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As nuvens mudam sempre deposzgao, mas sao sempre nuvens no ceu.

Assim devemos ser todo dia, mutantes, porém leais com o que pensamos e sonhamos,
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Lembre-se, tudo se desmancha no ar, menos os pensamentos.

Paulo Baleki
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RESUMO

AZEVEDO, Taiza dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019.
Remocio de desreguladores enddcrinos em agua de abastecimento. Orientadora: Ann
Honor Mounteer. Coorientadora: Renata de Oliveira Pereira.

Desreguladores enddcrinos (DE) sdo substancias que possuem a capacidade de imitar ou
bloquear os hormonios naturais, gerando respostas ou estimulos indesejaveis a saide humana
e, por esse motivo, estudos sobre tratamentos de 4gua que removam esses compostos tornam-
se relevantes. Dentre essas susbtancias, podem-se destacar os hormodnios e os subprodutos da
degradacdo de surfactantes, que estdo presentes nos efluentes domésticos e ndo sao
eficientemente removidos nas estacdes de tratamento de esgoto. Nesse contexto, foi realizado
um estudo sobre o estado da arte da eficiéncia de remogao dos hormoénios estrona (E1), 17B3-
estradiol (E2), estriol (E3) e 17a-etinilestradiol (EE2) por diferentes tecnologias de tratamento.
Além disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar experimentalmente a eficiéncia de
remocao da atividade estrogénica dos hormonios E1 e E2 via cloragdo em condigdes de doses
de cloro e tempo de contato usualmente utilizados. Em uma segunda etapa experimental, o
estudo avaliou a remog¢do da atividade estrogénica da combinagcdo dos hormonios naturais
estrona e 17f-estradiol, do hormonio sintético etinilestradiol e do subproduto da degradagdo de
surfactantes nonilfenol (NP) em concentracdes proximas as identificadas no ambiente por meio
dos processos de desinfeccdo cloracdo e fotolise, utilizando-se condi¢des de operagdo
aplicaveis nas estacoes de tratamento de dgua. A andlise da atividade estrogénica foi realizada
a partir do ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen, que utiliza uma linhagem de levedura
modificada que reage com estrogénios, sendo possivel a sua identifica¢do. Os processos foto-
Fenton, UV/H,0,, UV/TiO2 ¢ ozonizagdao foram eficientes na remoc¢ao dos hormdnios, mas
devido ao elevado tempo de contato e a possibilidade de toxicidade do TiO, destaca-se a
ozonizagdo. Ademais, mais estudos devem ser realizados, principalmente para o estriol, que
apresentou poucos estudos e baixa remoc¢do na maioria dos tratamentos. Os resultados do
experimento indicaram o potencial da oxida¢ao com cloro na remog¢ao da atividade estrogénica,
alcancando valores superiores a 99%, mesmo em condi¢des de concentracdes de desreguladores
endécrinos na ordem de ng. L™!. Foi obtida remogdo de 98,5% da atividade estrogénica do E1
para dose de cloro igual a 5 mg. L' e tempo de contato de 1 minuto, enquanto, para o E2, foi
obtida remocao de 99,5% com a mesma dose de cloro e tempo de contato de 30 minutos.
Anadlises estatisticas indicaram que as variaveis dose de cloro e tempo de contato foram

significativas na remocao da atividade estrogénica de ambos os hormonios € que nao houve



variagdo na eficiéncia deste tratamento ao aumentar a concentracdo do E2 em dez vezes. Além
disso, ambos os processos de desinfeccdo foram capazes de remover a atividade estrogénica
das combinagdes propostas. A remocao da atividade estrogénica atingiu valores de até 99,7%
para a cloragdo empregando-se dose de cloro igual a 2,75 mg L' e 30 minutos de tempo de
contato. Para a fotélise, essa remocao foi superior a 99,9% aplicando-se dose de 186 mJ.cm™.
Andlises estatisticas indicaram que ndo houve diferenca significativa entre as combinagdes

estudadas para os tratamentos.
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ABSTRACT

AZEVEDQO, Taiza dos Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Removal endocrine disruptors in driking water. Adviser: Ann Honor Mounteer. Co-adviser:
Renata de Oliveira Pereira.

Endocrine disruptors (ED) are substances that have the ability to mimic or block natural
hormones, thereby generating undesirable responses to human health, turning research on water
treatments that remove these hormones efficiently highly relevant. Among these, hormones and
surfactants subproducts stand out since they are continuously present in domestic effluents and
are not efficiently removed in wastewater treatment plants. In this context, a study was carried
out on the state of art of removal efficiency of the hormones E1, E2, E3 and EE2 in different
treatment processes. Besides that, the present study evaluated efficiency of estrogenic activity
removal of estrone (E1) and 17-estradiol (E2) hormones via chlorination, under conditions
typically used in the disinfection stage of water treatment plants. In a second experimental
phase, this study evaluate estrogenic activity removal of natural hormones estrone and 17f-
estradiol, synthetic hormone ethinylestradiol and nonylphenol (NP) surfactant subproduct
mixture at concentrations close to those identified in surface waters by chlorination and
photolysis disinfection processes, using operating conditions applicable in water treatment
plants. Estrogenic activity was quantified using the Yeast Estrogen Screen assay using a
modified yeast that reacts with estrogens, bein possible to identify them. Photo-Fenton,
UV/H>O,, UV/TiO; and ozonation treatments are the most efficient for removal of these
compounds, but the elevated contact time in the photocatalytic processes as well as the
possibility of TiO; toxicity, ozonation is preferred. However, more studies should be
performed, especially for estriol, reported in only a few studies and for which low removal
efficiencies were reported for most treatments. The results indicated the potential for estrogenic
activity removal by chlorine oxidation, with greater than 99% removal, even at initial endocrine
disrupter concentrations on the order of ng. L'!. Ata 5 mg. L'! chlorine dose and 1 min contact
time, 98.5% removal of the estrogenic activity of E1 was obtained, while for E2, 99.5% removal
was obtained at the same dose and a contact time of 30 minutes. Statistical analysis indicated
that increasing chlorine dose and time of contact significantly increased removal of estrogenic
activity of both hormones and that there was no improvement in the efficiency chlorination

when concentration of E2 was increased ten-fold. Furthermore, both desinfection processes
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could remove the estrogenic activity of the mixtures tested. Removals reached values of up to
99,7% for chlorination using a chlorine dose of 2,75 mg L' and 30 minutes contact time.
Removal was greater than 99,9% for photolysis at a dose of 186 mJ.cm™. Statistical analyses
indicated that there was no significant difference in removal efficiencies between treatments

for the combinations studied.



1. INTRODUCAO GERAL

O estudo de micropoluentes tem se intensificado ao longo dos anos devido ao
aprimoramento de técnicas de identificacdo e quantificagdo, que atualmente permitem sua
deteccao em baixas concentragdes, na ordem de pg a ng por litro, € ao seu potencial efeito
adverso a saude humana, além de impactos no meio ambiente (ADEEL et al., 2017; BOGER
et al., 2015; BORNMAN et al., 2017; ROY et al., 2009; SILVA et al., 2012). Dentre esses
compostos, destacam-se os desreguladores enddcrinos (DE), que sdo substancias capazes de
imitar os hormonios naturais, gerando respostas ou estimulos indesejaveis (USEPA, 2017),
geralmente encontrados no ambiente em baixas concentrag¢des, da ordem de ng L.

Estudos indicam que mesmo nessas concentragdes, essas substancias podem causar
interferéncia na reprodu¢do, aumento do risco de cancer, perturbacdo do sistema nervoso e
imunologico, alteragdes no sistema enddcrino, reducao da quantidade de esperma, aumento da
incidéncia de doencas cardiovasculares e desequilibrio ecoldogico em ambientes aquaticos
(COLBORN et al., 1993; SAFE, 2000; JOBLING et al., 2006; LOPES, 2007; ROMANTI et al.,
2014; AVAR et al.,2016; GALLO et al., 2016; SWEENEY et al., 2016; SHEIKH et al., 2016;
SHEIKH et al., 2017; ADEEL et al., 2017; VILELA et al., 2018).

Essa classe abrange substancias variadas, como hormonios naturais e sintéticos,
surfactantes e pesticidas (DEBORDE et al., 2005; ESTRADA-ARRIAGA e MIJAYLOVA,
2010). E valido ressaltar a relevancia dos horménios naturais estrona (E1), 17p-estradiol (E2)
e estriol (E3), importantes para a manutengao da reprodugao das células dos seios, da pele, do
cérebro, desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais femininas e a reproducgdo, o
horménio sintético 17a-etinilestradiol (EE2), que ¢ amplamente utilizado em contraceptivos
orais e tratamentos hormonais € o 4-n-nonilfenol (NP), subproduto da degradacdo dos
surfactantes (SOLE et al., 2000; LAGANA et al., 2004; BILA e DEZOTTI, 2007).

Esses compostos sdo continuamente identificados nos efluentes domésticos e, por nao
serem completamente removidos nas estacdes de tratamento de esgoto (ETE) que empregam
tecnologias convencionais, podem ser identificados em aguas superficiais (CUNHA et al.,
2017). Por isso, ¢ importante que sejam removidos nas estacdes de tratamento de agua, para
que ndo entrem em contato com o publico. Nas estacoes de tratamento de agua (ETA), as etapas
de clarificag¢do ndo sdo eficientes na remocao de desreguladores enddcrinos e, por esse motivo,
¢ na etapa da desinfeccdo que podera ocorrer a degradacdo destes compostos (CHEN et al.,

2007; WESTERHOFF et al., 2005; LIMA et al., 2014). Desta forma, ¢ importante investir em



pesquisas que avaliem a remocdo destes compostos em ETA, minimizando os riscos da
exposi¢cdo ao homem e do meio ambiente.

Durante a etapa de desinfec¢do esses compostos podem ser removidos, dependendo da
tecnologia utilizada e das condig¢des de operagao empregadas, merecendo destaque a cloragao,
amplamente utilizada no Brasil, e a fotolise, que apresenta custo inferior as demais tecnologias
de tratamento de agua. De acordo com a literatura, ambas apresentam potencial de remocao dos
DE, porém, estudos que avaliem a remog¢ao de misturas desses compostos em condi¢des técnica
e economicamente aplicaveis devem ser realizados (ALUM et al., 2004; COLEMAN et al.,
2004; WESTERHOFF et al., 2005; ROLLOF, 2007; FONSECA et al., 2011; PEREIRA et al.,
2011; SCHENCK et al., 2012; SARKAR et al., 2014).

Metodologias para identificar essas substancias em baixas concentracdes foram
desenvolvidas apenas nas Gltimas décadas, justificando o fato desta preocupagao ser emergente.
Entre os métodos existentes, ¢ possivel ressaltar as analises quimicas, os ensaios in vitro € 0s
ensaios in vivo, sendo este Ultimo fundamental para caracterizar efeitos bioldgicos potenciais
(BILA, 2005). Os ensaios in vitro avaliam a atividade estrogénica por meio de mecanismos de
acdo que elucidam respostas, como os ensaios de proliferagao celular. Assim, atenta-se para a
utilizacdo do Ensaio YES (Yeast Estrogen Screen), que utiliza uma linhagem da levedura
Saccharomyces cerevisiae para identificar compostos estrogénicos (ROUTLEDGER &
SUMPTER, 1996). Esse ensaio apresenta alta especificidade e sensibilidade para a detec¢do de
substancias estrogénicas, identificando sinergicamente os compostos com essa atividade
(BILA, 2005).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo: 1) realizar uma revisdo bibliografica,
visando identificar a remog¢do de E1, E2, E3 e EE2 por meio das tecnologias de tratamento de
agua disponiveis, destacando as remogdes alcancadas e suas condigdes de operacao, além de
identificar vantagens e desvantagens de cada tecnologia; ii) avaliar a eficiéncia de remogao da
atividade estrogénica, utilizando o ensaio YES, dos compostos E1 ¢ E2 em concentra¢des
baixas por meio da cloracdo, com doses de cloro e tempo de contato usualmente utilizados em
estacdes de tratamento de dgua; iii) avaliar a remog¢ao da atividade estrogé€nica causada por
misturas das substancias E1, E2, EE2 e NP por meio da cloragao e da fotolise, na busca de

identificar condi¢des 6timas em que estas seriam removidas completamente.



CAPITULO 1. PANORAMA DA REMOCAO DE DESREGULADORES
ENDOCRINOS NO TRATAMENTO DE AGUA

RESUMO

Desreguladores endocrinos sao compostos que interferem no sistema enddcrino, mesmo em
baixas concentracdes. Dentre estes compostos, podem-se destacar os hormonios, que estao
presentes nos efluentes domésticos e ndo sdo eficientemente removidos nas estagdes de
tratamento de esgoto (ETE). Dessa forma, as principais fontes de captacdo de dgua para
consumo humano estdo sujeitas a contaminacao. Por esse motivo, estudos sobre tratamentos da
agua que removam esses hormonios tornam-se relevantes. Nesse contexto, este artigo avalia a
eficiéncia de remogdao dos hormoénios El, E2, E3 e EE2 por diferentes tecnologias de
tratamento. Os processos foto-Fenton, UV/H202, UV/TiO2 e ozonizagdo sdo eficientes na
remogao, mas devido ao elevado tempo de contato ¢ a possibilidade de toxicidade do TiO»,
destaca-se a ozonizacdo. Ademais, mais estudos devem ser realizados, principalmente para o
estriol, que apresentou poucos estudos e baixa remogao na maioria dos tratamentos.

Palavras-chave: Hormonios; microcontaminantes; estrona; 17f-estradiol; estriol; 17a-

etinilestradiol; tratamento de agua.



ABSTRACT

Endocrine disruptors are compounds that even at low concentrations interfere with the
endocrine system. Hormones are highlighted among these because they are present in domestic
wastewaters and are not efficiently removed in STP. Therefore, because main water sources are
subject to contamination, research on water treatments that remove these hormones efficiently
is highly relevant. In this context, the study analyses the removal efficiency of the hormones
El, E2, E3 and EE2 in different treatment processes. Photo-Fenton, UV/H,O», UV/TiO; and
ozonation treatments are the most efficient for removal of these compounds, but ozonation is
preferred because of the elevated contact time in the photocatalytic processes as well as the
possibility of TiO» toxicity. However, more studies should be performed, especially for estriol,
reported in only a few studies and for which low removal efficiencies were reported for most
treatments.

Keywords: Hormones; microcontaminants; estrone; 17p-estradiol; estriol; 17a-

ethinylestradiol; water treatment.



1. INTRODUCAO

Desreguladores enddcrinos (DE) sdo compostos quimicos geralmente encontrados no
ambiente em baixas concentracdes, da ordem de ng L!. Estudos indicam que mesmo nessas
concentragdes, podem trazer prejuizos ao ambiente aquatico. Nessas concentragdes, sao
capazes de promover alteragdes no sistema endodcrino e causar efeitos adversos, como a
interferéncia na reprodu¢do, reducdo da quantidade de esperma, aumento da incidéncia de
doengas cardiovasculares e do risco de cancer e perturbagdo do sistema nervoso e imunologico
(ADEEL et al., 2017). Por esse motivo, 0 seu monitoramento € remo¢ao sao essenciais para
preservar a saude. Dentre esses DE, destacam-se os estrogénios naturais e sintéticos, que sao
excretados diariamente na urina humana e de animais de sangue quente e por esse motivo estao
presentes no esgoto doméstico (CUNHA et al., 2017). Considerando que esses compostos ndo
sao eficientemente removidos em estacoes de tratamento de esgoto (ETE) que utilizam sistemas
convencionais de tratamento, podem atingir ambientes aquaticos, possibilitando sua
contamina¢do (BRANDT, 2012). Dessa forma, as principais fontes de captagdo de dgua para
consumo humano podem estar sujeitas a contamina¢do por hormonios, uma vez que sao
continuamente introduzidos no meio ambiente (GROVER et al., 2011).

Outros problemas inerentes aos DE € que sua identificagdo e quantificagao sao dificeis,
laboriosas e de elevado custo, o que dificulta seu monitoramento, ¢ ndo ha diretrizes ou
regulamentagdes que estabelecam limites de langcamento para essas substincias no Brasil.
Apesar disso, o seu monitoramento tem sido realizado em diversos paises em aguas superficiais,
subterraneas e estuarinas, afluentes e efluentes de ETE e em dgua potavel (CUNHA et al., 2017,
RESENDE et al., 2017).

Estrona (El), 17pB-estradiol (E2) e estriol (E3) sdo substancias naturais,
predominantemente hormonios femininos, importantes para a manutengao da reproducado das
células dos seios, da pele e do cérebro. O E2 ¢ responsavel pelo desenvolvimento das
caracteristicas secundarias sexuais femininas e a reproducao. O El e o E3, por sua vez, sdo
metabolitos naturais do E2. O E1 ¢ um ingrediente ativo de um estrogénio usado no tratamento
de reposi¢ao hormonal e o E3 ¢ o principal estrogénio encontrado na urina de gestantes. O 17a-
etinilestradiol (EE2) ¢ um estrogénio sintético, amplamente utilizado como contraceptivo oral
(BILA e DEZOTTI, 2007).

Nas estacdes de tratamento de agua (ETA), as etapas de clarificacdo ndo sdo eficientes
na remocdo de desreguladores endocrinos e, por esse motivo, € na etapa da desinfeccdo que

poderé ocorrer a degradacao destes compostos (CHEN et al., 2007). Desta forma, ¢ importante



investir em pesquisas que avaliem a ocorréncia desses compostos nos manancias e,
posteriormente, que avaliem a remog¢ao destes compostos em ETA, minimizando os riscos da
exposicao ao homem e ao meio ambiente.

Diante do exposto, esta revisdo bibliografica visa compilar a remocao de E1, E2, E3 e
EE2 por meio das tecnologias de tratamento de dgua disponiveis, destacando as remocdes
alcangadas e suas condi¢des de operagdo, além de identificar vantagens e desvantagens de cada
tecnologia. Dessa maneira, o estudo pretende auxiliar na tomada de decisdo para que essas
alternativas sejam exploradas nas estacdes de tratamento de agua ja existentes, preservando a

saude da populacao.
2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS COMPOSTOS AVALIADOS

As caracteristicas fisico-quimicas dos hormoénios estudados (Tabela 1) sao fundamentais
para o entendimento da eficiéncia de remog¢do nos diversos processos de tratamento. Os
compostos estudados apresentam elevada massa molar e moderada solubilidade em &gua.
Todavia, deve-se considerar que a excre¢do ocorre majoritariamente na forma conjugada com
glicuronideos, sulfatos e aminoacidos, o que ocasiona o aumento da sua solubilidade
(D’ASCENZO et al., 2003). Entretanto, estudos apontam a presenga da forma livre desses
compostos em diversas matrizes ambientais, inclusive em aguas superficiais e subterraneas
(RESENDE et al., 2017). Isso ocorre devido ao processo natural de desconjugacdo que
acontece, possivelmente, devido a atuagdo da enzima -glicuronidase produzida pela bactéria

Echerichia coli (D’ASCENZO et al., 2003).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos estrogénios estudados.

Foérmula Massa Molar Solubilidade
Composto Molecular (g.mol ") em agua Log Kow® pKa®
(mg.L'")
Estrona Ci1sH» 0, 270,4 13 3,13 10,5
1713-Estradiol Ci13H240; 272.,4 3,6 4,01 10,4
Estriol CisH2403 288.4 441 2,45 10,4
170-Etinilestradiol C10H240, 296,4 11 3,67 10,4

*Coeficiente de parti¢do octanol/agua; *Constante de dissocia¢io acida. Fonte: LIU et al. (2009).

