermediário 

com 3 anéis benzênicos (FEN) e um pesado com 5 anéis benzênicos (BaP) 

entre os PAHs existentes, como foi citado anteriormente. 

O metanol usado foi fabricado pela J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, EUA) 

com grau HPLC de pureza. A água usada na preparação do ácido acético/água 

(5µL/L) foi livre de compostos orgânicos através de sua destilação e purificação 

por um sistema de água Milli-Q, e o ácido acético glacial foi produzido pela 

Reagentes Analíticos Dinâmica com grau P.A. (analítico) de pureza. O BaP, o 

NAF e o FEN usados na preparação do padrão foram fornecidos pela Supelco 

(EUA). 

 

 

3.4.2. Controle Analítico para análise de metabólit os de PAHs 

Para verificar o desempenho do sistema HPLC/F, 5 ou mais réplicas da 

solução padrão de NAF, FEN e BaP foram injetadas antes da análise das 

amostras. A média da resposta para cada composto da solução padrão deveria 

ter um desvio padrão relativo de 0-5% para serem aceitas. 

Injeções de metanol (branco) e da amostra controle (ASMBC) eram 

feitas no início, a cada dez amostras injetadas e no final de cada seqüência de 

injeções de amostras. As concentrações da amostra controle deveriam estar 

dentro do limite controle (o dobro do desvio padrão da média das 

concentrações observadas em injeções anteriores) e o branco deveria ter uma 

concentração 10% menor que a dos analitos para considerar que o 

desempenho do HPLC/F era aceitável. 

A cada seqüência de amostras injetada, foi feita uma amostra em 

duplicata para avaliar a precisão analítica. Para estas, a seqüência só seria 

considerada válida se as concentrações entre as duplicatas tivessem um 

desvio padrão relativo menor que 10% entre elas. 

Caso algum dos itens citados acima não estivesse de acordo com o 

desejado, procedimentos de manutenção do sistema eram realizados antes 
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das injeções das amostras, repetindo aquelas que foram injetadas durante o 

período ao qual o sistema não estava com um bom desempenho. 

O limite de detecção (LD) do método foi determinado para cada grupo 

de metabólitos equivalentes como sendo 3 vezes o desvio padrão da média 

das concentrações de 6 réplicas da solução padrão. O limite de quantificação 

(LQ) do método foi calculado como sendo 3 vezes o LD. A Tabela 3.2. mostra 

os valores de LD e LQ determinados para o método no presente trabalho para 

os 3 metabólitos equivalentes analisados. 

 

 

Tabela 3.2.: Valores de LD e LQ do método para os m etabólitos equivalentes (µg.g -1) 

analisados nos presente trabalho. 

Metabólitos equivalentes LD LQ 

FEN 0,12 0,36 

BaP 0,09 0,27 

NAF 0,33 0,99 

 

 

3.5. Análise de proteínas biliares totais 

Para o presente estudo, as análises de proteínas biliares totais foram 

realizadas segundo o método proposto por Fryer et al. (1986) (adaptado de 

Lowry et al., 1951). 

As amostras de bile foram diluídas em água destilada (1:100), e em 

cada micro-poço da placa, adicionou-se 100 µL desta solução e 25 µL de 

solução de “cobre-Lowry”, sendo esta feita de 50 µL de solução 5% CuSO4, 50 

µL de solução 10% de tartarato de sódio e 5 mL de solução 5% Na2CO3 em 

NaOH 0,5N. A solução formada foi incubada a temperatura ambiente por 10 

minutos, sendo adicionados, após o período de incubação, 10 µL de solução 

de Folin, sendo esta feita com 1mL de reagente Folin ciocauteau e 1 mL de 

NaOH 0,1N. Os reagentes usados tinham grau P.A. de pureza. O Tartarato de 

sódio foi produzido pela Synth – Diadema, SP, Brasil e os demais reagentes 

foram produzidos pela Reagentes Analíticos Dinâmica – São Paulo, SP, Brasil. 

 A placa foi novamente incubada a temperatura ambiente por 20 

minutos e a leitura foi feita em um espectrofotômetro com multi-leitor de micro-
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placas (Asys Expert Plus) a 620 nm. Para cada amostra foram analisadas 3 

réplicas. Albumina de soro bovino (Inlab – São Paulo, SP, Brasil) foi utilizada 

como solução padrão para curva de calibração. 

A Figura 3.11. mostra o fluxograma do método usado para análise de 

proteínas biliares. 

 

 

 

Figura 3.11.: Fluxograma do método usado para análi se de proteínas biliares segundo 

Fryer et al. (1986) (adaptado de Lowry et al., 1951). 

 

 

3.5.1. Controle Analítico para análise de proteínas  biliares 

A amostra controle usada para verificar as análises de proteínas 

biliares totais foi a mesma utilizada para análise dos metabólitos de PAHs 

(ASMBC). A fim de avaliar a exatidão das análises, uma amostra controle era 

feita a cada placa analisada, sendo que a concentração de proteínas biliares 

encontrada para esta deveria estar em até 25% da média da concentração 

estabelecida a fim de considerar válidas as análises das amostras. 

Para verificar a contaminação, era analisada uma amostra de água 

destilada (branco), devendo esta conter, no final do experimento, uma 
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absorbância menor que 0,05. Para verificar a precisão analítica, foi feita uma 

amostra em duplicata, devendo os resultados das amostras ter uma diferença 

de até 30% entre suas concentrações. A curva analítica foi considerada aceita 

quando o coeficiente de correlação entre seus pontos (5 pontos) foi maior que 

0,990. 

Caso algum destes critérios não fosse encontrado, a placa era lida 

novamente no espectrofotômetro ou outra placa era preparada. 

 

 

3.6. Análise de enzimas 

As análises da atividade EROD nos fígados dos peixes coletados foram 

feitas segundo Hodson et al. (1991), com algumas adaptações. A Figura 3.12. 

mostra o fluxograma do método usado para análise da atividade enzimática. 

Aproximadamente 0,5 g das amostras de fígado foram descongeladas 

e maceradas em tampão (KCl-HEPES), mantendo a relação de 1 g de fígado 

para 4 mL de tampão, e colocado em uma centrífuga Eppendorf 5417R a 4000 

rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um tubo 

Eppendorf e centrifugado a 9.500 rpm por 30 minutos. Desta última 

centrifugação, 40 µL do sobrenadante (fração mitocondrial chamada de S-9) 

foram transferidos para um tubo Eppendorf, junto a 1920 µL de solução 

etoxiresorufina (7-ER/EROD) a 2 µM. A solução resultante foi incubada de 2 a 

3 minutos na temperatura de medição do espectrofotômetro Cintra 10e, 

misturando-se, em seguida, 40 µL de NADPH (25 mg.ml-1 em tampão de 

ressuspensão) para determinação da atividade enzimática. Por fim, registrou-

se a absorbância durante 3 minutos, sendo o resultado final gerado através da 

variação de absorbância em função do tempo da solução em um 

espectrofotômetro ajustado com comprimento de onda de 572 nm.  
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Figura 3.12.: Fluxograma do método usado para análi se da atividade EROD segundo 

Hodson et al. (1991). 

 

 

3.7. Amostra controle (BCC) 

As análises feitas no presente trabalho tiveram como amostra controle 

a ASMBC. Porém, como o volume desta amostra era limitada, houve a 

necessidade de se produzir outra amostra controle, com o intuito de dar 

continuidade a novos trabalhos no LabQOM. Para isto, foram coletados 97 

indivíduos da espécie Sphoeroides testudineus em Cananéia, Litoral Sul de 

São Paulo, com o auxílio do barco de pesquisa Velliger II da Universidade de 

São Paulo. 

A coleta destes indivíduos foi feita com uma rede de arrasto de fundo 

tipo OT (Otter Trawl) durante 5 minutos. Os animais, assim que capturados, 

eram selecionados conforme a espécie e o estado físico, sendo colocados em 

recipientes contendo água com aerador e transportados até a Base de 



 
 

 
 

53 

Pesquisas Oceanográficas “João de Paiva Carvalho”, do Instituto 

Oceanográfico da Universidade de São Paulo, em Cananéia. 

Dentre os peixes coletados, 28 indivíduos, com tamanhos variando de 

107 a 216 mm, foram usados para exposição controle, 33 indivíduos, com 

tamanhos variando de 84 a 226 mm, foram usados para exposição ao óleo, e 

36 indivíduos, com tamanhos variando de 158 a 254, tiveram sua bile coletada 

logo após a captura, não sendo expostos. Os 33 indivíduos usados para 

exposição ao óleo e os 28 indivíduos usados para a exposição controle foram 

aclimatados por 24 horas. Ambos tiveram exposição estática e com aerador, 

sendo sacrificados após 48 horas. A água usada nos tanques foi adquirida no 

canal de Cananéia em frente à base usada como apoio. Os indivíduos 

expostos ao óleo foram submetidos a uma concentração de 25 µg.L-1 de óleo 

bruto (Carmópolis) em um tanque com capacidade de 500 litros, e os 

indivíduos para exposição controle não foram submetidos à contaminação, 

permanecendo em um tanque separado com a mesma capacidade em volume. 

Nenhum indivíduo morreu durante a exposição. 

A bile dos peixes expostos, dos peixes não expostos e a dos peixes 

que tiveram sua bile coletada logo após a captura foram analisadas, sendo 40 

réplicas injetadas no sistema já estável e com a metodologia de análise 

definida. Como o valor de metabólitos presentes nos peixes expostos ficou alto, 

misturou-se esta amostra com as que continham bile dos peixes não expostos, 

homogeneizando a mistura e injetando 40 réplicas novamente. Foi utilizada 

como controle para estas análises a amostra ASMBC. As concentrações dos 

metabólitos obtidos ficaram na mesma ordem de grandeza que as 

concentrações da amostra controle da NOAA, sendo então esta aceita como 

controle. 

Como a amostra padrão foi feita com Baiacú exposto ao óleo 

Carmópolis em Cananéia, esta foi denominada BCC (Baiacú de Cananéia 

exposto ao óleo Carmópolis). Na Tabela 3.3. estão relacionadas as médias, os 

desvios padrões e os valores limites máximos e mínimos admitidos para cada 

grupo de metabólitos e para as proteínas medidas na amostra controle feita.  
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Tabela 3.3.: Média, desvio padrão e valores limites  máximo e mínimo admitidos para 

metabólitos de FEN, BaP e NAF (em µg.g -1 de bile) e de proteínas totais (em mg.mL -1), na 

amostra controle (BCC). 

 FEN BaP NAF Proteínas 

Média 88,62 2,58 456,67 10,0 

Desvio padrão  1,75 0,08 10,17 0,83 

Valor limite máximo  92,11 2,74 477,00 

 

11,7 

Valor limite mínimo  85,13 2,42 436,34 9,37 

 

  

Com o passar do tempo de uso do BCC, observou-se uma diferença na 

concentração dos metabólitos e das proteínas biliares. Esta diferença não foi 

devida à sensibilidade do equipamento, já que vários testes foram realizados a 

fim de encontrar o que deveria estar mudando os valores da amostra controle. 

Acredita-se que o que tenha ocorrido é uma degradação dos analitos de 

interesse através da interação destes com outros compostos também 

presentes na bile do S. testudineus, como, por exemplo, o veneno que esta 

espécie é capaz de produzir. Dessa forma, esta amostra não deverá ser usada 

para controle das análises, devendo ser feita outra com uma espécie diferente. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Biodisponibilidade dos PAHs na Baía de Santos 

Na Tabela 4.1. e na Figura 4.1. estão apresentadas as concentrações 

dos metabólitos de PAHs biliares totais e dos metabólitos de NAF, FEN e BaP 

encontrados nas diferentes espécies, locais e meses amostrados.  

 

Tabela 4.1: Concentração de metabólitos biliares de  PAHs totais (MT) e de metabólitos 

de NAF (Met. NAF), FEN (Met. FEN) e BaP (Met. BaP),  em µg.g -1 de bile, encontrados nas 

espécies estudadas na Baía de Santos (n= número de indivíduos usados na amostra; 

RO= Região Oeste; RC= Região Central; RL= Região Le ste). 