Outro importante parametro € o coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow), a relacao
entre as concentragdes de um composto em agua e octanol em condigdes de equilibrio a uma
dada temperatura. Esse coeficiente ¢ utilizado para identificar se um composto ¢ hidrofobico
ou hidrofilico e prever sua sor¢ao em sélidos. De acordo com os dados na Tabela 1, percebe-se
que os estrogénios estudados sdo hidrofobicos, sendo prioritariamente adsorvidos em

sedimentos e particulas (LAI et al., 2000). Entretanto, ¢ valido ressaltar a diferenca existente



entre o estriol e os demais hormodnios. A maior solubilidade e menor coeficiente de particao
desse composto demonstram sua menor hidrofobicidade, que pode influenciar seu

comportamento durante os tratamentos.
3. REMOCAO DOS DESREGULADORES ENDOCRINOS

Verifica-se que os DE vém sendo identificados em aguas superficiais, que constituem a
principal fonte de captacdo de dgua para abastecimento humano (CUNHA et al.,, 2017; LIMA
et al., 2017). Por esse motivo, se fazem necessarios estudos sobre a remocao desses
microcontaminantes durante o tratamento de dgua. Esta revisao se baseia na analise de artigos
cientificos publicados em bases cientificas, além de dissertagdes de mestrado e teses de
doutorado devido ao pequeno numero de estudos identificados, entre os anos de 2002 e 2018,
totalizando 69 pesquisas. As medianas de remogao obtida para cada hormonio em cada processo
de tratamento foram comparadas por meio do teste estatistico de Kruskal-Wallis. Além disso,
foram comparadas as remogdes obtidas na fotdlise com e sem adig@o dos catalisadores dioxido
de titdnio ou peroxido de hidrogénio pelo teste de Mann-Whitney. Todas as comparagdes foram

realizadas a um nivel de significancia de 5%.

3.1 Clarificacao (coagulacao/floculacio/sedimentacio)

Nos estudos analisados, a mediana de remocao na clarificacao foi de 10%, 14,5%, 20,0%
e 20,5% para EE2, E1, E2 e E3, respectivamente (Tabela 2), sem diferenca significativa entre
compostos (oo = 0,05; p = 0,776). Ao considerar os estudos que ndo possuem carvao ativado
associado ao uso de coagulantes, as medianas de remog¢ao diminuem para 1,8% (EE2), 4,3%
(E2), 10,9% (E3) e 14,5% (E1), confirmando a ineficiéncia da etapa de clarificacdo na remog¢ao
dos hormonios supracitados. Adicionalmente, constata-se que a inclusdo de carvao ativado em
p6 (CAP) a etapa de coagulagdo, apesar de aumentar a remoc¢ao dos DE estudados, ndo ¢ capaz
de alcangar elevadas remogdes. A remog¢ao maxima na etapa de clarificagao, 77% para o 17-3-
estradiol, foi obtida pela combinagao de sulfato de aluminio e CAP em elevadas concentracdes
(Schenck et al., 2012).

Outro trabalho que se destaca em relacdo aos demais € o elaborado por Chen et al.
(2007), que obtiveram 57% de remocao do E2 utilizando sulfato de aluminio. Nesse caso, a
eficiéncia pode ser explicada pela matriz utilizada no estudo, dgua desionizada (Milli-Q),

enquanto os outros autores utilizaram agua natural superficial. Dessa maneira, percebe-se que



em matrizes reais, contendo sélidos suspensos e dissolvidos interferentes, a eficiéncia de

remocao diminui.

Composto Rezzl/(:;; Ao (ng"; 1 Coagulante Dose (z;)ncg(]);g)ulante Referéncia
5 10-250 ALY 6,3 Westerhoff et al. (2010)
- 6 10-250 Fe3* 13,1 Westerhoff et al. (2010)
23 7640 Al(S04)3 38 Lima et al. (2014)
37 100 Al(SO4)3 5 Chen et al. (2007)
0 10-250 Fe’t 13,1 Westerhoff et al. (2010)
2 10-250 ALY 6,3 Westerhoff et al. (2010)
11 8780 Al>(S04)3 38 Lima et al. (2014)
B2 29 500 FeCl; + CAP** 20+ 10 Schenck et al. (2012)
52 100 Al(SO4)3 5 Chen et al. (2007)
48 500 Al (SO4)3+ CAP 20+ 10 Schenck et al. (2012)
74 500 Al(SOg4)5+ CAP 10+10 Schenck et al. (2012)
77 500 FeCl; + CAP 10+ 10 Schenck et al. (2012)
18 6570 Al>(S04)3 38 Lima et al. (2014)
3 23 500 FeCl; + CAP 30+10 Schenck et al. (2012)
27 100 Al(S04)3 5 Chen et al. (2007)
30 500 Al (SO4)3+ CAP 20+ 10 Schenck et al. (2012)
10-250 AT 6,3 Westerhoff et al. (2010)
10-250 Fe’t 13,1 Westerhoff et al. (2010)
6 10-250 Fe’t 13,1 Westerhoff et al. (2010)
17 100 Al>(S04)3 5 Chen et al. (2007)
EE2 22 8230 Al(SO4)3 38 Lima et al. (2014)
23 7640 Al(S04)3 38 Lima et al. (2014)
27 100 Al(S04)3 5 Chen et al. (2007)
37 100 Al>(SO4)3 5 Chen et al. (2007)
59 500 Al(SO4)s+ CAP 10+10 Schenck et al. (2012)
59 500 FeCl; + CAP 10+10 Schenck et al. (2012)

Tabela 2: Remogéo dos compostos E1, E2, E3 e EE2 na etapa de clarificag@o na presenca e auséncia de CAP.
*Co = Concentracado inicial do horménio; **CAP = Carvao ativado em p0.

Os trabalhos analisados utilizaram tempos de floculagdo de 20 ou 30 minutos e tempos
de sedimentagdo de 3,5 a 60 minutos. Os maiores tempos de floculacdo e sedimentagdo ndo
resultaram nas maiores remogdes, demonstrando que nao existe uma correlagdo direta entre
esses parametros fisicos.

Os coagulantes utilizados foram sulfato de aluminio e cloreto férrico. As doses
recomendadas destes coagulantes em ETA é de 2 a 5 mgL! para o sulfato de aluminio e de 4 a
10 mgL! para o cloreto férrico (WHO, 2011). Assim, mesmo a utiliza¢do de doses elevadas e

variagdo do coagulante ndo resultou em aumento proporcional da remocao.



A remocdo dos hormonios ocorreu pela adsor¢do ao floco formado, juntamente com
particulas primarias, ou pelo arraste fisico que ocorre com a sedimentacdo dos mesmos.
Entretanto, as maiores doses de coagulante nao levaram, necessariamente, as maiores remogoes.
Outro fator que pode influenciar a remogao desses compostos na etapa de clarificagcdo ¢ o pH
utilizado durante a coagulacdo. Em pH mais basico, préximo ao pKa desses compostos (Tabela
1), ocorre o aumento da dissociagdo, facilitando a adsor¢do ao floco com carga positiva.
Entretanto, os estudos identificados avaliaram a remocdao em faixas de pH proximas a
neutralidade (valores compreendidos entre 6 e 8), ndo sendo possivel identificar clara relagao
entre a modificacdo do pH e sua influéncia na remocao.

Conclui-se, portanto, que na clarificagdo, um processo complexo que combina
mecanismos fisicos e quimicos, ndo existe relacdo clara entre a eficiéncia de remocao e os
parametros fisicos de dimensionamento e as doses de coagulante aplicadas. Além disso,
percebe-se que esse processo ndo ¢ eficiente na remocao dos hormdnios, principalmente em
matrizes reais, e que a adicdo de CAP na coagulagdo ndo ¢ suficiente para a completa remocao

dos mesmos, uma vez que ocorre a competi¢ao entre a coagulagdo e a adsorgao.
3.2 Cloracao

O processo de cloracdo ¢ amplamente utilizado na etapa de desinfeccdo das ETA no
Brasil, por possuir baixo custo e facilidade operacional. Nos artigos analisados, as medianas de
remocao foram de 70% para o E1, 96% para o E2, 44% para o EE2 e 30% para o E3 (Tabela
3), sem diferenca significativa entre essas (o = 0,05; p =0,801).

Foi possivel atingir elevadas remogdes de todos os hormdnios avaliados, chegando a
valores proximos a 100%, com destaque para o E2, que apresentou mediana muito elevada
(mediana de 96% e média de 71%). Alguns fatores que influenciam a cloragdo sdo a dose de
cloro, o tempo de contato (TC), a concentragdo inicial do composto e a qualidade da agua
avaliada. Por apresentar uma faixa muito ampla de eficiéncias, a remog¢ao dos hormonios na
cloracdo deve ser melhor estudada. Observou-se um menor nimero de estudos para o E3 e o
EE2, indicando que sua remog¢ao na cloragdo ainda nao ¢ bem relatada na literatura.

Todos os autores utilizaram TC de até 90 minutos, com excecao de Westerhoff ez al.
(2005), que atingiram remoc¢ao de 100% para todos os compostos, porém, com TC de 24h,
tempo inviavel em ETA. A elevada remogao (até 97%) encontrada por Pereira et al. (2011), em
baixo TC (10 min), pode estar relacionada as concentragdes iniciais do horménio (100 pgL™t),

niveis que ndo ocorrem naturalmente no meio ambiente (RESENDE et al., 2017).



Tabela 3: Remocéao do E1, E2, E3 ¢ EE2 sob diferentes condicdes de cloragao.

~ Dose de
Composto Re?;/(:)g: 0 (n(;ol;) cloro r{gl;; pH Referéncia
(mgL™)

25% 500 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
28% 100 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
33% 100 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)
35% 500 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)

E1l 70% 5,9 a60 1,0 15 7,0 Nakamura et al. (2007)
95% 100000 1,0 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
96% 100000 2,0 10 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
97% 100000 6,4 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
100% 10-250 3,6 1440 5,5 Westerhoff et al. (2005)
19% 100 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)
22% 100 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
22% 42770 1,0 45 7,1-7,5 Souza et al. (2014)
36% 500 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
40% 500 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)
45% 55240 1,5 60 6,6 Souza et al. (2014)
49% 49610 3,0 60 6,6-7,7 Souza et al. (2014)
72% 122490 3,0 60 4,8 Souza et al. (2014)

£ 95% 100000 2,0 15 7,0-8,0 Deborde et al. (2004)
97% 100000 0,5 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
97% 100000 1,0 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
97% 100000 2,0 10 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
97% 100000 0,5 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
98% 1000 2,0 30 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
99% 1000 2,0 20 6,0-7,0 Pereira et al. (2011)
99% 313 1,0 15 7,5 Alum et al. (2004)
99% 1000 3,0 90 8,2 Schenck et al. (2012)
100% 10-250 3,5-3,8 1440 5,5 Westerhoff et al. (2005)
22% 500 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
23% 500 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)

£3 28% 100 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)
32% 100 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
99% 1000 3,0 90 7,8 Schenck et al. (2012)
100% 10-250 3,5-3,8 1440 5,5 Westerhoff et al. (2005)
17% 500 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
24% 100 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)
28% 500 1,0 10 7,2-7,6 Chen et al. (2007)

EE2 44% 100 1,0 10 6,8-7,1 Chen et al. (2007)
98% 1000 3,0 90 8,2 Schenck et al. (2012)
98% 1000 3,0 90 8,2 Schenck et al. (2012)
100% 10-250 3,5-3,8 1440 5,5 Westerhoff et al. (2005)

* Co= Concentracao inicial de hormonio; ** TC= Tempo de contato.
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A cloragdo se mostrou ineficiente na maioria dos estudos realizados para os hormoénios
El, E3 e EE2, com as maiores remogdes para E2 (mediana de remocao de 70% e média de
64%). Para o E3, as remoc¢des média e mediana foram de apenas 51% e 30%, respectivamente,
devido, possivelmente, as baixas doses de cloro e baixos tempos de contato avaliados.
Westerhoff et al. (2005) e Schenck et al. (2012), que avaliaram maiores doses e tempo,
obtiveram valores de remocao elevados, sendo necessario a realizagdo de mais estudos que
avaliem essas variaveis para que seja possivel identificar um padrdo convergente. O EE2
apresentou mediana de remocao igual a 44% e média igual a 58%, sendo os menores valores
atribuidos as doses e tempos de contato baixos (1mg Cl>.L ! e 10 min). Esse fato é preocupante,
pois o hormoénio sintético EE2 apresenta o maior potencial ativo, com concentracdo que nao
causa efeito adverso igual a 0,1 ngL™! em animais aquaticos (CALDWELL et al., 2012).
Contudo, ao aumentar a concentracio de cloro para a faixa de 3,0 a 3,8 mgL!, houve aumento
da remogao para 98 a 100%.

Para a remocao de E2, a cloracdo se mostra um processo eficiente. Entretanto, deve-se
atentar para as elevadas remoc¢des recomendadas para os horménios. De acordo com estudo
realizado por Bastos et al. (2009), valores méximos desejaveis (VMD) de E2 em 4gua para
consumo humano para lactentes, criancas e adultos s3o 5,47 ng L', 820 ng L™ ¢ 24,60 ng L™!
e para 0 EE2 sd0 0,13 ng L, 0,20 ng L' € 0,60 ng L', respectivamente.

Assim, para o E2, apesar das elevadas remog¢des encontradas na literatura, apenas 4
estudos conseguiram chegar a um residual de E2 abaixo de 25 ng L™! (maior VMD), sendo que
todos os estudos nessa situacdo apresentaram eficiéncia acima de 98%, dose de cloro acima de
1 mgL! e tempo de contato acima de 15 minutos.

Para o EE2, a situacdo ¢ ainda mais critica, visto que o menor VMD ¢ igual a 0,60 ng L
!, valor residual que nenhum dos estudos conseguiu alcangar. Assim, recomendam-se mais
estudos para comprovar ou nao a capacidade de atingir o VMD.

Em relagdo as doses de cloro, com excecdo de Pereira et al. (2011) que utilizaram 6,4
mgL! Cl, e obtiveram 97% de remogdo do E1, todos os autores utilizaram doses de até 5 mgL-
I'Cl,, conforme recomendado pela Organiza¢io Mundial da Saade (WHO, 2011).

Verificou-se uma tendéncia de aumento na remog¢ao ao elevar o tempo de contato e a
dose (Tabela 3). Quando os resultados sdo separados em 2 grupos, o primeiro com dose até 1
mgCl, L'! e TC até 10 min (mediana de remogdo de 28%) e o segundo com dose acima de 1
mgCl, L' ou TC acima de 10 min (mediana de remogio de 97%), foi confirmada uma eficiéncia
significativamente menor na cloracao sob as condi¢des do primeiro grupo (o = 0,05; p<0,001).

Portanto, constata-se que a cloragdo com doses igual ou menores que 1 mgCl, L' e TC até 10
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min ndo ¢é eficiente para a remocdo dos hormonios E1, E2, E3 e EE2 durante a cloragao.
Adicionalmente, apesar das remocgdes observadas, no processo de cloracdo hd formacao de
subprodutos, conforme relatado na literatura (PEREIRA et al., 2011), o que deve ser verificado

para a definicdo de condigdes apropriadas.
3.3 Ozonizagao

A ozonizagdo ¢ um processo eficiente na remoc¢do dos hormoénios, apresentando
medianas de remocgao iguais a 99,3% para o E1, 100% para o E2, 99,7% para o E3 ¢ 99,5%
para o EE2 (Figura 1), sem diferenca significativa entre hormonios (o = 0,05; p = 0,602).
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Figura 1: Remocao do E1, E2, E3 e EE2 na ozonizagdo. * n = niimero de dados avaliados.

Fonte: Alum et al. (2004); Bila et al. (2007); Broséus et al. (2009); Deborde et al. (2005); Ferreira (2008);
Huber ef al. (2003); Irmak ez al. (2005); Lin et al. (2009); Maniero et al. (2008); Pereira (2011); PeSoutova et al.
(2014); Qiang ef al. (2013); Rokhina et al. (2012); Sarkar ef al. (2014); Souza (2009); Westerhoffet al. (2005);
Wu et al. (2012); Zhang et al. (2008).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satude (2011), a dose de ozonio aplicada deve
variar de 2 a 5 mg L', com TC igual a 20 minutos. Nos estudos avaliados, as doses de 0zonio
variaram de 0,2 a 22,6 mg L', com mediana de 2 mg L', enquanto o tempo de contato variou
de 10 segundos a 30 minutos, com excecao de Irmak et al. (2005) e Wu et al. (2012), que
utilizaram TC de 55 minutos e 5 horas, respectivamente. Esses valores sdo muito elevados e
invidveis em escala real, uma vez que a ozoniza¢do ¢ um processo oneroso.

Entretanto, mesmo nas menores doses de 0zénio e tempos de contato, a eficiéncia da
remocao dos compostos foi muito elevada, sendo 94% a menor remogao reportada (Lin ef al.,
2009), indicando a ozonizagdo como um processo vidvel para a remo¢ao de hormonios nas

ETA. Porém, destaca-se que hd formagdo de subprodutos, que podem possuir atividade
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estrogénica, conforme reportado por alguns estudos (ALUM et al., 2004; BILA et al., 2007;
PEREIRA et al., 2011).

3.4 Fotolise

A fotdlise € um processo fotoquimico utilizado para degradar moléculas por meio da
absor¢ao de energia luminosa. Os estudos de remocao de hormodnios por fotdlise apresentaram
grandes variacdes, com remog¢des nulas até 100% (Figura 2). A eficiéncia desse processo esta
relacionada ao tempo de contato, a intensidade média gerada pelas lampadas, ao comprimento
de onda e as caracteristicas da 4gua. As medianas de remocao foram iguais a 98% para o El,
80% para o E2, 33% para o E3 e 70% para o EE2, que, apesar de parecerem discrepantes, ndo
foram significativamente diferentes (o0 = 0,05; p = 0,282), devido, provavelmente, ao baixo
nimero de dados disponiveis, sendo recomendado que essa compara¢do seja realizada

novamente com um maior numero de estudos.
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Figura 2: Remocao do E1, E2, E3 e EE2 na fotolise. * n = niimero de dados avaliados.
Fonte: Coleman ef al. (2004); Fonseca et al. (2011); Liu et al. (2003); Mazellier et al. (2008); Pereira et al.
(2012); Puma et al. (2010); Roloff (2007); Rosenfeldt ef al. (2004); Sarkar et al. (2014).

Fonseca et al. (2011) utilizaram luz solar e TC de 126 dias, atingindo remog¢des de 100%
parao El e 0 E3, 89% para o E2 e 80% para o EE2. Com exce¢ao desse trabalho, a fotolise foi
realizada com lampadas UV, com espectros de emissdo no comprimento do UV-A (400 a 320
nm) ou UV-C (280 a 100 nm) e TC variando de 40 a 480 min. A remoc¢do de hormdnios foi
inferior a 60% em aproximadamente 40% dos trabalhos analisados, sendo que remocao superior

a 60% foi obtida para o hormonio E3 somente no experimento de Fonseca et al. (2011).
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Contudo, a remogao de E1 foi superior a 70% em todos os trabalhos analisados, com excegado
de Puma et al. (2010), no qual obteve-se remog¢ao de 49%.