 

 
Mês n região MT Met. NAF Met. FEN Met. BaP 

12 RO 181 160 20,3 0,95 
Junho 

6 RC 144 130 14,2 0,47 

Agosto 13 RC 275 210 64,1 1,20 

Setembro 8 RC 69,5 63,0 6,03 0,52 

7 RO 436 410 25,2 0,88 
Outubro 

4 RL 195 180 15,2 0,41 

3 RO 190 180 10,2 0,29 

S
. r

as
tr

ife
r 

Novembro 
3 RL 65,5 60,0 5,34 0,18 

Julho 2 RC 96,8 86,1 10,1 0,76 

5 RO 148 130 18,2 0,85 
Setembro 

5 RC 79,5 63,2 16,3 0,52 

6 RO 350 330 19,1 0,58 
Outubro 

4 RC 399 380 19,2 0,41 

Novembro 3 RC 260 250 10,5 0,090 

M
. f

ur
ni

er
i 

Dezembro 3 RC 106 95,2 10,2 0,51 

Agosto 4 RC 96,1 90,0 5,83 0,26 

4 RO 295 280 15,2 0,31 
Outubro 

10 RC 245 230 15,7 0,29 

2 RC 88,4 84,3 4,35 0,11 

4 RC 129 120 8,43 0,45 N
. m

ic
ro

ps
 

Novembro 

2 RL 272 270 1,62 0,42 

143 130 13,1 0,39 1 
1 

RO 
252 220 31,3 0,80 

299 260 37,4 1,50 1 
1 RC 

589 500 86,2 3,30 

204 180 23,1 0,78 

Novembro 

1 
1 RL 

187 170 16,5 0,57 S
. t

es
tu

di
ne

us
 

Dezembro 1 RL 104 93,2 10,2 0,50 
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Figura 4.1.: Gráficos do tipo Box-and-whisker plots  obtidos para os MT, de NAF, FEN e 

BaP (em µg.g -1 de bile) encontrados nas amostras coletadas na Baí a de Santos. 

 

 

As concentrações de metabólitos totais encontradas na Baía de Santos 

são próximas às observadas em locais onde houve conhecida introdução de 

PAHs (Escartin & Porte, 1999 a, b, c; Silva et al, 2006). Silva et al. (2006), por 

exemplo, ao estudarem a contaminação destes compostos no Canal de São 

Sebastião, encontraram, em Cyclichthys spinosus e Prionotus nudigula, valores 
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de metabólitos totais que variaram de 96,36 a 283,10 e 273,29 a 525,28 µg.g-1 

de bile, respectivamente, afirmando que todos os indivíduos coletados 

apresentaram evidências de exposição aos PAHs. A concentração encontrada 

por Escartín & Porte (1999a) em Salmo truttas produzidos em fazendas onde, 

em princípio, não havia contaminação por PAHs foi de 1,4 µg.g-1 de bile. 

Embora as espécies estudadas na Baía de Santos sejam diferentes das 

estudadas por Escartin & Porte (1999a) e por Silva et al. (2006), a maioria das 

amostras coletadas nesta região obteve valores com ordens de grandeza 

próximas às encontradas no Canal de São Sebastião, ficando 47 a 121 vezes 

acima do valor encontrados nos S. truttas. 

Quanto aos metabólitos individuais, as concentrações de metabólitos 

de NAF encontradas por Escartin & Porte (1999a), em peixes coletados em 

lagos de altitude da Europa, variaram de 75 a 243 µg.g-1 de bile. Os locais 

estudados por estes autores são pertencentes a regiões remotas, sem fonte 

direta de contaminação. Os maiores valores foram encontrados para lagos 

alimentados por rios contaminados por PAHs e os menores valores para lagos 

cuja principal fonte de NAF é o transporte atmosférico. Já para regiões 

costeiras do Mediterrâneo, Escartin e Porte (1999b) encontraram, em Mullus 

barbatus e Serranus cabrilla, concentrações de metabólitos de NAF e BaP que 

variaram, respectivamente, de 15,4 a 378 e de 0,018 a 1,3  µg.g-1 de bile. 

McCain et al. (1990) encontraram, em Oncorhynchus tshawytscha coletados 

em estuários urbanos dos Estados Unidos, valores de concentração de 

metabólitos de BaP que variaram de 0,04 µg.g-1, para região de referência (Rio 

Nisqually), a 1,9 µg.g-1 de bile, para a região de maior contaminação 

(Duwamish Waterway - Seatle).  

Os valores encontrados de metabólitos de NAF na Baía de Santos 

ficaram superiores ou intermediários às concentrações encontradas por 

Escartin & Porte (1999a) e com a mesma ordem de grandeza das encontradas 

por Escartin & Porte (1999b). As concentrações de metabólitos de BaP da Baía 

de Santos ficaram superiores à da área de referência estudada por McCain et 

al. (1990) e Escartin & Porte (1999b), mas com ordens de grandeza próximas 

às encontradas em áreas contaminadas. 

Krahn et al. (1992), ao estudarem metabólitos de PAHs biliares em 

peixes coletados no Alasca após 1 ano do derrame do “Prince William” (41 
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milhões de litros de petróleo), encontraram concentrações que variaram de 44 

a 380 µg.g-1 de bile para metabólitos de FEN, e de 270 a 2600 µg.g-1 de bile 

para metabólitos de NAF. Krahn et al. (1986), ao analisarem peixes coletados 

no Rio Columbia, após um derrame de 640 mil litros de óleo, encontraram 200 

µg.g-1 de bile de metabólitos de NAF, 210 µg.g-1 de bile de metabólitos de FEN 

e 2,1 µg.g-1 de bile de metabólitos de BaP.  As concentrações obtidas na Baía 

de Santos estiveram, na sua maioria, abaixo das encontradas no Alasca. 

Quando comparadas com o Rio Columbia, os metabólitos de FEN, de BaP, e a 

maior parte das concentrações de metabóltios de NAF da Baía de Santos 

estiveram abaixo dos valores encontrados por Krahn et al. (1986). Por tratarem 

de derrames, as contaminações no Alasca e no Rio Columbia foram mais 

intensas e pontuais que a da Baía de Santos. Esta região apresenta 

introduções de PAHs provindas de atividades cotidianas, sendo portanto 

esperados níveis de metabólitos menores do que aqueles encontrados em 

regiões onde ocorrem derrames, como é o caso dos trabalhos realizados por 

Krahn et al. (1986, 1992). 