O comprimento de onda de 254 nm ¢ amplamente utilizado no processo de desinfeccao,
uma vez que a radiagdo UV-C possui maior eficiéncia de inativacdo de microrganismos
(OLIVEIRA, 2007). Liu et al. (2003) e Puma et al. (2010) ndo observaram degradagdo
utilizando radiagdo UV-A, enquanto observam rapida degradacdo de EE2 utilizando o
comprimento de onda de 254 nm, indicando a importancia do comprimento de onda utilizado.
Nos estudos analisados, a eficiéncia de remocdo dos hormonios utilizando lampadas com
comprimento de onda de 254 nm foi mais elevada do que outros comprimentos, chegando a
100% para o E1 e o E2.

O anexo XX da Portaria de Consolidacao n°5 do Ministério da Satde, que dispde sobre
os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano,
recomenda que a dose aplicada seja de, no minimo, 1,5 mJ cm™. Essa dose ¢ calculada a partir
do produto da intensidade das lampadas utilizadas e o tempo de contato. Como alguns estudos
ndo apresentaram a intensidade, ndo foi possivel identificar se esses experimentos foram
realizados de acordo com o recomendado para ETA visando a desinfec¢do. Entretanto, os
tempos de contatos utilizados foram muito elevados, implicando em elevados volumes de
tanques de contato, sendo necessdria a realizacdo de mais estudos que avaliem condi¢gdes que
poderiam ser implementadas em ETA, efetivamente.

Nesse contexto, a fotolise pode ser vidvel para remocao de hormonios, dependendo do
comprimento de onda utilizado e a dose aplicada, sendo possivel atingir remocao de até 100%
para todos os hormonios avaliados. Entretanto, Cédat et al. (2016) afirmaram que a fotolise ndo
¢ suficiente para obter remogdo satisfatdria desses compostos, sendo necessario estudos com
utilizacao de catalisadores como TiO; e H>O». Além disso, a formagado de subprodutos também
¢ uma desvantagem da fotolise (PEREIRA et al., 2011; FONSECA et al., 2011).

Como ¢ possivel observar na Figura 3, os compostos E1, E2 e EE2 apresentam remogdes
proximas a 100% em varios estudos nos quais TiO: foi utilizado como catalisador (UV/Ti0>).
A mediana da remocao foi de 93% para o estriol e 100% para os demais compostos, com TC
variando de 30s até 120 min e concentrac¢do de TiOz variando de 50 a 1000 mg L', As remogdes
foram significativamente maiores do que as obtidas pela simples fotdlise (o = 0,05; p = 0,002),
demonstrando o efeito positivo da adi¢do do catalisador. A eficiéncia de remocao dos quatro
horménios no tratamento UV/TiO; diferiu, com o estriol apresentando remocgao

significativamente menor que os demais hormoénios (o = 0,05; p = 0,025).
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Figura 3: Remocéo do E1, E2, E3 e EE2 por meio de UV/Ti0,.
Fonte: Benotti et al. (2009); Coleman et al. (2004); Frontistis et al. (2012); Han et al. (2012); Kushwaha et al.
(2015); Nakashima et al. (2003); Ohko et al. (2002); Puma et al. (2010); Zhang et al. (2007).

Durante o processo UV/TiO2 também ocorre a formagdo de subprodutos (OHKO et al.,
2002; PEREIRA et al, 2011). Além disso, a utilizacdo de TiO; no tratamento de agua de
abastecimento deve ser analisada, visto que alguns estudos indicam seu potencial efeito toxico
(YAO et al., 2016).

Outra op¢ao amplamente utilizada na fotolise ¢ a adi¢do de perdxido de hidrogénio. Esse
processo vem sendo estudado para a remogao de hormdnios nos ultimos anos, apresentando

bom potencial (Figura 4).
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Figura 4: Remocao do E1, E2, E3 e EE2 por meio de UV/H;0..
Fonte: Hansen ef al. (2012); Ijpelaar et al. (2010); Ma et al. (2015); Pereira et al.(2012); Rosenfeldt et
al.(2004); Sarkar et al.(2014).
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Todos os estudos analisados apresentaram eficiéncia de remogao acima de 90%, com
excegdo de Pereira ef al. (2012) e Ijpelaar et al. (2010), que utilizaram lampadas UV de baixa
pressao. Ijpelaar ef al. (2012) apresentaram melhores resultados utilizando lampadas de média
pressao, para a mesma intensidade utilizada nos experimentos com lampadas de baixa pressao
(300 mJ.cm™), indicando que a influéncia do tipo de 1dmpada foi maior do que a intensidade
utilizada.

A mediana de remocgado dos compostos foi igual a 99%, 98%, 89% e 95% para E1, E2,
E3 e EE2, respectivamente, com doses de H>Ox variando de 10 a 100 mg L!, sem diferenca
significativa entre hormonios (a=0,05; p=0,231). Observa-se, novamente, que o estriol ¢ o
composto com menor numero de estudos. Estes avaliaram tempos de contato relativamente
elevados, de até 120 minutos, com dose aplicada variando de 300 a 1500 mJ cm™.

Nao houve diferenca estatistica entre os resultados obtidos na fotélise (UV) ¢ na
fotocatalise (UV/H202) (o = 0,05; p = 0,134), demonstrando que o efeito da adi¢do do dioxido
de titanio foi superior ao peréxido de hidrogénio. Além disso, o processo UV/H,0; também
apresenta a desvantagem associada a indicios de formag¢ao de subprodutos (CHEN et al., 2006).

Observando todos os dados obtidos nos tratamentos UV, UV/TiO2 e UV/H20:, as
remog¢des medianas foram 99,6% (E1), 94% (E2), 81,5% (E3) e 95% (EE2), sem diferenga
significativa de remoc¢ao entre hormoénios (o = 0,05; p = 0,051). Entretanto, atenta-se ao fato

de que o p-valor foi muito préoximo do nivel de significancia.
3.5 Foto-Fenton

Dentre os processos oxidativo avangados, ¢ possivel destacar o foto-Fenton, em que o
perdxido de hidrogénio ¢ ativado por ions de ferro (GAMA, 2010). Poucos estudos avaliaram
a remocao dos hormdnios nesse tratamento, sendo que sua utilizacdo em grandes escalas ainda
¢ limitada e nenhum artigo que avaliasse o estriol foi identificado. Vale destacar que todos os
estudos avaliaram remog¢ao de hormonios em concentragdes muito elevadas, entre 100 ¢ 5000
pgL! (Tabela 4). Assim, mais estudos que avaliem a remocdo desses compostos no processo
foto-Fenton devem ser realizados, utilizando concentragdes mais baixas.

O EI foi avaliado no estudo de Sarckar et al. (2014) e Frontistis et al. (2012), com
eficiéncia de remocao de 100% em ambos os trabalhos. No caso do E2, cinco estudos foram
identificados e a mediana de remogao foi de 99%. O EE2 apresentou remocao de 100% nos trés

trabalhos identificados, indicando o potencial do processo foto-Fenton.



17

Tabela 4: Remocdo dos compostos E1, E2, E3 e EE2 no processo foto-Fenton.

Remocio C, Concefltrag:ﬁo Tempo de A
Composto (%) (ngL) catahza_(llor contato (min) Referéncia
(mg L)
- 100 5000 60 55 Sarckar et al. (2014)
100 200 5 7 Frontistis ez al. (2012)
75 5000 0,558 160 Feng et al. (2005)
85 272 5000 480 Yaping & Jiangyong (2008)
E2 99 272 5000 1320 Zhao et al. (2008)
99 200 5 7 Frontistis et al. (2012)
100 100 100 60 de Liz (2013)
100 200 5 7 Frontistis et al. (2012)
EE2 100 100 100 60 de Liz (2013)
100 2800 8 15 Gama (2010)

* Co= Concentrac¢do inicial de hormonio.

Yaping e Jiangyong (2008) e Zhao et al. (2008) utilizaram a mesma concentragdo do
reagente do Fenton (Fe?/H,0»), mas diferentes tempos de contato (8 h e 22 h, respectivamente).
O incremento de 14 horas levou ao aumento da remogao do E2 de 89% para 99%. Essa diferenca
demonstra o elevado potencial de remogao de hormodnios desse processo, porém, os elevados
TC utilizados podem tornar o processo invidvel em ETA.

Outro fator que merece destaque nesse tratamento ¢ o pH utilizado. O processo foto-
Fenton ¢, em geral, mais eficiente na faixa de pH de 2 a 4. Dessa maneira, a rea¢do nao ocorre
de maneira eficiente para aguas em pH natural (GAMA, 2010). Os estudos avaliados
apresentaram tendéncia em avaliar a remogao desses compostos em pH proximo a 3, o que
justifica, em parte, a elevada eficiéncia de remocdo obtida. Além dessa desvantagem da
acidificacdo da amostra, outra questdo associada a esse processo ¢ a formacao de subprodutos

(PEREIRA et al., 2011).

3.6 Adsorc¢ao em Carvao ativado

A utilizagdo de carvao ativado ¢ recomendada pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos
Estados Unidos para a remog¢do de microcontaminantes organicos, tratando-se de uma
adsorvente amplamente utilizado devido ao seu baixo custo e elevada area superficial (USEPA,
2018).

Nos estudos avaliados, a mediana de remog¢do dos compostos foi de 89%,95%, 49% e
97% para E1, E2, E3 e EE2, respectivamente (Figura 5), com menor eficiéncia de remog¢ao do
E3. Entretanto, a analise estatistica ndo apontou diferenca significativa entre os compostos (o

=0,05; p=0,061).
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Figura 5: Remocdo do El, E2, E3 e EE2 por adsor¢do em carvao ativado. * n = numero de dados avaliados.
Fonte: Fuerhacker et al. (2011); Ifelebuegu et al. (2015); Kumar ef al. (2009); Li et al. (2012); Lima et al.
(2014); Ogata et al. (2011); Peres (2011); Snyder et al. (2007); Veras (2006); Yoon ef al. (2003).

A menor eficiéncia de remocao do estriol pode estar relacionada ao fato deste hormonio
apresentar a maior solubilidade em 4gua e o menor coeficiente de particdo (Tabela 1), indicando
que tem maior probabilidade de continuar disperso no liquido e ndo ser adsorvido (WHO, 2011)
comparado os demais hormonios. A maior eficiéncia de remog¢do foi obtida para o EE2. A
elevada eficiéncia de remog¢do desse composto, que ¢ o Unico hormdnio sintético entre os
avaliados, ¢ muito importante, uma vez que o EE2 apresenta maior atividade estrogénica que
os demais.

A dose de carvao ativado aplicado depende da qualidade da dgua e do composto que se
deseja remover. Valores usuais em ETA variam de 2 a 60 mgL™!, podendo chegar a 100 mgL-
! ou mais de acordo com a sua aplica¢io (National Water Quality Management Strategy, 2011).
Os trabalhos avaliados utilizaram doses de carvio ativado variando de 2 a 20 mgL™!, dentro da
faixa tipicamente utilizada.

As concentragdes iniciais avaliadas dos hormonios foram elevadas, chegando a 20 mg
L', muito superiores aquelas identificadas em matrizes naturais. Dessa maneira, é necessario
que sejam realizados mais estudos que avaliem a remocao dos hormdnios em concentragdes
reais. O tempo de contato também se demonstrou bem elevado, variando de 48 a 240 minutos,
superior ao usualmente utilizado em ETA, na faixa de 5 a 30 minutos (WHO, 2011).

A porosidade do carvao ativado também ¢ um fator importante na determinagdo da
eficiéncia do tratamento. Alguns trabalhos reportaram essa porosidade em termos da area

superficial especifica, enquanto outros reportaram em termos do nimero de iodo ou nao
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reportaram nenhum dos dois. A 4rea superficial variou de 452,6 a 1000 m?g’!, com excegio de
Kumar et al. (2009), que utilizaram carvdo ativado com 4rea especifica igual a 99,5 m?g™.
Apesar da baixa area superficial do carvao utilizada nesse estudo, foi alcancado remocao de
90% para o E3, maior remog¢do identificada para esse hormodnio. Esse fato pode estar
relacionado a concentragdo inicial do composto (5 ugL™!), que foi a menor entre os trabalhos
avaliados para o E3, fazendo com que ndo houvesse a satura¢do do adsorvente. O niimero de
iodo apresentado nos trabalhos variou de 597,71 a 1061 mg g'!, demonstrando a alta capacidade
adsortiva do carvao ativado utilizado na maioria dos estudos.

Percebe-se que a remocdo de hormonios pela utilizacdo de carvao ativado pode
apresentar elevada eficiéncia ao avaliar dguas clarificadas, em contraste com a sua utilizagdo
juntamente com a coagulacao. Esse mesmo resultado ja havia sido identificado por Lima et al.
(2014), que associaram a diminui¢do da remog¢ao a ocupagao dos sitios ativos do carvao ativado
pelas particulas do coagulante. Como vantagem deste tratamento, destaca-se a ndo formagao de
subprodutos. Entretanto, cita-se como desvantagem e necessidade de eventual reposi¢cdo do
adsorvente, a geracdo de um residuo soélido que deverd ser gerenciado de maneira

ambientalmente adequada e os elevados tempos de contato necessarios (BAETA et al., 2012).
3.7 Filtra¢ao por membranas

A remogao de hormonios pelo processo de separacdo por membranas varia de acordo
com o tipo de filtracdo e a matriz estudada, sem tendéncia clara, com eficiéncias de remocao
que variaram de 6 a 100% nos estudos avaliados. As medianas de remog¢ao foram iguais a 95%,
51%, 41% e 61% para E1, E2, E3 e EE2, respectivamente, sem diferenga significativa entre
esses valores (o = 0,05; p=0,111), que pode ser atribuido ao baixo nimero de dados (n = 32).

No tnico estudo de avaliacdo da remog¢ao de hormdnios por microfiltragao identificado,
HAN et al. (2010) obtiveram valores proximos a 100%. O processo foi realizado em agua
ultrapura com 400 pug L' de E1, fatores que podem ter levado a elevada remogio.

Na ultrafiltragdo, as maiores remogdes também ocorreram em estudos que utilizaram
agua ultrapura (Tabela 5). Percebe-se que o estrona apresentou remog¢ao de 100%, semelhante
a0 processo de microfiltragdo, mesmo em concentracio (545 ng L'!) muito inferior a usada no
estudo de microfiltragao.

No processo de nanofiltracdo, os maiores valores de remoc¢ao ocorreram para o EE2,
chegando proximo a 100% (Tabela 6). A menor remocgao ocorreu para o E2, sendo igual a 32%

(COMERTON et al., 2007). As diferengas observadas nas remog¢des podem estar relacionadas
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com a matriz utilizada, uma vez que a qualidade da 4agua influencia nesse processo, e pelas

concentragdes iniciais de hormonio avaliadas.

Tabela 5: Remocgéo de E1, E2, E3 e EE2 pela ultrafiltracao.
Remociao Co

Composto Matriz (%) (ng L) Referéncia
El Agua desionizada 100 545 Comerton et al. (2007)
Agua desionizada 15 24000 Yoon et al. (2004)
E2 Agua desionizada com 70 24000 Yoon et al. (2004)
matéria organica
Agua desionizada 100 505 Comerton et al. (2007)
E3 Agua desionizada 58 470 Comerton et al. (2007)
—_— Agua superficial 30 150 Yoon et al. (2007)
Agua desionizada 100 550 Comerton et al. (2007)
Tabela 6: Remocgao de E1, E2, E3 e EE2 pela nanofiltragéo.
C, A .
: 30 (°
Composto Matriz Remocio (%) (ng L) Referéncias
Agua desionizada 61 545 Comerton et al. (2007)
E1l Agua desionizada 69 545 Comerton et al. (2007)
Agua desionizada 95 100 Schéfer et al. (2010)
Agua desionizada 32 505 Comerton et al. (2007)
E2 Agua desionizada 56 505 Comerton et al. (2007)
Agua superficial 71 1000000 Pereira et al. (2012)
Agua superficial 0 470 Comerton et al. (2007)
Agua superficial 14 470 Comerton et al. (2007)
Agua filtrada 38 1000000 Pereira et al. (2012)
E3 Agua desionizada 43 470 Comerton et al. (2007)
Agua desionizada 56 470 Comerton et al. (2007)
Agua desionizada
com acidos 85 4000000 Bodzek & Dudziak (2006)
htumicos
Agua desionizada 41 550 Comerton et al. (2007)
Agua destilada 58 100000000 Weber et al. (2003)
Agua superficial 60 150 Yoon et al. (2007)
Agua desionizada 61 550 Comerton et al. (2007)
EE2 ‘ .
Agua desionizada
com acidos 64 753600 Bodzek & Dudziak (2006)
himicos
Agua superficial 92 1000000 Pereira ef al. (2012)
Agua destilada 100 100000000 Weber et al. (2003)

Para o processo de osmose inversa foram encontrados apenas dois estudos. Comerton et

al. (2007) identificaram baixas remog¢des para os hormoénios (25%, 6%, 32% e 9% para E1, E2,
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E3 e EE2, respectivamente) em agua ultrapura. Outros parametros, além das caracteristicas
fisicas e quimicas das membranas podem influenciar a eficiéncia de remocao, como fluxo,
temperatura, pH e carga elétrica da particula. Nghiem et al. (2004) avaliaram a remocao do E1
em aguas superficiais e reportaram elevada remogao, de 95%. Mais uma vez, ndo ¢ possivel
identificar uma tendéncia na remog¢do de hormdnios utilizando essa tecnologia, uma vez que
diferentes autores obtiveram remogdes muito diferentes para um mesmo composto.
Observa-se, portanto, que a filtragdo por membranas nem sempre € eficiente na remocao
desses hormdnios. Nesse tratamento existe a vantagem de nao serem formados subprodutos,
porém como desvantagens tém-se a necessidade de um pré-tratamento, para reduzir os riscos
de incrustagdo, maior consumo de energia elétrica e geragdo de um concentrado que devera ser

destinado corretamente (MALLEVIALLE et al., 1996).

4. COMPARACAO ENTRE DIFERENTES TECNOLOGIAS DE TRATAMENTO

Os processos de clarificacdo ndo foram capazes de remover os hormonios analisados.
Isso demonstra a necessidade de tratamentos adicionais nas estagdes de tratamento de agua para
a remocao de hormonios.

Os tratamentos estudados tiveram diferentes médias de eficiéncia para cada um dos
hormdnios (Tabela 7). Destaca-se o E3 por apresentar as menores remogdes comparado aos
demais hormonios na maioria dos tratamentos e ter apenas um tratamento que apresenta uma
eficiéncia elevada, de 99% (a ozonizagdo). Com excecao da clarificagdo e osmose inversa, 0s
tratamentos apresentam pelo menos um trabalho com eficiéncia maior que 90% para todos os
hormdnios estudados, indicando o potencial de remocdo de hormodnios dependendo das

condigdes experimentais.

Tabela 7: Remogoes médias de E1, E2, E3 e EE2 encontradas para diferentes tratamentos.
Eficiéncia média de remocgao (%)

Tratamento El E2 E3 EE2 Média geral
Clarificagdo* 18+ 15 12+ 20 13+ 12 7+ 10 12+ 14
Osmose inversa 60 + 50 6 32 9 33 +36
Nanofiltracao 75+ 18 53 +20 39+ 30 68 £ 21 58 £26
Cloracao 64+ 34 70 £33 26 +£4 524+ 37 62 + 34
Fotolise 88+ 19 67 £ 35 41+ 48 59 + 39 67 + 36
Ultrafiltracao 100 62+ 43 58 65+ 49 68+ 35
Carvio ativado 89+ 4 88+ 17 54+ 28 97+ 2 83+ 22
UV/H:0: 92 +13 91+11 85+ 11 91=+11 91+11
Foto-Fenton 100+ 0 94+ 11 - 100+ 1 97 £ 8
UV/TiO2 100+ 1 98+ 3 87+11 100+ 0 97+ 6
Ozonizac¢ao 98 +£3 99 + 1 99+2 99 + 1 99+2

* Nao foram levados em consideragdo nesses valores os estudos que avaliaram a clarificagdo com utilizagdo de
CAP.
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Ao avaliar a remoc¢ao média considerando todos os hormonios estudados, ¢ possivel
classificar os tratamentos que apresentam remocoes acima de 90%, sendo eles a ozonizagao,
UV/Ti0,, foto-Fenton e UV/H20z; os que atingiram remog¢ao média de 85 a 60%, sendo eles a
adsor¢ao em carvao ativado, ultrafiltragdo, fotolise e cloragdo; e os tratamentos que foram
menos eficientes na remocao destes compostos, com remog¢ao média entre 60 e 15%, sendo eles
a nanofiltracdo, osmose inversa e as etapas de clarificacao.