Silva et al. (2006), encontraram no Canal de São Sebastião, região 

portuária, valores médios de 290 ± 200; 18 ± 14 e 0,97 ± 1,9 µg.g-1 de bile para 

metabólitos de NAF, FEN e BaP respectivamente. Das amostras analisadas na 

Baía de Santos, algumas obtiveram concentrações maiores de metabólitos de 

FEN e menores de metabólitos de NAF quando comparadas com o Canal de 

São Sebastião. Esta diferença pode ser devida ao fato de que, no Canal de 

São Sebastião a maior fonte de PAHs é petrogênica (Medeiros & Bícego, 

2004b), enquanto que na Baía de Santos, além de fontes petrogênicas, há 

também introduções pirogênicas destes compostos (Medeiros & Bícego, 

2004a). PAHs provindos do petróleo tendem a ser mais leves que os provindos 

da queima (Baumard et al. 1998). Dessa forma, locais contaminados por fontes 

pirolíticas apresentarão maiores concentrações de metabólitos de BaP quando 

comparados com locais contaminados por fontes petrogênicas, que 

apresentarão maiores concentrações de metabólitos de NAF. A maioria das 

concentrações de metabólitos biliares da Baía de Santos apresentou valores 

que estavam intermediários ou superiores às médias obtidas por Silva et al. 

(2006). 
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4.2. Variação interespecífica, espacial e temporal dos metabólitos biliares 

Em estudos ambientais a amostragem é susceptível às condições do 

ambiente estudado. Fatores como as condições meteorológicas e a presença 

ou ausência do alvo a ser amostrado dificultam na elaboração de um 

planejamento adequado de coleta (número de amostras e replicatas, espécies 

a serem amostradas, etc). No presente trabalho, apesar do esforço de coleta, 

não foi possível obter todas as espécies alvo em todos os meses e áreas de 

abrangência do estudo. Isto dificultou a visualização da variação 

interespecífica, sazonal e espacial de contaminação. 

Como foram coletados poucos peixes da mesma espécie, não foi 

possível a replicata das amostras, dificultando a realização de cálculos 

estatísticos mais consistentes. Além disso, devido ao pequeno volume de bile 

de cada organismo, houve a necessidade de agrupar indivíduos de diferentes 

sexos, estágios de maturação e tamanhos, o que aumentou a variabilidade nas 

concentrações de metabólitos biliares. 

Desta forma, para averiguar as diferenças interespecíficas, sazonais e 

espaciais entre os níveis de metabólitos, foi usado o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis ANOVA, considerando o nível de significância de 95%. 

 

 

4.2.1. Variação entre as espécies estudadas 

A fim de verificar as diferenças interespecíficas nas concentrações de 

metabólitos, devido ao pequeno número de amostras, estas foram agrupadas 

somente por espécie, não considerando o local e o mês de coleta. Nas Figuras 

4.2., 4.3., 4.4. e 4.5. estão apresentados os gráficos do tipo box-and-whisker 

plots feitos para os metabólitos totais e para os metabólitos de NAF, de FEN e 

de BaP, encontrados nas amostras de S. rastrifers, M. furnieris, N. microps e S. 

testudineus. 
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Figura 4.2.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para os metabólitos totais (em µg.g -1 

de bile) encontrados nas espécies S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus 

coletadas na Baía de Santos. 

 

 

 
Figura 4.3.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para os metabólitos de NAF (em µg.g -1 

de bile) encontrados nas espécies S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus 

coletadas na Baía de Santos. 
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Figura 4.4.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para os metabólitos de FEN (em µg.g -1 

de bile) encontrados nas espécies S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus 

coletadas na Baía de Santos. 

 

 

 
Figura 4.5.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para os metabólitos de BaP (em µg.g -1 

de bile) encontrados nas espécies S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus 

coletadas na Baía de Santos. 
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Observa-se nestas Figuras que o perfil de distribuiçãos dos metabólitos 

totais é semelhante ao perfil dos metabólitos de NAF. Isso se deve ao fato de 

que os metabólitos biliares de NAF apresentam elevadas concentrações 

quando comparados com os de FEN e BaP, fazendo com que a concentração 

dos totais, que é a somatória dos individuais, seja pouco influenciada por estes.  

Estudos feitos usando metabólitos biliares como biomarcador, no geral 

encontram maiores concentrações de NAF, concentrações intermediárias de 

FEN e menores concentrações de BaP (Krahn et al., 1986, 1992; Escartin & 

Porte, 1999 a,b,c; Silva et al., 2006). Na Baía de Santos, a concentração de 

NAF é de 1 a 2 ordens de grandeza maior que a de FEN, e de 3 a 4 ordens de 

grandeza maior que a de BaP. Quanto maior a lipofilicidade e a hidrofobicidade 

de um composto aromático, menor é sua assimilação do ambiente e maior seu 

fator de bioconcentração (BFC) (Roubal et al, 1977, 1978; Korn & Rice, 1981), 

diminuindo a concentração de metabólitos. Como estes fatores aumentam com 

o peso molecular, compostos mais leves, como o NAF, tendem a ser menos 

lipofílicos e hidrofóbicos que compostos de peso molecular intermediário, como 

o FEN, que por sua vez é menos lipofílico e hidrofóbico que compostos mais 

pesados, como o BaP (Eisler, 1987). Dessa forma, as características químicas 

do NAF facilitam na assimilação deste composto e na sua metabolização, 

fazendo com que suas concentrações de metabólitos sejam maiores que as de 

FEN e que as de BaP, tendo este as menores concentrações. 

Após aplicar nos dados o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

ANOVA, observou-se que não houve variação significativa entre as espécies 

quanto à concentração de metabólitos de NAF e de metabólitos totais. A 

concentração dos metabólitos de FEN e BaP foi mais elevada na espécie S. 

testudineus e menor na espécie N. microps. Para as espécies S. rastrifer e M. 

furnieri estes dois metabólitos apresentaram concentrações intermediárias e 

sem variação significativa. 

A absorção dos contaminantes e a eficiência de metabolismo podem 

mudar entre as espécies (Escartin & Porte, 1999b). Fatores como hábito 

alimentar e habitat alteram o grau de exposição aos contaminantes, fazendo 

com que diferentes espécies apresentem diferentes concentrações de 

metabólitos em sua bile (Varanasi et al., 1989). Dentre as espécies estudadas 

na Baía de Santos todas são costeiras, de hábito demersal, encontradas em 
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fundo de lodo, areia e cascalho, com alimentação baseada em organismos 

bentônicos (Carvalho-Filho, 1992; Vasconselos-Filho et al., 1998; Figueiredo & 

Menezes, 2000; Crispino, 2001; Chiaverini, 2008), de forma que estes fatores 

não são responsáveis pelas diferenças nas concentrações encontradas. 

A assimilação de diferentes PAHs presentes no ambiente também pode 

ser afetada pela mobilidade dos indivíduos coletados (Escartin & Porte, 1999b). 