O estriol apresentou o menor numero de estudos identificados e, em alguns desses
estudos, esse hormonio obteve a menor eficiéncia de remog¢ao. Por esse motivo devem ser
realizados mais estudos que avaliem a remog¢do desse composto. Em contrapartida, o EE2,
hormoénio com maior potencial estrogénico, pode ser eficientemente removido através dos
processos foto-Fenton, UV/TiO2 e ozonizagdo. Destaca-se a importancia de realizar estudos
sobre os subprodutos formados nesses processos.

Com relevantes desvantagens, tem-se a formacdo de subprodutos na utilizacdo dos
seguintes tratamentos: cloracdo, ozonizagdo, fotolise, UV/TiO,, UV/H,0, e foto-Fenton
(PEREIRA et al., 2011). Outras desvantagens podem ser atribuidas aos tratamentos com carvao
ativado e membranas, devido a formagao de residuos solidos e liquidos, respectivamente, que
devem ser posteriormente tratados (MALEVIALLE et al., 1996; BAETA et al., 2012). Destaca-
se também a possibilidade de toxicidade das nanoparticulas de TiO2 na 4gua (YAO et al., 2016).

Desta forma, considerando que o tratamento por foto-Fenton requer elevado tempo de
contato e valores muito baixos de pH, ¢ que o UV/TiO; requer também elevado TC e ainda
possui a possibilidade de toxicidade do TiO, o tratamento indicado para a remoc¢ao de
hormonios em ETA seria a ozonizagdo, com a vantagem de ser um tratamento utilizado no
processo de desinfec¢do. A desvantagem desse tratamento € a possibilidade de formacao de
subprodutos com potencial estrogénico, que deve ser avaliado. Entretanto, ¢ valido ressaltar a
utilizacdo do carvao ativado, que ¢ recomendada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos e apresenta boa relagdo custo-beneficio. Além disso, destaca-se a facilidade de
implementacdo nas estacdes de tratamento de dgua que ja estdo em operagdo, podendo ser
adicionado, na sua forma em pd, juntamente com o coagulante e removido durante a
sedimentacao e/ou filtracao.

Além do estudo de subprodutos e remocgao da atividade estrogénica por meio de testes
in vivo ¢ in vitro, recomenda-se o estudo de combinagdes de tratamentos visando aumentar a
remog¢ao dos compostos estrogénicos e diminuir a formagao de subprodutos, ou mesmo otimizar

alguns tratamentos de forma a diminuir o tempo de contato.
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5. CONCLUSAO

Os tratamentos convencionais de clarificacdo se mostraram ineficientes na remocao
completa dos hormonios. Entre todos os tratamentos encontrados, destaca-se a ozonizagao, que
possuiu elevada remog¢ao para todos os hormonios, mas ainda com desvantagem do potencial
de formacao de subprodutos, e a adsor¢do em carvao ativado, pela sua relagao custo-beneficio.
Recomenda-se o estudo de tratamentos combinados para aumentar a remo¢ao dos hormonios e
minimizar a formag¢ao de subprodutos, assim como a otimizagao dos tratamentos. Recomenda-
se ainda a realiza¢do de mais estudos que avaliem a remog¢ao do hormonio E3 nos diferentes

processos e estudos que avaliem o potencial efeito adverso dos subprodutos formados.
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CAPITULO 2. REMOCAO DA ATIVIDADE ESTROGENICA DO ESTRONA E DO
178- ESTRADIOL DE AGUAS DE ABASTECIMENTO VIA CLORACAO

RESUMO

Desreguladores endocrinos (DE) sdo substancias que possuem a capacidade de imitar ou
bloquear os hormonios naturais, gerando respostas ou estimulos indesejaveis a saide humana.
Dentre os DE, destacam-se os hormonios naturais, uma vez que os mesmos estao continuamente
presentes nos efluentes domésticos. O lancamento destes sem o adequado tratamento pode
ocasionar a contaminacdo de mananciais, principais fontes de captacdo de agua para
abastecimento humano. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia de remocao da atividade estrogénica dos hormdnios estrona (E1) e 17B-estradiol (E2)
via cloragdo, técnica amplamente adotada na etapa de desinfeccdo em estacdes de tratamento
de agua (ETA), em condicdes de doses de cloro e tempo de contato usualmente utilizados. A
analise da atividade estrogénica foi realizada a partir do ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen
(YES). Os resultados indicaram o potencial da oxidacao com cloro na remocdo da atividade
estrogénica, alcancando valores superiores a 99%, mesmo em condi¢des de concentragdes de
desreguladores enddcrinos na ordem de pg. L', Foi obtida remocgio de 98,5% da atividade
estrogénica do E1 para dose de cloro igual a 5 mg. L' e tempo de contato de 1 minuto, enquanto,
para o E2, foi obtida remocao de 99,5% com a mesma dose de cloro e tempo de contato de 30
minutos. Ademais, analises estatisticas indicaram que as varidveis dose de cloro e tempo de
contato foram significativas na remocao da atividade estrogénica de ambos os hormonios e que
ndo houve variagdo na eficiéncia deste tratamento ao aumentar a concentracdo do E2 em dez
vezes.

Palavras-chave: Desreguladores endocrinos; tratamento de aguas; oxida¢ao com cloro; El;

E2; ensaio YES.
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ABSTRACT

Endocrine disrupters (ED) are substances that have the ability to mimic or block natural
hormones, thereby generating undesirable responses to human health. Among these, natural
hormones stand out since they are continuously present in domestic effluents. Discharge of
these compounds without proper treatment can cause contamination of the main sources of
water supply. In this context, the present study evaluated efficiency of estrogenic activity
removal of estrone (E1) and 17f-estradiol (E2) hormones via chlorination, under conditions
typically used in the disinfection stage of water treatment plants (WTP). Estrogenic activity
was quantified using the Yeast Estrogen Screen assay. The results indicated the potential for
estrogenic activity removal by chlorine oxidation, with greater than 99% removal, even at initial
endocrine disrupter concentrations on the order of ug. L'!. Ata 5 mg. L'! chlorine dose and 1
min contact time, 98.5% removal of the estrogenic activity of E1 was obtained, while for E2,
99.5% removal was obtained at the same dose and a contact time of 30 minutes. In addition,
statistical analysis indicated that increasing chlorine dose and time of contact significantly
increased removal of estrogenic activity of both hormones and that there was no improvement
in the efficiency chlorination when concentration of E2 was increased ten-fold.

Keywords: Endocrine disruptors; water treatment; chlorine oxidation; E1; E2; Yeast Estrogen

Screen assay.
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1. INTRODUCAO

O estudo de micropoluentes tem se intensificado ao longo dos anos devido ao
aprimoramento de técnicas de identificagdo e quantificagdo, que atualmente permitem sua
deteccao em baixas concentragdes, na ordem de pg a ng por litro, € ao seu potencial efeito
adverso a saude humana, além de impactos no meio ambiente (ADEEL et al., 2017; BOGER
et al., 2015; BORNMAN et al., 2017; ROY et al., 2009; SILVA et al., 2012). Dentre esses
compostos, destacam-se os desreguladores enddcrinos (DE), que sdo substancias capazes de
imitar os horménios naturais, gerando respostas ou estimulos indesejaveis (USEPA, 2017).

Citam-se como efeitos causados por essas substancias a interferéncia na reprodugao,
aumento do risco de cancer, perturbagdo do sistema nervoso e imunologico e desequilibrio
ecologico em ambientes aquaticos (AVAR et al., 2016, LOPES, 2007; JOBLING et al., 2006;
ROMANI et al., 2014).

Essa classificagdo abrange substancias variadas, como hormonios naturais e sintéticos,
surfactantes e pesticidas (DEBORDE et al., 2005; ESTRADA-ARRIAGA ¢ MIJAYLOVA,
2010). Entretanto, ¢ valido ressaltar a relevancia dos hormonios naturais, uma vez que sao
continuamente produzidos e excretados pelos seres humanos e animais de sangue quente
(BILA, 2005). O estrona (E1) possui maior excre¢do didria, na ordem de 3,9 pg. d!' para os
homens e até 8 pg. d! para mulheres (JOHNSON et al., 2000). O 17B-estradiol (E2), precursor
dos demais hormdnios naturais, apresenta-se como o composto que possui maior atividade
estrogénica, possuindo potencial risco a saude humana (Mao et al., 2010).

Esses compostos vém sendo identificados nas mais diversas matrizes, desde efluentes
domésticos a dguas superficiais (HARRIS ef al., 2011). Nas esta¢des de tratamento de esgoto
que empregam tecnologias convencionais, esses compostos nao sdo eficientemente removidos,
e por esse motivo sao identificados em aguas superficiais (CUNHA et al., 2017). De acordo
com estudo realizado por Resende et al. (2017), a mediana das concentracdes de E1 e E2
encontradas em diversos estudos em 4guas superficiais ¢ de 3,8 ng. L! e 3,6 ng. L,
respectivamente. Apesar desses valores, alguns estudos revelaram elevadas concentragdes, na
ordem de pg. L', em paises como Brasil e Itdlia (RAIMUNDO, 2007; GHISELLI, 2006;
LAGANA et al., 2004). Em agua potavel, esses compostos também foram identificados, com
concentragdo mediana igual a 0,4 ng. L' para o El ¢ 2,1 ng. L' para o E2 (RESENDE et al.,
2017). Percebe-se, portanto, que esses hormonios estdo sendo identificados apds o tratamento

de agua, e por esse motivo o estudo de sua remogao torna-se imprescindivel.
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Devido ao potencial efeito adverso dessas substancias, alguns paises ja se preocupam
com a sua remoc¢ao, como os Estados Unidos, que inseriram o E1 e o E2, além de outros
desreguladores endocrinos, na Lista de Contaminantes Candidatos 4 em 2016, enquanto outros
paises, como o Brasil, ainda ndo possuem legislacdo que contemple esses parametros (USEPA,
2011).

As etapas de clarificagdo de sistemas de tratamento de dgua convencionais ndo sao
suficientes para a remocao desses compostos (WESTERHOFF et al., 2005; LIMA et al., 2014)
e, por esse motivo, o processo de desinfec¢do mostra-se promissor. Largamente utilizada
durante a desinfeccdo, a cloragdo ¢ propicia a remoc¢do da atividade estrogénica dos
desreguladores enddcrinos, devido ao fato do cloro ser um oxidante que reage com os
grupamentos fenodlicos, presentes nos hormonios naturais (PEREIRA et al., 2013).

Entretanto, a remogao desses compostos por meio da cloragdo deve ser avaliada, ja que
os estudos existentes sdo muito discrepantes quanto a eficiéncia de remocao. Alguns fatores
podem influenciar esses resultados, como por exemplo a dose de cloro aplicada, o tempo de
contato e a concentragdo inicial dos hormonios. Por esse motivo, esses parametros devem ser
mais estudados. Enquanto Chen ef al. (2007) obtiveram remocao igual a 25% e 19% para o E1
e o E2, respectivamente, Westerhoff et al. (2005) alcancaram 100% de remog¢ao para ambas as
substancias. Adicionalmente, relata-se a possibilidade de formacao de subprodutos durante a
cloragdo, que também podem possuir atividade estrogénica (PEREIRA 2011).

A quantificagdo da atividade estrogénica possui alto grau de dificuldade, visto que os DE
se encontram em baixas concentragdes € proximos ao limite de detec¢ao dos métodos analiticos
(FISCHER, 2013). Assim, atenta-se para a utilizacdo do Ensaio YES (Yeast Estrogen Screen),
que utiliza uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae para identificar compostos
estrogénicos (ROUTLEDGER & SUMPTER, 1996). Esse ensaio apresenta alta especificidade
e sensibilidade para a deteccao de substancias estrogénicas, identificando sinergicamente os
compostos com essa atividade (BILA, 2005).

Nesse panorama, o estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de remocao da atividade
estrogénica, utilizando o ensaio YES, dos compostos E1 e E2 em concentracdes baixas por

meio da cloracao, com doses de cloro e tempo de contato usualmente utilizados em ETA.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes quimicos

E1 (299%), E2 (=98%) e a solugdo de hipoclorito de sédio (10-15%) foram obtidos da
Sigma-Aldrich®. Os solventes acetona (P.A., 100%), hexano (P.A., 100%), 4cido cloridrico
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(P.A., 37%), metanol (P.A., 100%), acido nitrico (P.A., 65%) e o etanol absoluto (P.A.,
>99,9%) foram obtidos da Synth®. Os reagentes utilizados no ensaio YES e o metabissulfito de
so6dio (10-15%) foram obtidos da Sigma-Aldrich® ou da Synth®, com elevado grau de pureza.
A 4gua utilizada no experimento foi proveniente de uma mina, coletada na regiao de Torredes
(Minas Gerais, Brasil), em area rural preservada, de modo que a sua qualidade fisico-quimica
se assemelhe a de tratamento pos-filtragdo em estacdes de tratamento de dgua (ETA) e ndo

apresente atividade estrogénica.
2.2 Métodos analiticos e equipamentos

As seguintes andlises foram realizadas para a amostra inicial de dgua: potencial
hidrogenidnico (pH), condutividade elétrica (CE), cor aparente, turbidez, temperatura, dureza,
carbono organico total (COT), carbono total (CT), carbono inorganico (CI) e atividade
estrogénica. Apds a cloragdo, foram analisados os parametros pH, condutividade, turbidez,
temperatura, cloro livre, cloro total e atividade estrogénica. Os métodos utilizados e os

respectivos equipamentos sdo sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8: Métodos e equipamentos utilizados nas analises.

Analise Método Reagente/Equipamento Referéncia
pH 4500-H+B HANNA, modelo HI 8424
CE 2510 Gehaka, CG 1800
Cor aparente 2120 Policontrol, modelo Aquacolor APHA
Turbidez 2130B DEL LAB, DLT WV AWW A, e
Dureza 2340C Método titulométrico com EDTA WEF (2005)
COT, CI, CT 5310B Total organic carbon analyzer Schimadzu
Cloro livre e DPD Reagentes da Hach® (limite de detecgdo 0,02-2,00 mg.L!)
total titulométrico e espectrofotdmetro Hach® DR6000
Atividade Routlegde &
o Ensaio YES Leitora de placas Multiskan FC - Thermo Scientific® Sumpter
estrogénica (1996)

2.3 Delineamento experimental e ensaios de cloracio

As variveis dose de cloro (0,5 e 5 mg. L!) e tempo de contato (1 e 30 minutos) foram
avaliadas em delineamento fatorial 2x2, realizado no software Minitab®, de forma que fosse
possivel avaliar a influéncia de cada variavel isoladamente. Além disso, foi adicionado um
ponto central, com dose de cloro igual a 2,75 mg. L™ e tempo de contato de 15,5 minutos. Dessa
maneira, totalizaram-se cinco ensaios para cada condi¢do de concentracdo dos hormoénios

avaliada, todos realizados em triplicata. Destaca-se que essas condi¢des foram escolhidas para
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abranger aquelas similares as de operagdo em ETA no Brasil, considerando as exigéncias da
portaria de consolidac¢do n’ 05/2017 (BRASIL, 2017).

Os ensaios foram realizados para o composto E2 nas concentragdes de 100 e 1000 ng.
L', sendo possivel avaliar o efeito da reducio da concentragiio na eficiéncia de remocdo. Para
o composto E1, os ensaios foram realizados na concentracio de 1000 ng. L', Assim, foi
possivel comparar se esses dois compostos se comportam de maneira semelhante durante a
reagdo com o cloro.

Além disso, para cada um dos compostos, foi realizado um ensaio de cloracdo com dose
de cloro igual a 5 mg. L'! por 24 horas, visando identificar o que ocorre com esses compostos
na rede de distribuicio de 4gua. Para o E1, na concentragio de 1000 ng. L'}, a remogdo da
atividade estrogénica foi avaliada nos tempos de contato de 0 min, 10 min, 30 min, 1h, 4h, 8h,
12h e 24h. Para o E2, na concentra¢do de 100 ng. L', a remog3o da atividade estrogénica foi
avaliada nos tempos 0 min, 10 min, 30 min, 1h, 4h e 24h, uma vez que os tempos de 8h e 12h
avaliados para o E1 ndo apresentaram diferenga em comparagdo com o tempo de 24h.

Ademais, afim de identificar se a cloragdo seria capaz, ainda, de remover os compostos
conjuntamente, foi realizado um ensaio com o E1 e o E2, ambos na concentragdo de 100 ng. L
!, Para isso, foram avaliadas as doses de cloro de 2,75 ¢ 5,0 mg. L' e tempos de contato iguais
a 0,5 e 24 horas.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Qualidade Ambiental (LAQUA)
da Universidade Federal de Juiz de Fora. A 4gua de estudo, que ndo apresentava atividade
estrogénica, foi fortificada com uma quantidade de hormonio de modo a atingir a concentragado
desejada a partir de solucdes estoque de E1 e E2, com concentracdo de 1 mg. L' em etanol
absoluto, armazenada a 4°C em frasco de vidro ambar na auséncia de luz. Os ensaios de cloragao
foram realizados em batelada em béquer com capacidade de 1 litro. O volume dos ensaios
variou de 400 a 700 mL, de acordo com a concentracao inicial € o composto avaliado.

A partir da solugdo de hipoclorito de sodio (10-15%, Sigma-Aldrich®), foi preparada
uma solucdo estoque de cloro com concentragio de 1000 mg. L' de Cl. Essa solugdo foi
armazenada a 4°C em frasco ambar. Para garantir a concentra¢do inicial da solugdo, foi
realizada uma calibra¢do, uma vez que a concentragdo do hipoclorito apresenta variacao de
acordo com a temperatura. Essa calibracdo foi realizada a partir da andlise de cloro total no
momento dos ensaios.

Para eliminar o cloro residual e interromper a cloragao no tempo estipulado, foi aplicada

uma dose de 0,1 mL de metabissulfito de sddio 3% (m/V) para cada 100 mL de amostra. Essa
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solucdo foi testada afim de garantir a ndo toxicidade a levedura, sendo um controle “branco”

realizado.
2.4 Extracdo em Fase Sélida (SPE)

O procedimento seguido na extragdo em fase solida foi adaptado de Pereira (2011).
Utilizaram- se cartuchos C18 (500 mg, 6 mL) BondElut da Agilent® e manifold sob vacuo de
uma bomba. Adotaram-se os seguintes passos: condicionamento do cartucho pela passagem de
6 mL de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de dgua deionizada com pH 3,
nessa ordem. Apds essa etapa, foi realizada a passagem da amostra. A secagem do cartucho foi
realizada sob vacuo no manifold por 10 minutos, sendo procedido da etapa de clean-up com
solugdo de metanol e 4gua deionizada (1:9). Entdo, houve a eluicdo do analito em 4 mL de
acetona. Apos executada a extragao, a amostra eluida foi evaporada em fluxo de gas nitrogénio
e ressuspendida em 1mL de etanol absoluto. Foram extraidos 300 mL das amostras contendo
E1 com concentragdo igual a 1000 ng. L. Para as amostras contendo E2 com concentragio
igual a 100 ng. L' e 1000 ng. L*!, foram extraidos 100 mL e 600 mL, respectivamente.