O S. testudineus apresenta baixa capacidade de natação. Seu contato com o 

sedimento é maior, aumentando a absorção de compostos de médio e alto 

peso molecular, como o caso do FEN e do BaP. Estes são mais hidrofóbicos 

que os compostos de baixo peso molecular (como o NAF), associando-se 

preferencialmente à matéria orgânica em suspensão e depositando-se no 

fundo (Porte & Albaigés, 1993). Portanto, uma vez que a exposição do S. 

testudineus aos compostos mais pesados é maior, maiores poderão ser as 

concentrações de metabólitos de FEN e BaP. O N. microps, ao contrário do S. 

testudineus, apresenta uma alta mobilidade e capacidade de natação. O 

contato desta espécie com o sedimento é menor, fazendo com que sua 

exposição ao FEN e ao BaP diminua. Além disso, esta espécie não é residente 

somente da Baía de Santos. O N. microps também é encontrado em regiões 

que apresentam menores introduções de contaminantes, como no caso da 

plataforma continental adjacente à Baixada Santista. 

A ausência de diferenças interespecíficas na concentração dos 

metabólitos de NAF está associada às características químicas do PAH em 

questão. O NAF apresenta maior solubilidade quando comparado com o FEN e 

o BaP (Eisler, 1987). Além disso, como já explicado anteriormente, por se tratar 

de um composto menos lipofílico, seu BFC é menor, o que aumenta o grau de 

metabolismo deste composto quando comparado aos outros (Varanasi et al., 

1989). Assim, as características do NAF facilitam sua assimilação e 

metabolização, fazendo com que as quatro espécies estudadas não 

apresentem diferenças significativas nas concentrações de seus metabólitos. 

 
 

 

 

4.2.2. Variação espacial 
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Para avaliar a variação espacial na concentração de metabólitos bilares 

de PAHs, as amostras foram agrupadas por local de coleta (RO, RC e RL), não 

considerando a espécie e o mês amostrado. Este procedimento foi adotado em 

função do número reduzido de amostras obtidas. Nas Figuras 4.6., 4.7., 4.8. e 

4.9. estão apresentados gráficos do tipo box-and-whisker plots feitos para os 

metabólitos totais, de NAF, FEN e BaP, encontrados nas diferentes áreas 

amostradas.  

 

 

 
Figura 4.6.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para as concentrações de metabólitos 

totais (em µg.g -1 de bile) encontradas nas RO, RC e RL. 
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Figura 4.7.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para as concentrações de metabólitos 

de NAF (em µg.g -1 de bile) encontradas nas RO, RC e RL. 

 

 

 

Figura 4.8.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para as concentrações de metabólitos 

de FEN (em µg.g -1 de bile) encontradas nas RO, RC e RL. 

 



 
 

 
 

66 

 
Figura 4.9.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para as concentrações de metabólitos 

de BaP (em µg.g -1 de bile) encontradas nas RO, RC e RL. 

 

 

Após aplicar nos dados o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

ANOVA, observou-se que não houve variação significativa dos metabólitos 

totais de NAF, FEN e BaP entre as áreas RO, RC e RL.  

Como as espécies analisadas são demersais, as concentrações de 

metabólitos podem estar relacionadas com a concentração de PAHs nos 

sedimentos. Na Tabela 4.2., estão apresentadas as concentrações de PAHs 

encontradas em  sedimentos coletados na Baía de Santos durante a época de 

amostragem das biles usadas no presente estudo. Tais resultados foram 

apresentados em relatório técnico do projeto ECOSAN  (“A influência do 

complexo estuarino da Baixada Santista sobre o ecossistema da plataforma 

continental adjacente”) entregue à Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Esatado de São Pualo (FAPESP).  
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Tabela 4.2.: Concentrações de Hidrocarbonetos Aromá ticos encontradas em amostras 

de sedimento da Baía de Santos (ng.g -1 peso seco). <L.D.M. = valores menores que o 

limite de detecção do método. PAHs totais = somatór ia dos NAF, FEN, BaP e seus 

compostos metilados. Pontos 1 e 6 correspondem à RL  – cor lilás; 2 e 5 à RC – cor 

verde;  3 e 4 à RO – cor azul. (Fonte: Relatório té cnico apresentado à FAPESP referente 

ao projeto ECOSAN - “A influência do complexo estua rino da Baixada Santista sobre o 

ecossistema da plataforma continental adjacente –  

PRONEX-CNPQ/FAPESP n o 03/09932-1). 

Compostos  #3 #4 #2 #5 #1 #6 

  RO RC RL 

Naftaleno < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M 

metil-naftaleno < L.D.M < L.D.M < L.D.M 1,06 1,18 < L.D.M 

dimetil-naftaleno  < L.D.M < L.D.M 1,30 2,91 4,21 < L.D.M 

trimetil-naftaleno  < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M < L.D.M 

Fenantreno 1,20 < L.D.M 6,35 10,26 7,56 1,71 

metil-fenantreno < L.D.M < L.D.M < L.D.M 11,1 < L.D.M < L.D.M 

benzo(a)pireno 2,11 < L.D.M 16,4 28,4 15,3 2,65 

PAHs totais 3,31 < L.D.M 24,1 53,7 28,3 4,36 

 

 

Observa-se que há diferenças de concentração de PAHs nos 

sedimentos. As maiores concentrações estão na RC, a RL apresenta 

concentrações intermediárias e a RO, menores concentrações. Dessa forma, 

os níveis de metabólitos biliares encontrados não estão associados aos PAHs 

presentes no sedimento onde os peixes foram amostrados. 

Como as espécies estudadas apresentam certa mobilidade, as 

concentrações de metabólitos encontradas nas amostras de bile não 

correspondem necessariamente às áreas específicas em que os peixes foram 

amostrados (RO, RC e RL). Porém, com exceção do N. microps que migra 

para fora da Baía de Santos, os peixes usados no presente estudo não saem 

da região. Dessa forma, embora as concentrações de metabólitos biliares 

encontradas não possam ser associadas a uma área específica da Baía de 

Santos, estas permitem avaliar se há biodisponibilidade de PAHs na região 

como um todo.  
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4.2.3. Variação temporal  

Para facilitar os cálculos estatíticos feitos na análise da variação 

temporal de metabólitos na Baía de Santos, as amostras foram reunidas em 3 

grupos: junho/julho/agosto (jun/jul/ago); setembro/outubro (set/out) e 

novembro/dezembro (nov/dez). Nas Figuras 4.10., 4.11. 4.12. e 4.13. estão 

apresentados gráficos do tipo box-and-whisker plots feitos para os metabólitos 

totais, de NAF, FEN e Bap, encontrados nas amostras de S. rastrifers, M. 

furnieris, N. microps e S. testudineus.  

 

 

 
Figura 410.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots para as concentrações de metabólitos 

totais (em µg.g -1 de bile) encontradas entre os meses de jun/jul/ago ; set/out; nov/dez. 
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Figura 4.11.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots  para as concentrações de 

metabólitos de NAF (em µg.g -1 de bile) encontradas entre os meses de jun/jul/ago ; 

set/out; nov/dez. 

 

 

 
Figura 4.12.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots  para as concentrações de 

metabólitos de FEN (em µg.g -1 de bile) encontradas entre os meses de jun/jul/ago ; 

set/out; nov/dez. 
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Figura 4.13.: Gráfico do tipo Box-and-whisker plots  para as concentrações de 

metabólitos de BaP (em µg.g -1 de bile) encontradas entre os meses de jun/jul/ago ; 

set/out; nov/dez. 

 

 

Após aplicar nos grupos o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

ANOVA, verificou-se que não houve variação significativa entre os meses para 

os metabólitos analisados. 

Sabe-se que um dos fatores que pode afetar no metabolismo dos 

PAHs são as características biológicas dos peixes amostrados (Varanasi et al., 

1989). Como houve a necessidade de se agrupar indivíduos de sexo, 

tamanhos, idades e estágios de maturação diferentes, estes fatores bióticos 

podem ter agido em conjunto, de modo que a variação temporal em função de 

períodos de reprodução, maturação, etc; foram mascarados. 

O metabolismo dos PAHs também está associado às diferenças 

sazonais de temperatura, aumentando em períodos quentes (verão), e 

diminuindo em períodos frios (inverno) (Eggens et al., 1996; Hylland et al., 

1996; Rotchell et al., 1999). A falta de diferenças na concentração dos 

metabólitos biliares ao longo dos meses estudados pode ser devida ao 

pequeno tempo de abrangência do estudo (junho a dezembro), avaliando 

somente os meses de inverno e primavera. As características climáticas da 
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região também podem ter influenciado, já que a Baía de Santos não apresenta 

variações de temperatura tão acentuadas ao longo do ano como em regiões 

temperadas, onde a grande parte dos estudos encontrados na literatura foi 

feita. 

 

 

4.3. Metabólitos de PAHs x proteínas biliares 

Na Tabela 4.3. estão apresentados os resultados obtidos de 

metabólitos totais de PAHs biliares, em µg.g-1 de bile, e as proteínas totais, em 

mg.mL-1, das amostras de S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus 

analisadas para a Baía de Santos.  

O status alimentar dos peixes pode afetar a concentração de 

metabólitos biliares, já que a presença de alimentos no tubo digestivo provoca 

a liberação de bile no intestino, aumentando o volume da vesícula entre as 

refeições e diminuindo após o peixe ter se alimentado (Richardson et al., 2004). 

Para comparar os resultados encontrados em peixes com diferentes condições 

alimentares, as proteínas biliares podem ser usadas como método de 

normalização (Collier & Varanasi, 1991; Brumley et al., 1998). Porém, o tipo e a 

quantidade de alimento consumido, o tempo de exposição, o sexo, a idade, etc; 

também contribuem na variabilidade da concentração de metabólitos biliares e 

estes fatores não são corrigidos pela normalização pelas proteínas (Ariese et 

al., 1997; Richardson et al., 2004; Vuorinem et al.; 2006). 

Para a normalização estar correta, o parâmetro usado (proteínas 

biliares) deve variar juntamente com o alvo estudado (metabólitos de PAHs 

biliares), fazendo com que haja a necessidade de se avaliar o procedimento 

através da correlação obtida entre a concentração de metabólitos e a de 

proteínas biliares (Silva et al.; 2006; Kamman, 2007). Caso não haja 

correlação, a necessidade da normalização se torna questionável, já que, 

estatisticamente, não há uma relação satisfatória entre as medidas. 

Nas Figuras 4.14., 4.15., 4.16. e 4.17. estão apresentadas as relações 

de Spearman entre as proteínas biliares e os metabólitos biliares totais 

calculadas para as espécies S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. 

testudineus, respectivamente.  
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Tabela 4.3.: Níveis de metabólitos totais (MT – som atória dos três metabólitos 

analisados) (em µg.g -1 de bile) e Proteínas biliares Totais (PT) (em mg.m L-1) encontrados 

nas amostras de S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. testudineus coletados na Baía de 

Santos.  

 Espécie Área MT PT 
Stellifer rastrifer RO 181 4,4 Junho 
Stellifer rastrifer RC 145 3,6 

Julho Micropogonia furnieri RC 97 3,6 
Nebris microps RC 96 2,9 Agosto 
Stellifer rastrifer RC 275 5,9 

Micropogonia furnieri RO 140 2,6 
Micropogonia furnieri RO 157 4 

Stellifer rastrifer RC 70 3,4 
Setembro 

Micropogonia furnieri RC 80 3,9 
Micropogonia furnieri RO 350 3,8 

Nebris microps RO 295 3,9 
Stellifer rastrifer RO 436 5,3 
Nebris microps RC 245 4,7 

Micropogonia furnieri RC 399 4,2 

Outubro 

Stellifer rastrifer RL 195 3,2 
Stellifer rastrifer RO 190 3,5 

Sphoeroides testudineus RO 143 2,2 
Sphoeroides testudineus RO 252 3,3 

Nebris microps RC 88 3,1 
Sphoeroides testudineus RC 299 3,6 
Sphoeroides testudineus RC 589 4,2 

Micropogonia furnieri RC 260 3,4 
Sphoeroides testudineus RL 203 3,1 
Sphoeroides testudineus RL 186 1,9 

Novembro 

Stellifer rastrifer RL 66 3,1 
Nebris microps RO 85 16 

Micropogonia furnieri RC 106 19 
Nebris microps RC 129 21 

Sphoeroides testudineus RL 104 1,3 

Dezembro 

Nebris microps RL 272 19 
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Figura 4.14.: Relação entre metabólitos de PAHs tot ais (µg.g -1 de bile) e as proteínas 

biliares totais (mg.mL -1) encontradas nos peixes da espécie S. rastrifer coletados na Baía 

de Santos. R 2=0,71; p=0,07. 