A recuperacdo da metodologia de SPE foi aferida por meio da extracdo da amostra de
agua natural fortificada com concentracdo conhecida dos hormonios, sendo extraido 300 mL
de E1 com concentracdo igual a 1 ug. L' e 600 mL de E2 com concentragdo igual a 100 ng. L-
!, O resultado do teste YES foi comparado com o resultado de amostras com concentragdes
iguais a 300 ug. L' de E1 e 60 pg. L' para o E2, respectivamente. Assim, foi possivel calcular
a taxa de recuperagao da metodologia, em porcentagem. Todo o procedimento foi realizado em

triplicata.
2.5 Ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES)

Para a quantificacdo da atividade estrogénica das amostras utilizou-se o ensaio Yeast
Estrogen Screen (YES) de Routlegde & Sumpter (1996), com adaptagdes realizadas por Bila
(2005). Os materiais foram previamente limpos com agua da torneira, deixadas em banho de
acido nitrico (10%) durante 24 horas, enxaguadas com agua deionizada (condutividade elétrica
inferior a 0,05 uS.cm™) e enxaguadas em etanol absoluto. Além disso, todo o ensaio e sua
preparagao foi realizado em capela de fluxo laminar.

Este ensaio consiste na utilizacdo de uma linhagem da levedura Saccharomyces
cerevisiae, que possui capacidade de metabolizar, na presenga de estrogénios, o clorofenol

vermelho-B-D-galactopiranosida (CPRG), de modo a ocasionar mudanga na coloragdo do meio
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de amarelo para vermelho (ROUTLEGDE e SUMPTER, 1996). O cultivo da levedura foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Bila (2005).

A partir dos resultados obtidos, elaborou-se a curva padrao, em que as absorbancias de
diluicoes seriais das amostras foram comparadas com as da curva padrao de 17B-estradiol
(54,48 ng. L''a 26,6 ng. L") e os resultados expressos em equivalentes de estradiol (EQ-E2).
O limite de detec¢do do método ¢é na ordem de 2 ng. L' (ROUTLEGDE e SUMPTER, 1996),
entretanto, esse valor pode variar de acordo com o numero inicial de células de levedura

(BERESFORD et al., 2000).
2.6 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram trabalhados estatisticamente no sofiware Minitab®. Para
verificar a existéncia de diferenca estatistica entre os dados foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), com nivel de significancia igual a 5%. Para os resultados dos ensaios fatoriais foi
possivel realizar a andlise de Pareto, identificando quais parametros (dose de cloro e tempo de
contato) influenciaram a eficiéncia de remocao. Além disso, foi possivel obter o grafico de

contorno desses resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Recuperacgio do cartucho

A recuperagdo do método de extragdo para a atividade estrogénica dos compostos
avaliados da 4gua de estudo variou de 74 a 83% (Tabela 9). Destaca-se que nenhum estudo que
avaliasse a recuperagao desse cartucho com a metodologia do ensaio YES foi identificado na

literatura.

Tabela 9: Recuperagdo (%) da atividade estrogénica pela extragdo em fase solido do E1 (1 ug. L) e
E2 (100 ng. L"), quantificados pelo ensaio YES.

Replicata E1l E2

1 74,3 76,9

2 79,0 83,0

3 76,4 82,0
Média £ dp 76,6 2.3 80,6 + 3,3

Estudos que avaliaram a recuperagdo do cartucho C18, principalmente por meio da
cromatografia gasosa, para esses compostos alcangaram valores variados, de 57-119%
(BELFROID et al., 1999; KELLY, 2000; ALDA e BARCELO, 2001; BILA, 2005; PEREIRA,

2011). Entretanto, ¢ valido ressaltar que essa discrepancia pode ocorrer por causa da
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concentragdo inicial do analito. Pereira (2011) obteve recuperacdo de 77% para o E1 com
concentracdo inicial de 10 pg. L', enquanto a recuperagdo para esse mesmo composto, com
concentracdo igual a 1,5 pg. L! foi igual a 57%. Com base nesses resultados, percebe-se que o
método utilizado, considerando a recuperacao da extracdo em fase sélida e do ensaio YES, foi
eficiente para os dois compostos avaliados, principalmente ao considerar as baixas

concentragoes iniciais avaliadas.

3.2 Parametros fisico-quimicos

3.2.1 Caracterizacdo inicial da dgua de estudo

A 4gua foi analisada em relacdo aos seus parametros fisico-quimicos (Tabela 10) e em
relagdo a atividade estrogénica para a verificacdo de sua auséncia como forma de validacao dos
resultados. O ensaio YES constatou que a d4gua de estudo possuia atividade estrogénica abaixo

do limite de detecgdo do método (1,0 £ 0,2 ng L' EQ-E2) e baixa turbidez (1,3 uT).

Tabela 10: Caracterizacdo da dgua usada nos ensaios de cloracao.

Parametros Média + Desvio padrio Parametros Resultado
pH 7,3+0,5 Dureza* 17 mg CaCOs.L"!

Cor aparente 6,8 £2,2uC Carbono Organico Total* 0,14 mg.L"!

CE 17,14 £ 3,21 ps.cm’ Carbono Total* 3,0 mg.L!

Turbidez 1,3+0,2uT Carbono Inorganico* 2,86 mg.L!

*A analise desses parametros foi realizada apenas uma vez para essa dgua de estudo.
3.2.2 Parametros fisico-quimicos apos os ensaios de cloragdo

Os parametros fisico-quimicos aferidos antes e depois da cloragdao sdo apresentados no
Apéndice A. No ensaio do E2 em baixa concentracio (100 ng. L), a concentracio de cloro foi
pequena utilizando a dose de cloro igual a 0,5 mg. L' e tempo de contato igual a 1 minuto,
indicando que a remocao da atividade estrogénica nao seria eficiente.

Durante a cloragio da combinacdo E1+E2 (100 ng. L"), na dose inicial de 2,75 mg. L' a
concentragio de cloro livre diminuiu de 2,4 para 1,5 mg. L'! ao aumentar o tempo de contato
de 30 minutos para 24 horas. Essa diminui¢io também foi observada na dose de 5,0 mg. L,
variando de 4,1 para 3,4 mg. L' nessas mesmas condi¢des de tempo. Assim, a reagio de
oxidagdo com o cloro continuou ocorrendo. A partir dos valores de cloro livre e total desses
ensaios é possivel concluir que a demanda de cloro variou até 0,85 mg. L™, demonstrando a

baixa demanda inicial dessa agua.
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Em todos os ensaios a condutividade aumentou ap6s a cloracdo, sendo esta proporcional
a dose de cloro adicionada; além disso, o valor de cloro livre, como esperado, foi maior para o

tempo de 1 minuto do que em 30 minutos.

3.3 Atividade estrogénica

Antes de iniciar os ensaios propostos, foi atestado que a 4gua utilizada no estudo ndo
apresentava atividade estrogénica. Além disso, o limite de detec¢do do método, que varia de

acordo com condigdes de crescimento, foi igual a 1,2 + 0,2 ng. L' EQ-E2.
3.3.1 Ensaios de cloracio do EI e E2 com concentracio igual a 1 ug. L

O ensaio com dose de cloro de 0,5 mg. L' e TC igual a 1 minuto foi pouco eficiente na
remogao da atividade estrogénica, tanto para o E1 (Figura 6), como para o E2 (Figura 7), com

apenas 12,4% de remocdo da atividade estrogénica do E1 e 41,6% do E2.

400 - e 100
1
300 } 3 - 80
S 60 =
2200 2
X | ORemogdo (%) @EQ-E2 (ng/L)l 40 2
g 100 0 5
8 a .
0 : 4 & 0

Amostra  05mg L’ 05mg L 275mg L 50mg L 50me L’
Inicial 1 min 30 min 15,5 min 1 min 30 min
Figura 6: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) e eficiéncia de remogdo (%) para o
estrona (E1) com concentragdo igual a 1 pug. L' (média e desvio padrio).
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Figura 7: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) ¢ eficiéncia de remogao (%) para o 17-
estradiol (E2) com concentragdo igual a 1 pg. L' (média e desvio padrdo).
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Nessa dose mais baixa, a remogao de atividade estrogénica foi diretamente proporcional
ao tempo de contato para ambos os compostos, sendo que o mesmo ocorreu no estudo de Pereira
(2011), em que a remogio aumentou de 44% para 95%, com dose de cloro igual a 1 mg. L',
em tempos de contato iguais a 10 e 30 minutos, respectivamente.

Para o E1, a maior remog¢ao ocorreu na maior dose de cloro e no tempo de contato igual
a 1 minuto, sendo interessante notar que ao elevar o tempo de contato e manter a dose elevada,
a remocao da atividade estrogénica diminui de 98,5% para 93,8%, provavelmente devido a
formacdo de subprodutos que possuem potencial estrogénico maior que os anteriormente
formados. Por outro lado, para o E2 a maior remog¢ao da atividade estrogénica ocasionada pelo
E2 ocorreu com a maior dose e maior tempo de contato combinados, ou seja, 5 mg. L™ e 30
minutos (99,5%). Considerando essa dose, a eficiéncia de remoc¢do da atividade estrogénica
aumentou 1,6% entre os experimentos com tempos de contato de 1 e 30 minutos, diferentemente
do comportamento apresentado na remog¢ao do E1.

Pereira (2011) avaliou a formacgao de subprodutos durante a cloragdo do estrona, e pode
concluir que esta ¢ variavel de acordo com o tempo de reagdo. Avaliando os subprodutos
formados com 1 minuto de reagdo, a autora identificou os compostos m/z 303, identificada
como estrona monoclorada por Nakamura et al. (2006), e m/z 337. Aumentando o tempo de
reagdo para 30 minutos, foi possivel identificar um novo subproduto: m/z 319. Além disso, o
composto m/z 337 continuou sendo formado, apresentando maior concentragdo no maior
tempo. Dessa forma, ¢ possivel perceber que a ndo regularidade da formagao de subprodutos
pode afetar a atividade estrogénica da amostra, como observado nesse experimento, uma vez
que os subprodutos possuem potenciais estrogénicos diferentes.

Pereira et al. (2011), utilizando dose de cloro igual a 1,0 mg. L' e tempo de contato
igual a 30 minutos, obtiveram remoc¢ao igual a 95% para uma concentracgao inicial de E1 cem
vezes maior do que a do presente estudo. Ainda, Pereira (2011) relatou a remocgao de 97% deste
horménio utilizando doses de 6,4 mg. L' e tempo de 30 minutos, sendo préximo ao valor de
93,8% encontrado para esse mesmo tempo e dose de cloro igual a 5,0 mg. L. Para o E2 com
mesma concentragdo inicial, Pereira et al. (2013) reportaram remog¢des de 97% e 98% em
ensaios de cloracio com o tempo de contato de 30 minutos e doses de cloro de 0.5 mg. L' e 5
mg. L', respectivamente, o que se encontra de acordo com os encontrados no presente trabalho.

No estudo de Chen et al. (2007), a remogao de E1 variou de 25% a 28% com dose de
cloro igual a 1 mg. L' e tempo de contato igual a 10 minutos, nas concentrac¢des iniciais de 500
e 100 ng. L! de estrona, respectivamente. Em Pereira (2011), houve remocio de 96% e 95% de

E1, para dose de cloro de 2 mg. L' e tempo de 10 e 30 minutos, respectivamente, valores
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proximos ao identificado para o ponto central do experimento, que obteve remog¢ao média de
92,5%. Além disso, Gerolin (2008) observou que a remog¢ao do El para doses de cloro que
variaram de 2,5 a 4,5 mg. L'! em ETA foi de 80,5% a 99,1%, sendo esse resultado condizente
com o presente estudo, ja que apenas a dose de 0,5 mg. L', que ndo foi avaliada por Gerolin
(2008), estaria fora dessa faixa. Portanto, as remoc¢des encontradas condizem com a faixa de
remocao relatada na literatura.

No experimento de cloragdo do ponto médio (15,5 min e 2,75 mg. L) do E2 obteve-se
eficiéncia de remog¢do muito proxima a reportada por Deborde et al. (2005), igual a 95%, o qual
utilizou condi¢des similares (15 min e 2 mg. L!), porém com concentracio inicial de E2 100
vezes maior que a utilizada no presente trabalho. Esse resultado indicou que a concentragdo
inicial de E2 nao apresentou grande influéncia na eficiéncia de remocdo de atividade
estrogénica.

Sabendo que compostos fenolicos, devido a indugdo de carga negativa, sdo altamente
reativos com hipocloritos, muitos subprodutos sdo encontrados ao final da cloragdo, estes com
atividade estrogénica reduzida (Hu ef al., 2003). Dessa forma, ¢ provavel que a atividade
estrogénica remanescente dos ensaios com remogao significativa seja causada por subprodutos
do E1 e do E2, assim como Hu ef al. (2003) reportaram em seus experimentos. J4 no ensaio em
que houve a menor remocio de atividade estrogénica (1 min e 0,5 mg. L), o predominio de
cloro na forma livre indica pouca reagao oxidativa do cloro, o que provavelmente resultou em
atividade estrogénica predominante advinda do E1 e E2.

Houve influéncia similar da dose de cloro e o tempo de contato na remocao de E1 e o E2
(Figura 8).
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Figura 8: Diagrama de contorno elaborado a partir dos resultados do ensaio fatorial de cloragcdo A) do

El (1 pg. L"); B)do E2 (1 ug. LY.
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Esses compostos, por apresentarem formula estrutural e geometria espacial semelhantes,
reagem com o cloro por meio dos mesmos mecanismos. Comparando os valores encontrados
para os ensaios de E1 e E2 na mesma concentragio (1 pg. L"), nio houve diferenca estatistica
entre as remocoes identificadas para os dois compostos (o = 0,05).

E possivel notar que a cloragdo propiciou grande redugdo do efeito da estrogenicidade
das amostras, principalmente nas maiores doses de cloro. Nota-se que, em doses e tempos de
contato intermediarios, foi possivel alcangar uma elevada remogdo, que diminuiu com o
aumento do tempo para El, possivelmente, devido a continuidade da reagdo e formagao de
subprodutos. Assim, para garantir maiores eficiéncias, recomenda-se a utilizacdo de doses de
cloro acima de 3 mg. L"! em estagdes de tratamento de 4gua ou tempo de contato superior a 20
minutos.

De acordo com o diagrama de Pareto, foi possivel concluir que tanto a dose de cloro,
quanto o tempo de contato, influenciaram, significativamente (0=0,05), a eficiéncia da remog¢ao

da atividade estrogénica do E1 e do E2 por meio da cloragao.
3.3.2 Ensaio de cloracio do E2 com concentragio igual a 100 ng. L'

Em relagdo a remog¢do da atividade estrogé€nica, observou-se que, assim como na
concentra¢do mais elevada, o ensaio com a menor dose de cloro e menor tempo de contato nao
foi eficiente, com remog¢do média igual a 51,5% (Figura 9). Mantendo essa dose fixa e
aumentando o tempo de contato para 30 minutos, a remog¢do aumentou para 97,8%. Com a
mesma tendéncia do ensaio realizado para a concentragdo de 1 pg. L', a maior remogo ocorreu

para a dose e tempo de contato maiores, sendo a média igual a 98,9%.
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Figura 9: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) ¢ eficiéncia de remogao (%) para o 17-
estradiol (E2) com concentragdo igual a 100 ng. L' (média e desvio padrio).

Ademais, ndo houve diferenga significativa entre os resultados obtidos nos dois ensaios

com o E2 (a=0,05), confirmando que a diminui¢do da concentracdo nao afetou a eficiéncia de
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remocio da atividade estrogénica. E importante destacar que o aumento da concentragdo em 10
vezes nao alterou significativamente a remog¢ao da ativividade estrogénica nessas condigdes
para o E2.

Chen et al. (2007), que avaliaram a remog¢do do E2 por meio da cloracdo nessa mesma
concentragdo, obtiveram remocao igual a 22% utilizando-se uma dose de cloro igual a I mg. L
!'e tempo de contato igual a 10 minutos, resultado bem inferior aos encontrados. Essa diferenca
pode ter sido ocasionada pela diferenga nas caracteristicas fisico-quimicas das amostras
utilizadas por Chen et al. (2007), que apresentavam turbidez de até 7,7 uT.

A influéncia da dose de cloro e do tempo de contato sobre a remoc¢do de E2 a 100 ng. L~
! (Figura 10) foi semelhante a encontrada para E1 e E2 com concentra¢des iguais a 1 pg. L™1. O
diagrama de Pareto (0=0,05) demonstrou que, mais uma vez, tanto a dose de cloro, quanto o

tempo de contato, se provaram estatisticamente significativos na remog¢dao de atividade

estrogenica.
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Figura 10: Diagrama de contorno elaborado a partir dos resultados do ensaio fatorial de cloragdo do E2

(100 ng. L.

Por meio da andlise dos resultados e dos graficos de contorno, € possivel concluir que a
cloragdo pode ser eficiente na remocao da atividade estrogénica tanto do estrona como do 17f3-
estradiol, dependendo das condigdes utilizadas. Assim, para garantir que a eficiéncia seja
elevada, foi demonstrado, mais uma vez, que se deve utilizar doses de cloro acima de 3 mg. L
!, ou caso a concentragio de cloro seja menor deve-se garantir um tempo de contato minimo de

20 minutos.
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3.3.3 Ensaios de cloragio da combinacio E1+E2 em concentracgio igual a 100 ng. L'

A cloracio da combinagdo de E1+E2 em concentragdes iguais a 100 ng. L™! foi eficiente
na remoc¢ao da atividade estrogénica em todas as condi¢des avaliadas, atingindo o valor médio
minimo de 99,3% para a dose de cloro de 5,0 mg. L™ e tempo de contato de 30 minutos (Figura
11). Para o tempo de contato de 24 horas, ambas as doses resultaram em remog¢des acima de
99%, confirmando o potencial que a clorag@o possui na remocao da atividade estrogénica desses

hormonios naturais.
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Figura 11: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) e eficiéncia de remogdo (%) para a
combinagdo 17p-estradiol + estrona (100 ng. L) (média e desvio padrio).

A maior concentragiio de EQ-E2 identificada nesses ensaios foi igual a 1,1 ng. L™ paraa
maior dose de cloro e tempo de contato de 30 minutos. Essa concentragdo, de acordo com o
estudo realizado por Bastos ef al. (2009), esta abaixo do valor maximo desejavel para o E2, que
¢ igual a 5,47 ng. L'! no caso mais extremo (lactentes). Desse modo, utilizando-se doses e
tempos de contato adequados, a cloragdo ¢ capaz de diminuir a concentracdo da atividade
estrogénica causada por esses desreguladores enddcrinos, minimizando os riscos a saude
humana. A remog¢ao desses compostos ¢ imprescindivel ja que a sua ingestdo em elevadas
concentragdes pode ocasionar indugcdo da menopausa prematura, problemas com o
desenvolvimento reprodutivo e aumento de casos de cancer de mama e de prostata (BOLONG
et al., 2009; SUMPTER e JOBLING, 2013; NELLES et al., 2011; MOORE et al., 2016).