 

 

 
Figura 4.15.: Relação entre metabólitos de PAHs tot ais (µg.g -1 de bile) e as proteínas 

biliares totais (mg.mL -1) encontradas nos peixes da espécie M. furnieri coletados na Baía 

de Santos. R 2=0,071; p=0,886. 
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Figura 4.16.: Relação entre metabólitos de PAHs tot ais (µg.g -1 de bile) e as proteínas 

biliares totais (mg.mL -1) encontradas nos peixes da espécie N. microps coletados na 

Baía de Santos. R 2=0,37; p=0,47. 

 

 

 
Figura 4.17.: Relação entre metabólitos de PAHs tot ais (µg.g -1 de bile) e as proteínas 

biliares totais (mg.mL -1) encontradas nos peixes da espécie S. testudineus coletados na 

Baía de Santos. R 2=0,94; p=0,004. 

 

 

Somente a espécie S. testudineus apresentou correlação entre as duas 

variáveis. Para as demais espécies, as correlações mostraram que esta 

normalização não é uma boa ferramenta para ser aplicada às análises. 
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A maioria dos estudos de monitoramento realizados com metabólitos 

não apresenta correlações significativas entre estes e a concentração de 

proteína (International Council for the Exploration of the Sea, 2007).  Silva et al. 

(2006) encontraram uma correlação positiva entre estas duas variáveis para as 

espécies Porichthys porosissimus, porém esta correlação não foi observada 

para Prionotus nudigula e Cyclichthys spinosus, sendo sugerida a 

apresentação tanto dos resultados normalizados quanto dos não normalizados 

para comparação. Kammann (2007), estudando a normalização em Limanda 

limanda e Platichthys flesus, encontrou baixa correlação entre a concentração 

de metabólitos de PAHs dos peixes analisados e as proteínas biliares. 

Na tabela 4.4. estão apresentados os dados normalizados e não-

normalizados da espécie S. testudineus. Como houve uma correlação positiva 

entre estes (Figura 4.18), a normalização para esta espécie não vai promover 

uma variação significativa entre as razões dos resultados normalizados quando 

comparados com os não-normalizados. Richardson et al. (2004) e Vuorinem et 

al. (2006) também observaram que, quando a concentração de metabólitos é 

normalizada pelas proteínas, os resultados não variam muito, e as razões entre 

as concentrações de cada local continuam sendo próximas. 

 

 

Tabela 4.4.: Resultados de metabólitos biliares tot ais não normalizados (µg.g -1 de bile) e 

normalizados (µg.g -1 de proteínas biliares) para a espécie Sphoeroides testudineus. 

 não-normalizados normalizados 

143,39 68237,5 

251,8 78383 

298,5 84624,8 

589,3 145363,9 

203,78 68742,2 

186,57 101176,9 S
. t

es
tu

di
ne

us
 

103,5 8394,5 
 

 



 
 

 
 

76 

 

Figura 4.18.: Relação entre os resultados de metabó litos de PAHs biliares não 

normalizados (µg.g -1 de bile) e normalizados (µg.g -1 de proteínas biliares) para a espécie 

S. testudineus (R2>0,7 e P<0,05). 

 

 

Dessa forma, para a Baía de Santos foi optado pela discussão usando 

os dados não-normalizados (µg.g-1 de bile), facilitando na comparação dos 

valores para a espécie S. testudineus com os valores obtidos para S. rastrifer, 

M. furnieri e N. microps. 

Da mesma forma, como a maioria dos trabalhos encontrados na 

literatura não emprega esta técnica (Ariese et al., 1997; Escartin & Porte, 1999 

a,b,c; Budzinski et al, 2004; Yang, 2004; Silva et al., 2006; Johson-Restrepo, et 

al., 2008) a apresentação dos resultados em µg. g-1 de bile facilita na 

comparação dos valores de concentrações encontrados na Baía de Santos 

com os encontrados na literatura.  

 

 

4.4. Variação da atividade EROD e dos níveis de met abólitos biliares nas 
espécies estudadas 

Na Tabela 4.5. estão apresentados os resultados da atividade EROD 

(em pMol.min-1.mg-1 de proteína), de metabólitos de PAHs biliares totais (em 

µg.g-1 de bile) e as correlações de Spearman entre estas variáveis para as 

espécies de peixes coletados em outubro e novembro de 2005 na Baía de 

Santos.  
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Os metabólitos biliares e a atividade EROD obtiveram correlação 

positiva (R2>0,75; p<0,05) para as espécies S. rastrifer, M. furnieri e N. 

microps. Para a espécie S. testudineus esta correlação não foi observada.  

 

 

Tabela 4.5.: Atividade EROD (em pMol.min -1.mg -1 de proteína) e Metabólitos de PAHs 

totais biliares (em µg.g -1 de bile) obtidos para S. rastrifer, M. furnieri, N. microps e S. 

testudineus  analisados em outubro e novembro de 2005. R 2= correlação de Spearman; 

p= nível de significância. 

Espécie Atividade 
EROD * 

Metabólitos de 
PAHs Totais ** 

R2  p 

182 436   

254 436   

262 436   

37,2 65,5   

37,2 65,5   

Stellifer rastrifer 

71,6 190 0,93 0,0001 

62,9 350   

122 399   

129 399   

32,8 250   

32,2 260   

Micropogonia furnieri 

27,9 260 0,79 0,006 

25,8 296   

30,1 296   

26,2 235   

17,7 235   

15,3 88,4   

Nebris microps 

6,88 88,4 0,84 0,003 

101 589   

59,3 143   

15,6 252   

69,8 299   
Sphoeroides testudineus 

43,2 187 0,60 0,28 

* Resultados individuais de cada organismo amostrado; ** Resultado baseado no agrupamento 

de indivíduos. 

 

 

No geral, fatores que afetam o desempenho da atividade EROD afetam 

também a concentração dos metabólitos biliares, fazendo com que estes 

variem proporcionalmente (van Veld et al., 1990; Whyte et al., 2000). Porém, 
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diversos trabalhos encontraram falta de correlação entre os dois biomarcadores 

(Fuentes-Rios et al., 2006; Inzunza et al.; 2006; Pikkarainen; 2006). 

A ausência desta correlação para os S. testudineus da Baía de Santos 

pode ser devida diversos fatores. Esta espécie se diferencia das demais por 

ser representante da família dos Tetraodontidaes, enquanto que as outras três 

são representantes da família dos Sciaenidae, o que ocasiona uma 

diferenciação de metabolismo dos compostos. Além disso, a vesícula biliar do 

S. testudineus é visivelmente maior que a das outras espécies, havendo maior 

poder de estocagem dos metabólitos biliares antes de sua excreção. Assim, 

devido ao poder de acúmulo dos metabólitos ao longo do tempo, os resultados 

encontrados para estes são correspondentes a um período de exposição maior 

quando comparados com os valores de atividade EROD, que é associado a 

uma exposição mais recente.  

Os valores de atividade EROD para as quatro espécies no presente 

estudo variaram de 6,88 a 262 pMol.min-1.mg-1 de proteína com mediana de 

37,2 pMol.min-1.mg-1 de proteína e média de 72,2 ± 72,5 pMol.min-1.mg-1 de 

proteína. 

No Golfo da Bothnia, na Finlândia, foram feitas duas amostragens para 

análise da atividade EROD em peixes da região: uma entre 6,5 e 8 meses após 

um derrame de petróleo (250 toneladas de petróleo) e outra 10 meses após o 

mesmo derrame. Os valores encontrados da atividade EROD foram, 

respectivamente, 60 e 10 pMol.min-1.mg-1 de proteína para estes períodos, 

sendo estes resultados associados à presença de PAHs provindos do derrame 

(Lindstrom-Seppa, 1988). Pikkarainen (2006) observou que a atividade EROD 

em fêmeas de Perca fluviatilis do Mar Báltico, variou de 0,3 pMol.min-1.mg-1 de 

proteína, para os locais menos contaminados, a 13,7 pMol.min-1.mg-1 de 

proteína, para os mais contaminados, e relacionou os valores encontrados às 

concentrações elevadas de PAHs nestes ambientes. Estudo realizado por 

Ramsak et al. (2007), com Gobius niger coletados ao longo da costa da 

Eslovênia, apresentou valores que variaram de 38 pMol.min-1.mg-1 de proteína, 

na primavera (período de reprodução da espécie), em áreas não 

contaminadas, e valores que chegaram a 124  pMol.min-1.mg-1 de proteína para 

áreas contaminadas. Já no inverno, os valores variaram de 49 a 166,7 

pMol.min-1.mg-1 de proteína. 
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Quando comparados às regiões da Bothnia e do Mar Báltico, os 

resultados da Baía de Santos apresentaram os mesmos níveis de 

concentração de atividade EROD encontradas em áreas contaminadas por 

PAHs. Já, quando comparados com os valores obtidos para a Eslovênia, a 

Baía de Santos apresentou a maioria de seus resultados com ordens de 

grandeza menores que os encontrados em áreas contaminadas dessa região. 

A atividade EROD nos peixes tem relação com a temperatura ambiente 

(Galgani et al., 1992). Como dito anteriormente, a maioria dos estudos 

encontrados na literatura foi feita em regiões temperadas, e a Baixada Santista 

possui um clima sub-tropical. É necessário cuidado quando se comparam duas 

regiões geograficamente distintas, já que nem sempre a atividade metabólica 

dos organismos amostrados nestas regiões será semelhante. 

As diferenças interespecíficas no metabolismo dos PAHs também 

devem ser consideradas, já que as espécies usadas na literatura e as usadas 

na Baía de Santos não são as mesmas, o que pode dificultar a comparação 

entre elas.  

Outro fator que pode afetar a atividade EROD é a presença de outros 

contaminantes no meio (Shalaija et al., 2006). Compostos como PCBs, 

pesticidas, dioxinas/furanos, podem ocasionar um efeito sinérgico sobre as 

MFOs (Stegeman & Lech, 1991; Barra et al., 2001; Inzunza et al.; 2006; 

Pikkarainen, 2006; Shalaija et al, 2006). A Baía de Santos é contaminada por 

outros compostos (Magalhães, 2005), o que pode estar mascarando os 

resultados da atividade EROD e dificultando a comparação dos valores 

encontrados na região com os resultados da literatura. 

Mesmo assim, o uso concomitante da atividade EROD e dos 

metabólitos biliares como biomarcadores, e a forte correlação entre estes para 

a maioria das espécies usadas, faz com que a evidência da biodisponibilidade 

dos PAHs na Baía de Santos seja maior. Dessa forma a atividade EROD 

confirma os resultados obtidos de metabólitos biliares, mostrando que para a 

região, há presença de PAHs, sendo que, para a maioria dos indivíduos 

estudados, estes compostos estão biodisponíveis. 
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5. CONCLUSÕES 

O método de análise de metabólitos de PAHs biliares através do uso 

do HPLC/F foi implementado, sendo feitas todas as adaptações necessárias 

para seu uso no LabQOM. Esta se mostrou uma técnica rápida e eficiente para 

avaliação da biodisponibilidade de PAHs. 

A presença de metabólitos biliares nas amostras coletadas mostrou 

evidências da biodisponibilidade de PAHs na Baía de Santos para as espécies 

estudadas. Os resultados apresentaram ordem de grandeza próxima às 

regiões contaminadas e foram maiores que regiões sem introdução direta 

destes compstos.  

Não houve diferenças significativas entre os metabólitos biliares totais 

e de NAF nas espécies estudadas (Stellifer rastrifer, Micropogonia furnieri, 

Nebris microps e Sphoeroides testudineus). A capacidade de locomoção dos 

indivíduos fez com que os níveis de metabólitos de FEN e BaP fossem 

menores para a espécie N. microps, espécie mais ativa, e maiores para a S. 

testudineus, espécie menos ativa. Concentrações intermediárias e sem 

diferença significativa foram encontradas para as espécies S. rastrifer e o M. 

furnieri.  

Não houve diferenças nas concentrações de metabólitos entre os 

locais de coleta devido à mobilidade dos peixes estudados, indicando que a 

região onde estes são amostrados não corresponde necessariamente ao local 

onde houve a assimilação do PAH metabolizado. 

Não houve diferenças significativas nas concentrações de metabólitos 

biliares em função dos meses coletados. Tal fato pode estar associado à alta 

variabilidade das amostras, já que indivíduos de diferentes sexo, estágio de 

maturação, etc; foram amostrados juntos. 

Houve correlação entre metabólitos biliares e atividade EROD para S. 

rastrifer, M. furnieri e N. microps, porém não houve tal correlação para a S. 

testudineus.  

A biodisponibilidade de PAHs observada na Baía de Santos através 

dos metabólitos biliares foi confirmada pela atividade EROD. 
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