Poucos estudos que investigaram a atividade estrogénica das dguas de abastecimento
foram identificados na literatura. Jardim et al. (2012) avaliaram amostras de aguas superficiais
e de abastecimento no estado de Sdo Paulo/Brasil utilizando o teste BLYES e constataram a
auséncia de atividade estrogé€nica em todos os pontos de abastecimento, assim como nao
identificaram a presenca de E1 e E2. Nas amostras de agua superficial, a atividade estrogénica

alcangou valores de até 3,1 ng. L'! EQ-E2. Por outro lado, Gerolim (2008) calculou a atividade
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estrogénica prevista para amostras ao final das estagdes de tratamento de 4dgua a partir das
concentragdes dos compostos E1, E2, E2, EE2 e NP, atingindo os valores de 276 ng. L'! EQ-
E2 para a ETA de Campinas e 473 ng. L' EQ-E2 para a ETA de Sumaré. Nessas esta¢des, a
remocdo média dos compostos foi de 80%, resultando em uma atividade estrogénica
remanescente muito elevada. Dessa forma, percebe-se que nao existe, ainda, um consenso sobre
as concentragdes esperadas de atividade estrogénica em aguas de abastecimento, sendo

necessaria a realiza¢ao de mais estudos.
3.3.4 Ensaios de cloracio de 24 horas dos horménios E1 (I ug. L") e E2 (100 ng. L)

No ensaio de cloragdo com dose de cloro de 5 mg. L' e 24 horas (Figura 12 e 13),
identificou-se a ndo regularidade na remocao da atividade estrogénica, sendo que no ensaio do

El ocorreu o aumento da atividade estrogénica com o aumento do tempo de contato até 30

minutos.
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Figura 12: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) e eficiéncia de remogao (%) no ensaio
de cloragdo (dose de cloro igual a 5 mg. L) de 24 horas do E1 (1 ug. L™).

150 100
¢

80
=2 100 S
E} 60 =
@]
A E==IRemocio (%) -4-EQE2(mgL) || 40 &
S 50 g
20

0 O IR oo o] THPTSOO B S 0

0 min 10 min 30 min 1 hora 4 horas 24 horas

Figura 13: Atividade estrogénica remanescente (ng. L' EQ-E2) e eficiéncia de remogio (%) no ensaio
de cloragdo (dose de cloro igual a 5 mg. L") de 24 horas do E2 (1 ng. L.
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Nesse tempo, como ja havia sido demonstrado no teste anterior, ocorreu o aumento da
atividade estrogénica devido, possivelmente, & formagao de subprodutos que possuem maior
atividade estrogénica. A concentragao de cloro livre apresentou valores decrescentes, atingindo
2,5 mg. L' apos 24 horas.

No caso do E2, ndo houve aumento inicial da atividade estrogénica. A remocao foi
proporcional ao aumento do tempo de contato, atingindo valores acima de 99% nos tempos
iguais a 4 e 24 horas, ndo sendo detectada atividade estrogénica nesses ensaios (limite de
deteccio = 1,2 + 0,2 ngL!). Estudos da literatura que avaliam as concentrag¢des desses
compostos que ndo sejam capazes de causar risco a saide humana ainda sdo escassos,
entretanto, observando o estudo realizado por Bastos et al. (2009), a atividade estrogénica
remanescente nos ensaios deste estudo ndo causaria efeitos adversos mesmo aos lactentes. Esse
fato ¢ extremamente importante ja que a presenga de cloro residual na rede permite que as
reacdes continuem acontecendo ao longo do sistema de distribuigdo.

Assim como constatado por Lee et al. (2004), a remocao da atividade estrogénica foi
fortemente influenciada pelo tempo de contato. Os autores obtiveram eliminagdo dos
compostos bisfenol A (BPA), nonilfenol (NP) e E2 apods 36 horas de cloragdao, com dose igual
a 1,5 mg. L. Entretanto, esse elevado tempo de contato pode estar relacionado com a
concentragio inicial dos compostos, igual a 27 pug. L.

Westerhoff ez al. (2005) avaliaram a cloragdo do E1 e E2, utilizando dose de cloro igual
a 3,6 mg. L'!, e obtiveram remocdo igual a 100% para os dois compostos. Esse resultado é
condizente com o obtido neste estudo, mesmo que este tenha avaliado a remocao da atividade
estrogénica, uma vez que estudos anteriores mostraram que os subprodutos de cloracdo nao
contribuem significativamente para a atividade estrogénica (SCHENCK et al., 2012). Assim, a
elevada remogao da atividade estrogénica obtida pode estar relacionada a remogdo do
composto-alvo e formagado de subprodutos que possuem baixa atividade estrogénica.

Apesar da elevada remocao, mais estudos que visem identificar o efeito dos subprodutos
devem ser investigados, uma vez que a toxicidade desses compostos ainda ndo ¢ amplamente

conhecida (LIMA et al., 2017).

3.4 Avaliacao do potencial de remoc¢ao dos hormonios naturais nas estacoes de tratamento

de agua no Brasil

De acordo com informagdes do Sistema de Informagao de Vigilancia da Qualidade da

Agua para Consumo Humano (SISAGUA, 2016), 85% dos valores de cloro residual livre na
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saida das estacdes de tratamento de dgua brasileiras encontraram-se na faixa de 0,2 — 2,0 mg.

L! (Figura 14).
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0C <0,2 mg/L
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C = Concentragao de cloro residual
livre

Figura 14: Frequéncia (%) de valores reportados de cloro livre na saida das estagdes de tratamento de
agua no Brasil em 2016. Fonte: Adaptado de SISAGUA (2016).

Este fato ¢ preocupante, uma vez que, nessas concentracdes, a remoc¢do média de
atividade estrogénica identificada seria igual a 60%, aproximadamente, sendo ainda mais critica
em tempos de contato inferiores a 15 minutos. Nessa faixa de dose de cloro, a remocao da
atividade estrogénica pode atingir eficiéncia de, no maximo, 80% para o tempo de contato de
30 minutos. As concentracdes de cloro residual que sdo capazes de remover os horménios E1
e E2 eficientemente, de acordo com os dados do presente estudo, sdo maiores do que 3,0 mg.
L

A portaria de consolidacao n° 5/2017 estabelece, para dguas com temperatura média
igual a 20°C e pH 7, que, para concentracdo de cloro livre inferior a 0,4 mg. L!, o tempo de
contato minimo deve ser de 20 minutos. Para concentragdes de cloro livre igual a 3,0 mg L™,
nas mesmas condi¢des de temperatura e pH, o tempo de contato deve ser de, pelo menos, 4
minutos. A remogdo da atividade estrogénica nesses casos atingiria valores de até 80%, para a
dose mais baixa, e 85%, para a dose mais alta (Figuras 8 e 10).

Nesse contexto, percebe-se um indicativo de que esses compostos ndo sao
completamente removidos nas ETA do Brasil, estando em conformidade com estudos que
demonstraram a presenca desses desreguladores endocrinos nas dguas tratadas dos estados de
Sao Paulo e Minas Gerais (GHISELLI, 2006; LOPES, 2007; GEROLIN, 2008; DIAS et al.,
2015).
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Além disso, ¢ necessario que outros ensaios que avaliam a influéncia de outros
compostos sejam realizados para identificar o que ocorre nas matrizes reais. Outros ensaios,
como os testes in vivo também devem ser realizados, para que seja possivel avaliar o potencial
que esses compostos e seus subprodutos possuem de causar efeitos adversos. Também deve-se
investigar o potencial dos compostos em bloquear o sitio ativo, visto que esta metodologia do

YES analisa apenas a resposta gerada do composto ao mimetizar o hormonio.
4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a cloragao pode ser eficiente na remogao da atividade
estrogénicas dos hormonios naturais. Parao E1, com concentragdo iguala 1 ug. L', a remogio
atingiu 98,5% utilizando-se as doses de 5,0 mg. L' e tempo de contato de 1 minuto. Para o E2,
nessa mesma concentragdo inicial e dose de cloro, mas com tempo de contato igual a 30
minutos, a remoc¢ao atingiu 99,5%. Diminuindo a concentracao inicial do E2 em dez vezes,
nessas mesmas condigdes a remocao foi igual a 98,9%. Nao houve diferenca significativa entre
a remocao do E1 e do E2 e entre as concentracdes alta e baixa do E2, assim, a diminuicao da
concentracdo inicial do E2 em dez vezes ndo afetou o desempenho do processo. As
concentracdes remanescentes de atividade estrogénica identificadas neste trabalho foram
menores do que o valor maximo desejavel reportado na literatura, que ndo causaram efeitos
adversos ao grupo mais sensivel, os lactentes. Entretanto, mais estudos devem ser realizados
visando avaliar os potenciais efeitos adversos que as baixas concentragdes dessas substancias e

os seus subprodutos podem causar.
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Apéndice A — Resultado dos parametros fisico-quimicos

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos dos ensaios de cloragio (dose de cloro = 0,5 mg L") do E1 (1pg.

L.
Parimetro Antes da clorac¢ao Dep(()islii]?nfll:)(:‘)agﬁo Delzg(i)s [i?ncl}?;:;cﬁo
Média + DP (n=3) Média + DP (n=3) Média + DP (n=3)
pH 7,3+0,0 7,6 £0,2 7,2+0,0
Cor aparente (uC) 6,8+04 6,6 +0,8 6,8+1,2
CE (ps.cm™) 17,3+0,0 19,8 +£0,3 19,4+0,8
Turbidez (uT) 0,1 +0,0 1,1 £0,6 0,8+0,7
Temperatura (°C) 21,0£0,0 23,7+0,5 233+1,0
Cloro livre (mg.L™") 0,5% 0,4+0,0 0,3+0,0
Cloro total (mg.L") - 0,5+0,0 0,4+0,0

DP= Desvio padrao; n= numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos dos ensaios de clora¢do (dose de cloro = 5,0 mg L") do E1 (1pg.

L.
Antes da cloracdo Depo;s d? cl:racao Dep;)(l)s dsin cli)racao
Parimetro (1 minuto) (30 minutos)

Média £ DP (n=3) Média £ DP (n=3) Média £ DP (n=3)

pH 7,5+0,0 8,1+£0,0 7,8+£0,2

Cor aparente (uC) 6,5+0,8 7,0£0,9 6,0+£0,4

CE (ps.cm™) 17,4+ 0,0 39,5+ 1,7 40,0 + 0,6

Turbidez (uT) 1,9+0,3 1,8+0,4 1,6 £0,3

Temperatura (°C) 22,0+£0,0 25,7+ 1,0 26,0+0,9

Cloro livre (mg.LY) 5,0% 43+0,2 42+0,2

Cloro total (mg.L™) - 4,9+0,1 4,5+0,4

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 3: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de cloracdo (dose de cloro=2,75 mg L) do E1 (1pg.
LY.

Depois da cloracio

Antes da cloragao (15,5 minutos)

Parametro
Média + DP (n=3) Média + DP (n=3)
pH 7,2+0,0 7,6 £0,1
Cor aparente (uC) 7,0+0,4 5,8+0,8
CE (us.cm™) 16,8 £ 0,0 30,1+0,7
Turbidez (uT) 2,1 +0,1 1,7+0,3
Temperatura (°C) 22,0+£0,0 24.8+0,3
Cloro livre(mg.L") 2,75% 1,9+0,2
Cloro total (mg.L™") - 2,5+0,2

DP= Desvio padrao; n=numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.
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Tabela 4: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de cloragdo (dose de cloro = 0,5 mg L") do E2 (1pg.

L.

Parametro

Antes da clorac¢ao

Depois da cloracgiao
(1 minuto)

Depois da cloracgiao
(30 minutos)

Média + DP (n=3)

Média + DP (n=3)

Média + DP (n=3)

pH

Cor aparente (uC)

CE (us.cm™)
Turbidez (uT)

Temperatura (°C)
Cloro livre (mg.L")
Cloro total (mg.L")

8,0+0,1
12,6 04
21,7+ 1,4
0,1+£0,0
27,0+ 0,0
0,5%

7,3+0,1
133+ 1,6
253+1,5
3,5+0,8
29,7+0.,5
0,4+0,1
0,4+0,1

7,7+0,3
132+0,7
259+ 0,6
32404
293+0,5
0,2+0,1
0,3 +0,0

DP= Desvio padrao; n= numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos dos ensaios de cloragio (dose de cloro = 5,0 mg L") do E1 (1pg.

L.

Antes da clorac¢ao

Depois da cloracio
(1 minuto)

Depois da cloracio
(30 minutos)

Parametro
Média £ DP (n=3) Média £ DP (n=3) Média + DP (n=3)

pH 6,9+0,1 8,0+0,1 74+0,1
Cor aparente (uC) 11,9+0,1 12,2+ 1,1 11,7+0,8
CE (us.cm™) 50,1 +6,6 52,1+23 52,4+£2,6
Turbidez (uT) 2,34+0,3 33+0,4 3,5+£0,7
Temperatura (°C) 25,0+0,0 273+£0,5 26,8 £0,7
Cloro livre (mg.L) 5,0% 45+0,0 43+0,1
Cloro total (mg.L™) - 5,5+0,0 50+0,0

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 6: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de cloragdo (dose de cloro=2,75 mg L") do E2 (1pg.
LY.

Depois da cloracgiao

Antes da cloragio (15,5 minutos)

Parametro
Média + DP (n=3) Média + DP (n=3)

pH 7,0 £0,0 72+0,1
Cor aparente (uC) 12,7+ 0,5 14,7+9,6
CE (us.cm™) 21,7+ 0,0 37,8+ 1,2
Turbidez (uT) 0,1+0,0 0,1+0,0
Temperatura (°C) 27,0£0,0 27,8+0,3
Cloro livre(mg.L") 2,75% 2,3+0,0
2,6 +0,1

Cloro total (mg.L™") -
DP= Desvio padrao; n=numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.
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(100ng. L.
~ Depois da cloragao Depois da cloragao
Parimetro Antes da cloragio (1 minuto) (30 minutos)

Média + DP (n=3) Média + DP (n=3) Média + DP (n=3)

pH 8,0£0,1 7,3+0,1 7,7£0,3

Cor aparente (uC) 12,6 £ 0,4 13,3+ 1,6 13,2+0,7

CE (ps.cm™) 21,7414 253+1,5 259+0,6

Turbidez (uT) 3.4+0,0 3,5+0,8 32404

Temperatura (°C) 27,0+ 0,0 29,7+0,5 29,3+0,5

Cloro livre (mg.L") 0,5% 0,4+0,1 0,2+0,1

Cloro total (mg.L™) - 0,4+0,1 0,3+0,0

DP= Desvio padrao; n=numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 8: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de clorag¢do (dose de cloro = 5,0 mg L!) do E2

(100ng. L.

Parametro

Antes da cloraciao

Depois da cloracgiao
(1 minuto)

Depois da cloracgiao

(30 minutos)

Média £ DP (n=3)

Média + DP (n=3)

Média + DP (n=3)

pH

Cor aparente (uC)
CE (ps.cm™)
Turbidez (uT)
Temperatura (°C)
Cloro livre (mg.LY)
Cloro total (mg.L")

6,9+ 0,1
11,9+ 0,1
26,1 + 6,6
23+ 03

25,0+ 0,0
5,0%

8,0+ 0,1
12,2+ 1,1
52,1+ 23
33+ 04
27,3+ 0,5
48+0,0
49+0,0

74+ 0,1
11,7+ 0.8
524+ 2.6
3,5+ 0,7
26,8+ 0,7
4340,1
5,0+0,0

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 9: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de cloragio (dose de cloro = 2,75 mg L!) do E2

(100ng. LY.

Antes da clora¢ao

Depois da cloracio
(15,5 minutos)

Parametro
Média = DP (n=3) Média + DP (n=3)

pH 7,0+0,0 7,2+0,1
Cor aparente (uC) 12,7+ 0,5 14,7+9.,6
CE (us.cm™) 21,7£0,0 37,8+ 1,2
Turbidez (uT) 0,1+0,0 0,1+0,0
Temperatura (°C) 27,0+ 0,0 27,8+0,3
Cloro livre(mg.L") 2,75% 23+0,0
Cloro total (mg.L™") - 2,6+0,1

DP= Desvio padrao; n= numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.
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Tabela 10: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de clorag¢do (dose de cloro = 2,75 mg L") do E1 +

E2 (100ng. L).

Antes da clorac¢ao

Depois da cloracgiao

Depois da cloracgiao

Parimetro (30 minutos) (24 horas)
Média + DP (n=3) Média + DP (n=3) Média + DP (n=3)

pH 7.4+ 0,1 73+ 0,1 7,0+ 0,2

Cor aparente (uC) 10,8+ 0,2 10,9+ 0,1 12,1 +£0,1
CE (us.cm™) 22,8+ 0,3 39,8+ 2,0 37,1+ 1,1
Turbidez (uT) 2,1+ 0,0 36+ 1,3 Lo+ 1,2
Temperatura (°C) 23,0+ 0,0 25,0+ 0,0 28,0= 0,0
Cloro livre (mg.L") 2,75% 24+ 0,1 1,5+ 0,3
Cloro total (mg.L") - 25+ 0,1 1,7+ 0,1

DP= Desvio padrao; n= numero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

Tabela 11: ParAmetros fisico-quimicos dos ensaios de cloragio (dose de cloro = 5,0 mg L'!) do E1 +

E2 (100ng. L).

Antes da clorac¢ao

Depois da cloracio
(30 minutos)

Depois da cloracio
(24 horas)

Parametro

Média + DP (n=3) Meédia + DP (n=3) Meédia + DP (n=3)

pH 7,1+ 0,0 7,3+0.2 7,4+0,1

Cor aparente (uC) 10,6 + 0,3 108+ 1,2 129+13

CE (ps.cm™) 22,0+ 0.2 492+ 0.7 503+ 1,3

Turbidez (uT) 0,1+ 0,0 0,1+0,0 2,3+0,5

Temperatura (°C) 25,0+ 0,0 253+0,5 26,3+0,5

Cloro livre (mg.L™") 5,0% 4,1+0,1 3,4+04

Cloro total (mg.LY) - 4,6 +0,0 33400

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.
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CAPITULO 3. REMOCAO DA ATIVIDADE ESTROGENICA DE
DESREGULADORES ENDOCRINOS POR PROCESSOS DE DESINFECCAO

RESUMO

O estudo de micropoluentes vem ganhando grande destaque no ambito internacional, uma vez
que esses contaminantes emergentes estdo sendo continuamente detectados em matrizes
ambientais, como aguas superficiais e subterraneas. Apesar de seus efeitos ainda ndo serem
completamente entendidos, o risco que essas substancias podem trazer a saude humana faz com
que o estudo de tecnologias de tratamento de dgua capazes de remover esses poluentes seja
imprescindivel. Assim, para minimizar o possivel risco que a exposicdo a esses quimicos
apresenta ao ser humano, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a remogao da atividade
estrogénica dos hormoénios naturais estrona (E1) e 17B-estradiol (E2), do hormdnio sintético
etinilestradiol (EE2) e do nonilfenol (NP), subproduto da degradacdo de surfactantes, em
concentragdes proximas as identificadas no ambiente por meio dos processos de desinfec¢ao
cloracdo e fotolise, utilizando-se condi¢des de operacao aplicaveis nas estagdes de tratamento
de agua. Os ensaios foram realizados para as combinagdes E1+E2, E1+E2+EE2, E1+E2+NP e
E1+E2+EE2+NP, afim de avaliar se a adi¢do dos compostos afetaria a eficiéncia do processo.
Os resultados obtidos indicaram que ambos os processos de desinfec¢do sdo capazes de remover
a atividade estrogénica dessas combinagdes. A remocdo atingiu valores de até¢ 99,7% para a
cloragdo empregando-se dose de cloro igual a 2,75 mg L' e 30 minutos de tempo de contato.
Para a fotolise, essa remocdo foi superior a 99,9% aplicando-se dose de 186 mJ.cm™. Além
disso, andlises estatisticas indicaram que ndo houve diferenga significativa entre as
combinagdes estudadas para os tratamentos.

Palavras-chave: Cloracao; fotolise; oxidagdao; micropoluentes; tratamento de agua; hormonios;

surfactantes.
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ABSTRACT

The study of micropollutants has become a highlight of international scope because emerging
contaminants are continuously detected in environmental matrices such as surface and
groundwaters. The study of water treatment technologies capable to remove these substances
are very important since they pose a human health risk, although their effects are still not fully
understood. This study aimed to evaluate estrogenic activity removal of natural hormones
estrone (E1) and 17B-estradiol (E2), synthetic hormone ethinylestradiol (EE2) and nonylphenol
(NP) surfactant subproduct at concentrations close to those identified in surface waters by
chlorination and photolysis disinfection processes, using operating conditions applicable in
water treatment plants. The tests were performed for the combinations E1 + E2, E1 + E2 + EE2,
El + E2 + NP and E1 + E2 + EE2 + NP to evaluate if mixture of compounds would interfere
with process efficiency. The results indicated that both disinfection processes could remove the
estrogenic activity of the mixtures tested. Removals reached values of up to 99,7% for
chlorination using a chlorine dose of 2,75 mg L! and 30 minutes contact time. Removal was
greater than 99,9% for photolysis at a dose of 186 mJ.cm™. Furthermore, statistical analyses
indicated that there was no significant difference in removal efficiencies between treatments
for the combinations studied.

Keywords: Chlorination; photolysis; oxidation; micropollutants; water treatment; hormones;

surfactants.
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1. INTRODUCAO

A preocupagdo com o tratamento de agua surgiu no final do século XIX, quando o
médico John Snow foi capaz de associar a sua ingestao com a proliferagdo de colera. O principal
objetivo do tratamento, naquela época, era a eliminagao de risco a saude causado por patdgenos
(LIBANIO, 2010). As estagdes de tratamento de 4gua continuam sendo projetadas para a
remog¢ao desses organismos, sendo a eliminagdo destes e de alguns outros pardmetros, como
cor e turbidez, o seu principal objetivo. Assim, alguns compostos quimicos, que podem causar
efeitos adversos a saude, ainda ndo sdao considerados alvos do tratamento.

Nesse cendrio, destacam-se os desreguladores endocrinos (DE), compostos que sdo
capazes de interagir com o sistema endocrino, alterando suas fungdes, que ainda ndo estdo
presentes nas legislagdes de diversos paises. Os riscos associados a essas substancias ainda nao
sao amplamente conhecidos, entretanto, diversos estudos indicam que ha relagdo entre a
exposi¢ao a DE e alteragdes, principalmente, no sistema reprodutor (COLBORN ef al., 1993;
SAFE, 2000; GALLO et al., 2016; SWEENEY et al., 2016; SHEIKH et al., 2016; SHEIKH et
al., 2017; VILELA et al., 2018). Por esse motivo, ¢ importante que sejam removidos nas
estacdes de tratamento de agua, para que ndo entrem em contato com o publico.

Diversas substancias quimicas sdo classificadas como desreguladores enddcrinos, como
os hormonios naturais e sintéticos, surfactantes, farmacos, agrotoxicos e produtos de cuidados
pessoais (BILA, 2005). Esses atingem os mananciais que sdo utilizados para captacdo de agua
para abastecimento por meio do langamento de efluentes domésticos in natura e tratado, e do
escoamento superficial, principalmente de areas agricolas (TERNES et al., 1999; AQUINO et
al., 2013).

Nas estagdes de tratamento de 4gua, as etapas de clarificagdo sdo projetadas para a
remogao, principalmente, dos parametros cor e turbidez, ndo sendo eficientes na remogao
desses micropoluentes (CHEN et al., 2007). Entretanto, durante a etapa de desinfec¢ao esses
compostos podem ser removidos, dependendo da tecnologia utilizada e das condig¢des de
operacdao empregadas, merecendo destaque a cloracao e a fotolise, tecnologias consolidas no
tratamento de dgua. De acordo com a literatura, ambas apresentam potencial de remog¢ao dos
DE, porém, estudos que avaliem a remog¢ao de misturas desses compostos em condi¢des técnica
e economicamente aplicaveis devem ser realizados (ALUM et al., 2004; COLEMAN et al.,
2004; WESTERHOFF et al., 2005; ROLLOF, 2007; FONSECA et al., 2011; PEREIRA et al.,
2011; SCHENCK et al,, 2012; SARKAR et al., 2014).
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Metodologias para identificar essas substancias em baixas concentragdes foram
desenvolvidas apenas nas tltimas décadas, justificando o fato desta preocupacdo ser emergente.
Entre os métodos existentes, ¢ possivel ressaltar as analises quimicas, os ensaios in vitro € os
ensaios in vivo, sendo este ultimo fundamental para caracterizar efeitos bioldgicos potenciais
(BILA, 2005). Os ensaios in vitro avaliam a atividade estrogénica por meio de mecanismos de
acdo que elucidam respostas, como os ensaios de proliferacdo celular. Destaca-se, o ensaio YES
(Yeast Estrogen Screen), desenvolvido em 1996 por Routledge e Sumpter. Esse ensaio utiliza
uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae € possui algumas vantagens, tais como
baixo custo operacional, analises realizadas em ampla faixa de concentragdo, baixo limite de
deteccdo, resultados que podem ser visualizados a olho nu e avalia¢do de efeito sinérgico, ou
seja, o resultado engloba todos os compostos com atividade estrogé€nica, assim como ocorre no
meio ambiente (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996; BILA; 2005).

Os desreguladores endocrinos avaliados no presente estudo foram os hormdnios naturais
estrona (E1) e 17B-estradiol (E2), que sdo produzidos e excretados pelos seres humanos e
animais de sangue quente; o hormonio sintético etinilestradiol (EE2), composto amplamente
utilizado em contraceptivos orais e tratamentos hormonais; € o subprotudo da degradagdo de
surfactantes, 4-n-nonilfenol (NP), presente nos efluentes domésticos (SOLE et al., 2000;
LAGANA et al., 2004). Esses compostos foram selecionados devido a sua frequente detecgdo
em estacdes de tratamento de aguas residudrias e nas aguas superficiais. Ademais, sdo
relevantes do ponto de vista do risco a exposi¢cao humana.

Tendo isso em vista, o presente trabalho objetivou avaliar a remocao da atividade
estrogénica causada por misturas dessas substancias por meio da cloragdo e da fotolise, na busca

de identificar condi¢des 6timas em que estas seriam removidas completamente.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes quimicos e métodos analiticos

Os desreguladores enddcrinos E1 (>99%), E2 (>98%), EE2 (>98%) e NP (padrio
analitico) foram obtidos da Sigma-Aldrich®, assim como a solugdo de hipoclorito de s6dio (10-
15%) utilizado na cloracdo. Os solventes acetona, hexano, acido cloridrico, metanol, acido
nitrico, etanol absoluto e peréxido de hidrogénio foram obtidos da Synth®, assim como os
reagentes do ensaio YES. A 4gua utilizada no experimento foi coletada na regido preservada de
Torredes (Minais Gerais, Brasil), com qualidade semelhante a de tratamento pos-filtragdo em
estacdo de tratamento de agua. Foi atestado que essa dgua era livre de atividade estrogénica

antes dos ensaios.
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As andlises de potencial hidrogenionico (pH), condutividade elétrica, cor aparente,
turbidez, dureza, carbono organico total, carbono total, carbono inorgénico, cloro livre e cloro
total foram realizadas de acordo com o Standard Methods (APHA, AWWA e WEF, 2005) e o
ensaio YES seguiu a metodologia de Routlegde & Sumpter (1996).

2.2 Ensaios de cloracio

Com base nos resultados obtidos no Capitulo 2 deste documento e por ser uma dose
proxima da comumente utilizada nas estagdes de tratamento de d4gua no Brasil, a dose de cloro
igual a 2,75 mg. L™! foi avaliada neste estudo. Em relagfio ao tempo de contato, este foi fixado
em 30 minutos, sendo todos os ensaios de cada combinagdo de DE realizados em triplicata.

Foram avaliadas quatro combina¢des de DE: EI1+E2, E1+E2+NP; EI+E2+EE2 e
E1+E2+EE2+NP. As concentragdes iniciais de E1 e E2 foram iguais a 100 ng L"!, enquanto as
concentragdes de EE2 e NP foram iguais a 50 e 1000 ng L', respectivamente. Essas
concentragdes foram estabelecidas com base em valores reportados na literatura, para que
representassem a realidade de dguas superficiais (SNYDER, 1999; DING et al., 2001; KOLPIN
et al., 2002; JOHNSON et al, 2003; MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2011;
RESENDE et al., 2017).

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Qualidade Ambiental (LAQUA)
da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os ensaios de cloragdo foram realizados em batelada
em béquer com capacidade de 1 litro. As amostras iniciais apresentavam volume igual a 700
mL, sendo 600 mL destinados a extragdo em fase solida e 100 mL para as analises fisico-
quimicas.

A dose de cloro foi determinada a partir de uma solugao estoque de hipoclorito de sodio
com concentragdo igual a 1000 mg. L™ de Cl,, estocada a 4°C em frasco &mbar. A dose de cloro
aplicada nas amostras foi calibrada antes de todos os ensaios, afim de garantir sua concentragao,
uma vez que esta pode variar de acordo com a temperatura. A eliminagdo do cloro residual, ao
término da reacdo, ocorreu pela adi¢do de 0,1 mL de metabissulfito de s6dio 3% (m/V) para

cada 100 mL de amostra.
2.3 Ensaios de fotodlise

Os ensaios de fotolise foram realizados em escala de bancada em um reator com
capacidade de 800 mL, com lampada de mercurio de baixa pressdo com poténcia de 80 W,

envolvida em um tubo de quartzo, imersa na 4gua em posi¢ao axial. Durante os experimentos,
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o sistema foi mantido sob agitagdo por meio de um agitador magnético. Além disso, a lampada
permanecia acesa por 15 minutos antes do inicio dos ensaios para que fosse atingida a sua
estabilizacao de acordo com ensaio realizado por Oliveira (2003).

Afim de calcular o tempo de contato, a intensidade da lampada (i) foi determinada
utilizando-se actinometria com peroxido de hidrogénio, de acordo com a metodologia de Nicole
et al. (1990). A metodologia consistiu em preparar uma solucao de peréxido de hidrogénio com
concentracdo igual a 0,05 M e avaliar o decaimento ao longo do tempo por meio do
espectrofotometro no comprimento de onda de méxima absorcao dessa solu¢ao (221 nm). Os
intervalos de tempo avaliados foram 0, 3, 4, 5, 6, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25 e 30 minutos. A partir
desses valores, foi possivel calcular a intensidade média da ldampada em f6tons por segundo,
sendo transformada em mW cm™ utilizando os pardmetros constante de Avogadro, velocidade
da luz, comprimento da onda e area do reator.

A partir do valor da intensidade da luz (i, em mW cm) e da dose de UV escolhida (D,
em mJ cm?), foi possivel determinar o tempo de exposicdo (t, em s) por meio da equacio 1:

D=t Eq. (1)

As doses foram escolhidas de acordo com a literatura. A portaria de consolidagdo n’
05/2017 determina que o menor valor deve ser igual a 1,5 mJ.cm? (BRASIL, 2017), sendo esta
a unica exigéncia da Norma. De acordo com a legislagdo NSF/ANSI 55/2002, para sistemas de
classe A — que visam a remog¢ao de virus e bactérias patogénicas — a dose deve ser, no minimo
igual a 40 mJ.cm. Segundo essa mesma norma, para sistemas de classe B — que visam a
remogdo apenas de microrganismos nio patogénicos — a dose deve ser superior a 16 mJ.cm™.
Ainda, de acordo com o guia de tratamento de dgua da Associagdo Internacional da Agua (IWA,
2004), o valor necessario para a remocao de 99,99% de bactérias e virus seriaigual a 186 mJ.cm”
2, Dessa forma, o estudo avaliou a remocdo da atividade estrogénica dos desreguladores
endodcrinos aplicando-se essas quatro doses.

Sabendo que a remocao da atividade estrogénica dos desreguladores enddcrinos segue
o modelo de primeira ordem (REN et al., 2017), foi possivel calcular a constante de velocidade
(k) a partir da concentracdo inicial (Co), concentragao (C) e tempo de exposicao (t), utilizando
a equacao 2:

In (C/Co) = -kt Eq (2)

Além disso, foi possivel calcular o tempo de meia vida (T12) da atividade estrogénica

em cada mistura (Equacdo 3):
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Tiyz2=In2/k Eq. (3)
2.4 Extraciao em Fase Solida (SPE)

Para o procedimento de extragdo foram utilizados cartuchos C18 (500 mg, 6mL)
BondElut da Agilent®. Os cartuchos foram condicionados com 6 mL de hexano, 2 mL de
acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de 4gua deionizada com pH 3. Apo0s isso, ocorreu a passagem
da amostra, apds ajuste do seu pH para 3 com acido cloridrico. O analito foi eluido em 4 mL de
acetona, que foi posteriormente evaporado em fluxo de nitrogénio. No momento dos ensaios, a
amostra foi ressuspendida em 1 mL de etanol absoluto. A metodologia foi adaptada de Pereira
(2011), modificando-se o solvente utilizado na ressuspensdao (a autora havia utilizado
acetonitrila) e eliminando a etapa de clean up, uma vez que foi constatado que parte dos

compostos era perdida nesse procedimento.
2.5 Ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES)

O ensaio utilizado para a identifica¢do da atividade estrogé€nica nas amostras foi o ensaio
in vitro YES (Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996). Uma
linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae foi desenvolvida no Departamento de
Genética de Glaxo, inserindo-se o gene que codifica o receptor de estrogénio humano (REh) e
plasmideos de expressdao com o gene reporter que codifica Lac-Z, fazendo com que o ensaio
pudesse identificar compostos que apresentem atividade estrogénica (ROUTLEDGE E
SUMPTER, 1996). Esses compostos interagem com os receptores de estrogénio que leva a
sintese da enzima (3-galactosidase, que, por sua vez, metaboliza o substrato cromogénico
clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo (CPRG) presente no meio em lactose e vermelho
de clorofenol, promovendo a altera¢do da cor do meio de amarelo a vermelho (ROUTLEGDE
e SUMPTER, 1996).

A intensidade da cor vermelha, quantificada por espectrofotometria, foi comparada com
uma curva padrio de 17B-estradiol (54,48 nug. L' a 26,6 ng. L"), para calcular a atividade

estrogénica em equivalentes de estradiol (EQ-E2).
2.6 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram trabalhados no software Excel® do pacote Office (2016),

inclusive a elaboragdo do modelo de primeira ordem. Para verificar a existéncia de diferenca
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estatistica entre os dados foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, com

nivel de significancia igual a 5% para ambos, utilizando o programa SISVAR®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Intensidade média da lampada

O valor obtido para a intensidade média da 1Ampada foi igual a 0,297 mW.cm, proximo
ao reator utilizado por Alves et al. (2003). Esse valor ¢ pequeno em relagdo a outros trabalhos
identificados na literatura, que apresentaram intensidade média variando de 3,2 a 4,5 mW.cm™
2, entretanto, é interessante que esse valor seja mais baixo, pois se aproxima do identificado nas
estagdes de tratamento de dgua (BILOTTA e DANIEL, 2012; SOUZA et al., 2012). A partir
desse valor, foi possivel determinar o tempo de exposi¢do necessario para as doses desejadas.
Esse tempo foi igual a 5 segundos para a dose de 1,5 mJ cm’!, 54 segundos para a dose de 16
mJ cm, 2 minutos e 15 segundos para a dose de 40 mJ cm™ e 10 minutos e 26 segundos para

a dose de 186 mJ.cm™.
3.2 Parametros fisico-quimicos

A 4gua de estudo apresentou boa qualidade (Tabela 11), sendo o pH préximo ao neutro

e a turbidez igual a 0,1 = 0,0 uT. A maior parte do carbono encontrou-se na forma inorganica.

Tabela 11: Qualidade fisico-quimica da 4gua usada nos ensaios de cloragdo e fotolise (valores médios

+dp,n=3).
Parametro Média + Desvio padrio Parimetro Resultado
pH 7,9+0,5 Dureza* 17 mg CaCOs.L!
Cor aparente 12,8 +4,0 uC Carbono Organico Total* 0,18 mg.L!
CE 18,6 £ 2.8 ps.cm’! Carbono Total* 3,0 mg.L"!
Turbidez 0,1 +0,0uT Carbono Inorganico™ 2,82 mg.L!

dp= desvio padrdao; CE= condutividade elétrica; *A analise desses parametros foi realizada apenas uma
vez.

3.2.1 Ensaios de cloracdo

Os parametros pH, cor aparente, turbidez e temperatura ndo sofreram grandes variagdes
durante os ensaios de cloracdo da 4gua contendo as diferentes combinagdes de DE (Tabela 12).
Por outro lado, o valor final da condutividade elétrica foi quase o dobro do valor inicial, devido

aos ions de cloro adicionados durante a reacao.
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Tabela 12: Qualidade fisico-quimica da d4gua dos ensaios de cloragdo (dose de cloro=2,75 mg L!; tempo
de contato = 30 minutos) (valores médios + dp, n = 3).

Parimetro Antes (~ia Depois da cloracio

cloragio E1+E2 E1+E2+NP E1+E2+EE2 E1+E2+EE2+NP

pH 79+£0,5 73+ 0,1 8,1+ 0,1 84+ 0,1 79+ 0,1

Cor aparente (uC) 12,8+ 4,0 10,9+ 0,1 12,1 £1,8 9,7+0,5 11,7+ 0,8

CE(us.cm™) 18,6 +2,8 36,8+ 2,0 32,1+ 1,6 353+ 1,7 32,9+ 0,7

Turbidez (uT) 0,1+0,0 0,1+ 0,1 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0

Temperatura (°C) 23,0+ 2,0 24,0+ 0,0 23,0+ 1,0 20,3+ 0,6 233+ 1,2

Cloro livre (mg.L™) 2,75% 2,4+ 0,1 1,4+ 04 2,1+ 0,1 1,2+ 0,2

Cloro total (mg.L™) - 2,5+ 0,1 23+ 0,1 22+ 0,1 23+ 0,1

dp= Desvio padriao; CE= condutividade elétrica; *cloro adicionado.

O valor do cloro livre foi maior na combinagdao E1+E2, fato esperado devido a menor
concentracdo de espécies que poderiam reagir. A combinacdo EI1+E2+EE2 apresentou o
segundo maior valor. Apesar da combinagdo E1+E2+NP também apresentar trés compostos, o
valor de cloro livre desta deve ser menor devido @ maior concentragdo do composto NP. Para a
combinagdo de todos os compostos, o valor de cloro livre atingiu 1,2 mg L' de Cly, resultante
da maior reatividade dessa mistura. A andlise de cloro total demonstrou que a concentragcdo
final de cloro variou de 2,2 a 2,5 mg L' de Clo. O maior valor de cloro combinado foi igual a

0,9 mg L' de Cly, ou seja, a 4gua de estudo niio possuia uma demanda inicial de cloro elevada.
3.2.2 Ensaios de fotdlise

A qualidade fisico-quimica da 4gua nao sofreu grandes alteragcdes durante a fotdlise para
todas as combinagdes e doses aplicadas (Tabelas 13 a 16). Esse fato ja havia sido observado em
outros estudos que avaliaram esse tratamento (OLIVEIRA, 2013, 2000; SOUZA et al., 2012).
Em relagdao ao pH, apesar de alguns autores apontarem a influéncia que este parametro pode
apresentar na eficiéncia de remocgao dos DE (JI ef al., 2013), optou-se por realizar os ensaios
em pH natural. Isso porque o ajuste desse parametro afim de melhorar esse processo, ou seja,
a diminuicdo do pH, onera o tratamento e, geralmente, ndo ¢ realizado nas estagdes de
tratamento de agua.

A turbidez foi constante e baixa, favorecendo o tratamento. O valor inicial da turbidez
¢ fundamental para prever a eficiéncia do tratamento, uma vez que a radiagao ultravioleta pode
ser dispersa pelas particulas em suspensdo (GIESE e DARBY, 2000). Dessa forma, percebe-se
que a realizacao da fotolise apos as etapas de clarificagdo, como proposto no presente trabalho,

apresenta maior potencial de remocao dos desreguladores endocrinos.
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Tabela 13: Qualidade fisico-quimica da agua dos ensaios de fotolise E1+E2 (valores médios + dp, n=3).

Parametro Inicial 1,5 mJ.em? 16,0 mJ.cm? 40,0 mJ.cm?  186,0 mJ.cm?
pH 6,9+ 0,1 6,8+ 0,1 7.0+ 0,0 6,8+ 0,1 7.0+ 0,0
Cor aparente (uC) 95+ 1,2 9,7+ 1,7 9,5+ 1,1 93+ 1,4 10,3+ 1,5
CE(us.cm™) 192+ 02 20,7+ 02 214+ 10 203+ 05 214+ 05
Turbidez (uT) 0.1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0.1+ 0,0
Temperatura (°C) 22,9+ 03 24,0+ 02 249+ 04 254+ 0,6 27,7+ 08

dp = desvio padrdo; CE= condutividade elétrica.

Tabela 14: Qualidade fisico-quimica da agua dos ensaios de fotdlise E1+E2+NP (valores médios * dp,
n=3).

Parametro Inicial 1,5 mJ.cm? 16,0 mJ.cm? 40,0 mJ.cm™ 186,0 mJ.cm™
pH 6,7+ 0,0 6,7+ 0,0 6,8+ 0,3 7,1+ 0,6 7.1+ 0,4
Cor aparente (uC) 9,2+ 0,6 8,3+ 0,6 8,8+ 4,8 9,5+ 1,0 9,7+ 1,7
CE (us.cm™) 18,4+ 0,3 19,4+ 0,2 18,9+ 0,6 19,7+ 1,3 18,5+ 1,1
Turbidez (uT) 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0
Temperatura (°C) 22,7+ 0,1 23,6+ 0,1 242+ 0,1 23,1+ 0,2 27,7+ 0,8

dp = Desvio padrao; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica.

Tabela 15: Qualidade fisico-quimica da agua dos ensaios de fotolise E1+E2+EE2 (valores médios + dp,
n=3).

Parimetro Inicial 1,5 mJ.cm™ 16,0 mJ.cm™ 40,0 mJ.cm™ 186,0 mJ.cm?
pH 6,6+ 0,0 6,8+ 0,0 6,7+ 0,1 6,8+ 0,0 6,7+ 0,0
Cor aparente (uC) 27,0+ 1,1 299+ 1,1 29,8+ 2,0 29,4+ 0,6 29,0+ 5,2
CE (us.cm™) 20,7+ 0,3 20,4+ 04 19,9+ 04 20,3+ 0,3 19,5+ 1,0
Turbidez (uT) 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0
Temperatura (°C) 25,0+ 0,0 243+ 0,1 249+ 0,1 242+ 0,1 27,0+ 0,2

DP= Desvio padrido; n= numero de amostras; CE= condutividade elétrica.

Tabela 16: Qualidade fisico-quimica da agua dos ensaios de fotolise E1+E2+EE2+NP (valores médios
+ dp, n=3).

Parametro Inicial 1,5 mJ.cm? 16,0 mJ.cm? 40,0 mJ.cm™ 186,0 mJ.cm™
pH 6,5+ 0,0 6,6+ 0,0 6,5+ 0,0 6,6 £ 0,0 6,7+ 0,1
Cor aparente (uC) 9,8+ 1,2 9,9+ 1,9 9,5+ 3,1 10,0+ 1,8 92+ 2,5
CE (us.cm™) 20,7+ 03 202+ 04 197+ 0,7 20,6+ 0,3 203+ 0,5
Turbidez (uT) 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0
Temperatura (°C) 25,0+ 0,5 24,8 £ 0,1 252+ 0,1 243+ 0,2 269+ 0,5

DP= Desvio padrao; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica.

A temperatura da 4gua, para a dose de 186,0 mJ.cm™, foi maior do que para as doses
menores. Isso porque a lampada ultravioleta ¢ aquecida durante sua utilizagdo. De fato, ¢é

recomendado o uso de sistemas de resfriamento para doses muito elevadas. Entretanto, como o
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maior tempo de exposicdo utilizado foi de aproximadamente 10 minutos, ndo se julgou

necessaria a utilizagdo deste aparato.
3.3 Atividade estrogénica

Antes da realizagdo dos ensaios, foi constatado por meio do ensaio YES que a agua
utilizada no estudo ndo apresentava atividade estrogénica, portanto, ndo interferiu nos

resultados obtidos.
3.3.1 Ensaios de cloracdo

A remogao da atividade estrogénica variou de 98,7 a 99,7%, resultando em um residual
maximo igual a 2,3 ngL"! EQ-E2 (Figura 15). Houve diferenca significativa entre as diferentes
combinagdes, sendo que o teste de Tukey (a = 0,05) agrupou as misturas da seguinte maneira:
EI1+E2+NP e E1+E2+EE2, que apresentaram uma remog¢ao média mais baixa, E1+E2+NP e
E1+E2+EE2+NP, apresentando remog¢ao mediana, ¢ E1+E2 ¢ E1+E2+EE2+NP, com média
mais elevada de remocgdo. Apesar desse resultado, a diferenca entre a remoc¢ao média mais baixa
(98,7%) e a remogao média mais alta (99,7%) foi pequena, elevando a atividade estrogénica
remanescente de 0,4 para 2,3 ngL"! EQ-E2 e, por esse motivo, a eficiéncia de remocao de todas

as combinagoes foi considerada elevada.
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Figura 15: Atividade estrogénica remanescente (ng.L™! EQ-E2) e eficiéncia de remogao (%) nos ensaios
de cloragdo (valores médios e desvio padrdo).

No ensaio E1+E2, a remogao foi a mais alta obtida, sendo que nesse caso, o residual foi
de 0,4 ng L''. Ao adicionar o nonilfenol a essa mistura, a remog¢do diminuiu para 98,8%. A
adicdo do NP ndo aumentou a atividade estrogénica inicial, uma vez que esse DE é 2,57.10°

vezes menos potente que o E2 (BECK et al, 2006). Nesse caso, a diminuicdo de 0,9% na
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eficiéncia de remocdo resultou em um acréscimo de 1,4 ng L' na atividade estrogénica
remanescente (0,4 para 1,8 ng L'!). A mesma queda de eficiéncia ocorreu ao adicionar o EE2
ao ensaio, que apresentou remog¢do média de 98,7%. Como a atividade estrogénica inicial era
mais alta devido a presenca do hormonio sintético que apresenta poténcia relativa igual a 0,75,
o residual foi igual a 2,3 ng L', o maior valor identificado no estudo (BECK et al., 2006).

Ao contrério do que se esperava, ao adicionar o NP e o EE2, simultaneamente, ao ensaio
E1+E2, a remo¢ao média se manteve quase constante, sendo igual a 99,5%. Esse resultado ¢
interessante pois no meio ambiente os compostos estdo presentes conjuntamente, sendo
fundamental que a sua remogdo seja elevada em matrizes mais complexas. A atividade
estrogénica remanescente desse ensaio foi igual a 1,0 + 0,4 ng L' EQ-E2.

A concentragdo remanescente de atividade estrogénica ¢ condizente com os dados
apresentados na literatura. Fan ef al. (2013) avaliaram a presenca de desreguladores enddcrinos
na saida de 62 estacdes de tratamento de d4gua na China. Nesse estudo, 17B3-estradiol e estrona
foram detectados em 53 estacdes, sendo a concentragdo maxima encontrada iguala 1,7 ¢ 0,1 ng
L', respectivamente. J4 o NP foi identificado em 55 estagdes, com concentra¢des atingindo
valores de até 558 ng L''. O mesmo estudo foi realizado por Gerolin (2008) no Brasil, que
identificou valores de E1, E2, EE2 e NP iguais a 0,1; 1,48; 472 e 87 ng L', respectivamente. O
estudo realizado por Rodriguez-Mozaz et al. (2004) na Espanha, identificou o composto EE2
na concentragio de 2,5 ng L', valor abaixo do reportado por Gerolin (2008) e mais consistente
com os dados do presente estudo.

Apesar do resultado satisfatorio, ndo ¢ possivel afirmar que a atividade estrogénica
remanescente ndo apresenta risco a saude dos seres humanos, pois os valores maximos
recomendados a exposi¢do humana ainda ndo foram completamente estabelecidos. De acordo
com o estudo realizado por Bastos ef al. (2009), o valor maximo desejavel para o E2 ¢ igual a
5,47 ng L', sendo que esse valor niio apresenta risco aos lactentes. Por outro lado, de acordo
com Plotan ef al. (2014), um estudo realizado pela Organizacdo das Nagdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura e pela Organizacdo Mundial da Saiude estabeleceu que a ingestao
diaria ndo deveria ser superior a 50 ng kg™!, valor muito superior ao estabelecido por Bastos et
al. (2009), considerando o peso médio do lactente igual a 2 kg (BARROS FILHO et al., 1996).
Assim, percebe-se que mais estudos que avaliem o risco dos desreguladores enddcrinos aos
seres humanos devem ser realizados.

Eficiéncias de remog¢do acima de 98% para esses compostos por meio da cloragdo ja
haviam sido reportadas anteriormente em alguns estudos, demonstrando que esses DE podem

ser oxidados devido, principalmente, & presenga de grupos hidroxilicos ligados ao anel
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aromatico (ALUM et al., 2004; WESTERHOFF et al., 2005; CHOI et al., 2006, PEREIRA et
al., 2011; SCHENCK et al., 2012). Entretanto, as concentragdes iniciais utilizadas nos outros
estudos eram, no minimo, dez vezes maiores do que as utilizadas neste estudo, demonstrando
que, mesmo em baixas concentragdes, proximas as identificadas no meio ambiente, a cloragdo

pode ser eficiente na remocao da atividade estrogénica de desreguladores endocrinos.

3.3.2 Ensaios de fotdlise

A fotolise foi eficiente na remocao de atividade estrogénica de todas as combinagdes de

DE (Figura 16), com remogdo completa na dose de 186 mJ.cm™.
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Figura 16: A) Atividade estrogénica remanescente (ngL"' EQ-E2) e eficiéncia de remogdo (%) nos
ensaios de fotolise da mistura E1+E2; B) da mistura EI+E2+NP; C) da mistura E1+E2+EE2; D) da

mistura E1+E2+EE2+NP (valores médios e desvios padrao).
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Houve aumento significativo (o = 0,05) da eficiéncia de remog¢do com o aumento da
dose de 1,5 a 186 mJ cm™, para todas as combinacdes de DE testadas. Além disso, o
comportamento das misturas foi semelhante para todas as doses aplicadas.

A menor dose, recomendada como a dose minima a ser aplicada visando o tratamento
de agua de acordo com a Portaria de Consolidag¢ao n” 05/2017, foi capaz de remover de 6 a 23%
da atividade estrogénica, com atividade estrogénica remanescente média de até 138 ng L™! EQ-
E2. As doses de 16 ¢ 40 mJ.cm?, recomendadas pela norma americana, foram capazes de
remover, em média, de 57,8 a 72,5% e 85,5 a 94,4% da atividade, respectivamente. A dose de
40 mJ.cm™ ¢ a minima recomendada para sistemas que visem a remogao de virus e bactérias
patogénicas. Entretanto, no que diz respeito a remocgao de desreguladores endocrinos, esse valor
ainda ndo ¢ suficiente para garantir a eliminagdo de risco a saude humana, ja que ainda
apresentava atividade estrogénica de até 24 ng L' EQ-E2 ao final do tratamento. Por outro lado,
a dose recomendada pela Associagdo Internacional da Agua (186 mJ.cm™) foi suficiente para a
eliminagdo da atividade estrogénica das misturas, sendo a atividade estrogénica remanescente
abaixo do limite de deteccio do método (aproximadamente 1 ng L'!). O tempo de exposicio
necessario para essa dose foi igual a 10 minutos e 26 segundos, porém, esse tempo pode ser
reduzido ao utilizar reatores munidos de ldmpadas de maior intensidade média.

Elevada remocdo de atividade estrogénica pela fotdlise ja havia sido relatado na
literatura, entretanto, as concentragdes iniciais dos DE utilizadas foram muito maiores,
incompativeis com as quantificadas no ambiente (COLEMAN et al., 2004; ROLLOF, 2007,
PUMA et al., 2010; FONSECA et al., 2011; SARKAR et al., 2014). Um dos motivos para isso
¢ a dificuldade de se trabalhar com concentragdes muito baixas, devido aos limites de deteccao
dos DE pelos métodos existentes. Além disso, os tempos de exposicao utilizados sdo muito
elevados, sendo incompativeis com os utilizados em estacdes de tratamento de agua. O menor
tempo foi identificado no trabalho realizado por SARKAR et al. (2014), sendo igual a 75
minutos. Nesse contexto, ¢ valido ressaltar que nenhum trabalho que utilizasse esses compostos
em concentragcdes proximas as reais e tempos de exposi¢do inferior a 10 minutos foi
identificado.

A remocao da atividade estrogénica dos desreguladores endocrinos, além de ser
semelhante para todas as combinagdes, seguiu o comportamento de primeira-ordem (Figura
17), como esperado (REN et al., 2017).

A maior constante de velocidade (k = 1,296 min™') foi encontrada para a mistura
E1+E2+EE2, ou seja, a degradacao dos compostos nessa combina¢ao ocorreu de maneira mais

acelerada (Tabela 17). Os valores de constante de velocidade identificados sdo superiores aos
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identificados na literatura, fato que pode estar relacionado com a grande discrepancia da

concentrac¢do inicial dos compostos.
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Figura 17: Decaimento da atividade estrogénica durante a fotolise das misturas avaliadas (concentragao
normalizada em fun¢@o do tempo).

Tabela 17: Parametros do modelo de decaimento da concentragdo dos desreguladores enddcrinos.

Composicio da mistura R? k (min') T2 (s)
E1+E2 0,995 1,122 37
E1+E2+NP 0,999 0,900 46
E1+E2+EE2 0,997 1,296 32
E1+E2+EE2+NP 0,990 0,822 51

Rodrigues (2017) avaliou a degradagao do E2 por fotdlise, utilizando as concentragdes
de 500, 750 e 1000 pg L', e obteve k igual a 0,0177, 0,0152 e 0,0175 min™', respectivamente.
Assim, percebe-se que, no caso da fotdlise, a concentragdo inicial do DE pode ocasionar grande
influéncia na eficiéncia de remogao, sendo interessante uma vez que a concentracdo dos DE em
matrizes ambientais ndo atinge valores tdo elevados. Avaliando o tempo de meia vida (T 112),
ou seja, o tempo necessario para remover 50% da concentracdo inicial, a mesma diferenga foi
notada, uma vez que, neste estudo, valores inferiores a um minuto foram obtidos, enquanto
Rodrigues (2017) obteve o valor de 4,7 minutos para a menor concentracao estudada.

Com esses resultados € possivel perceber que a fotélise pode ser utilizada eficientemente
na remocao da atividade estrogénica dos desregulados endocrinos visando o tratamento de 4gua,
sendo necessario apenas utilizar doses suficientes, que podem ser alcancadas utilizando tempos
de contato maiores (no presente estudo, esse tempo seria proximo a 10 minutos) ou
empregando-se reatores que possuam maior intensidade de radiagdo UV, afim de minimizar o
tempo de exposicao. Entretanto, estudos que avaliem os subprodutos formados e os efeitos que
esses compostos quimicos remanescentes podem causar a saude humana devem ser estudados

mais profundamente, combinando andlises in vitro e in vivo.
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4. CONCLUSAO

Tanto a cloracdo como a fotdlise resultaram em elevada eficiéncia de remog¢do da
atividade estrogénica nas misturas propostas nesse trabalho em determinadas condigdes. A
cloragdo foi capaz de remover até 99,7% da atividade estrogénica das amostras utilizando-se
dose de cloro igual a 2,75 mg. L' e tempo de contato igual a 30 minutos. A fotélise apresentou
remocdes superiores a 99,9% para a dose de 186 mJ cm™ para todas as combinagdes de
desreguladores endocrinos avaliadas. Ressalta-se que as concentragdes iniciais dos
desreguladores endocrinos utilizadas foram préximas as identificadas no meio ambiente e que
as condi¢des utilizadas em ambos os processos foram semelhantes as aplicadas nas estacdes de
tratamento de agua.

Entretanto, ¢ necessario que os subprodutos desses processos de remog¢do sejam
avaliados, aliando técnicas in vitro e in vivo, afim de minimizar o risco a saide humana. Além
disso, ¢ recomendado que sejam realizados mais estudos que avaliem o risco que esses
desreguladores endocrinos e os seus subprodutos podem causar aos seres humanos, uma vez

que esses valores ainda nao foram completamente definidos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados mostraram que a cloragcdo pode ser eficiente na remogdo da atividade
estrogénicas dos hormonios naturais E1 e E2 utilizando-se doses e tempos de contato
usualmente utilizados em estagdes de tratamento de agua, alcangando remogoes de até 99,5%
para dose de cloro igual a 5,0 mg L™ e tempo de contato de 30 minutos. Além disso, ndo houve
diferenga significativa entre a remoc¢do do E1 e do E2 e entre as concentragdes alta e baixa do
E2, assim, a diminui¢do da concentragdo inicial do E2 em dez vezes nao afetou o desempenho
do processo.

Assim como a cloragdo, a fotolise também foi eficiente na remoc¢do da atividade
estrogénica das amostras que continham misturas de E1, E2, EE2 ¢ NP em concentragdes
proximas as identificadas no meio ambiente. A cloragdo foi capaz de remover até¢ 99,7% da
atividade estrogénica das amostras utilizando-se dose de cloro igual a 2,75 mg. L' e tempo de
contato igual a 30 minutos e a fotdlise apresentou remogdes superiores a 99,9% para a dose de
186 mJ cm para todas as combinacdes de desreguladores enddcrinos avaliadas.

As concentragdes remanescentes de atividade estrogénica identificadas neste trabalho
foram menores do que o valor maximo desejavel que ndo causa danos aos seres humanos
reportado na literatura. Entretanto, mais estudos aliando técnicas in vitro e in vivo devem ser
realizados visando avaliar os potenciais efeitos adversos que as baixas concentragdes dessas
substancias e os seus subprodutos podem causar, principalmente em relacdo aos seus efeitos
cronicos, afim de minimizar o risco a saude humana. Além disso, ¢ recomendado que sejam
realizados mais estudos que avaliem o risco que esses desreguladores enddcrinos e os seus
subprodutos podem causar aos seres humanos, uma vez que esses valores ainda ndo foram

completamente definidos.



