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RESUMO

Agentes Hormonalmente Ativos (AHASs) sdo um grupo particular de contaminantes organicos
que tem se destacado por seu potencial de afetar os sistemas nervoso, enddcrino e
imunoloégico dos seres vivos. A sua presenca nas aguas de abastecimento e nos alimentos tém
sido atribuidas possiveis ocorréncias ou aumento de doengas humanas como: canceres,
deficiéncias de desenvolvimento e neurologicas, disfuncdo de glandulas e de fertilidade, entre
outros males. J4 sdo comprovados seus efeitos nocivos sobre espécies animais como jacarés,
peixes, ras, aves e mamiferos. Dentre os AHAs mais relevantes estd o 17a-etinilestradiol, um
hormonio sintético utilizado em pilulas anticoncepcionais e em tratamentos de reposi¢ao

hormonal.

No presente trabalho, foi avaliada a remoc¢do do 17a-etinilestradiol (solucdes-estoque de
etinilestradiol foram preparadas a partir do composto puro e pilulas anticoncepcionais, e, em
seguida, devidamente diluidas para preparar solucdes de trabalho contendo 1 ou 7 mg.L™,
respectivamente), para duas aguas de estudo (10,0 = 0,5 uT e 100 = 5 uT), simulando, em
escala de bancada: a) a clarificagdo da dgua com as etapas de mistura rapida, coagulacao com
sulfato de aluminio e cloreto férrico, floculacdo e sedimentacdo, e b) a etapa de pré-oxidagao
com hipoclorito de sddio. Um total de 152 amostras foi coletado a partir desses estudos e,
para deteccdo e quantificacdo de 17a-etinilestradiol, foi utilizada a técnica de cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS).

A sedimentagdo, para ambos os coagulantes e independente da turbidez da agua bruta, ndo
apresentou potencial de remog¢ao do 17a-etinilestradiol. Por outro lado, a pré-oxidacao se
mostrou uma ferramenta eficiente, alcan¢ando, para condigcdes operacionais usuais em
estagdes de tratamento de 4gua (concentragdes de hipoclorito de sodio de 1 ¢ 3 mg.L”' e
tempos de contato de 5, 30 e 60 min), eficiéncias de remoc¢do do 17a-etinilestradiol que
variaram de 40,9 a 99,2 %. Para as condig¢des estudas, a turbidez da agua nao se apresentou

como fator interveniente no tratamento de aguas com 17a-etinilestradiol.
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ABSTRACT

Endocrine disrupting compounds (EDC) are a particular group of organic contaminants that
have been hightlighted due to their potential adverse effect towards nervous, endocrine and
immune systems of wildlife and humans. Their presence in drinking water and food has been
postulated to cause increase in human diseases such as cancer; growth and neurological
deficiencies; fertility and glands disfunctions; among others. It has already been shown such
adverse effects in wildlife such as fish, frogs, birds and mammals. One of the most relevant
EDCs is the 17a-ethinylestradiol, a synthetic hormone used in contraceptive pills and

hormonal replacement therapies.

This work evaluated the removal of 17a-ethinylestradiol (ethinylestradiol stock solutions were
prepared with the pure compound and contraceptive pills and then properly diluted to prepare
working solutions containing 1 or 7 mg.L", respectively) spiked in synthetic water (10,0 + 0,5
uT e 100 £ 5 uT) during bench scale water treatment consisting of the following processes: 1)
conventional water treatment, without filtration and disinfection, using alum and ferric
chloride as coagulants; ii) pre-oxidation with sodium hypochlorite. A total of 152 samples
were collected from these studies in which the 17a-ethinylestradiol was analysed by liquid

chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS).

For both coagulants and turbidity values, the settling unit did not seem to significantly remove
17a-ethinylestradiol. On the other hand, the pre-oxidation resulted in an efficient removal of
17a-ethinylestradiol since under usual operational conditions (sodium hypochlorite
concentration of 1 or 3 mg.L™" and contact time of 5, 30 or 60 min), the removal efficiencies
varied from 40,9 to 99,2%. As observed for the settling unit, turbidity did not seem do

interfere in the oxidation and removal of 17a-ethinylestradiol.
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1 INTRODUCAO

Embora seja senso comum a importancia de protecdo das aguas destinadas ao abastecimento
humano contra a grande diversidade de poluentes existentes, nem sempre as devidas medidas
necessdrias a prevencdo da sua contaminagdo sdao tomadas. Sendo assim, é notdria a
necessidade de agdes por parte do poder publico, concessiondrias de saneamento,
pesquisadores, técnicos ¢ demais envolvidos com o setor, no que tange a evitar o risco de

contaminac¢do da populacdo através do abastecimento de agua.

Com o passar do tempo, novos contaminantes sao gerados ou tém sua periculosidade
reconhecida e assim recebem, em um tempo nem sempre habil, a atencdo dos atores

envolvidos com o saneamento e com a saude publica.

Nos tltimos anos, um grupo especifico de compostos quimicos, marcados por sua capacidade
de perturbar o sistema hormonal de seres vivos, tem merecido aten¢do do meio cientifico.
Estes compostos, aqui denominados Agentes Hormonalmente Ativos (AHAs), podem ser

naturais ou sintéticos e a exposicdo a eles pode advir das mais variadas fontes.

Tais compostos podem estar presentes no ar, agua, alimentos, firmacos, produtos de higiene e
limpeza, embalagens, produtos oriundos de atividades industriais e agricolas, bem como na

poluicao e subprodutos resultantes dessas atividades, dentre outras vias.

Muitos sdo os relatos sobre os diversos impactos em organismos vivos (animais aquaticos e
marinhos, répteis, mamiferos e aves) expostos a esses compostos, seja pela contaminagao do
ecossistema no qual habitam, seja por meio da alimentagdo. Varios dos impactos relatados
foram detectados concomitantemente com verificagdo de poluigdes ambientais, sejam
constantes (por exemplo: despejos de esgotos) ou até eventos isolados (grandes
derramamentos acidentais). Ha ainda relatos de perturbacdes evidenciadas apos a realizagdo

de experimentos “in vivo™.

A constatagdo da atuacdo desses compostos causar impactos sobre os sistemas nervoso,
endocrino e imunolégico de outros seres vivos, € o fato de haver grande similaridade desses

sistemas com os dos seres humanos, apontam para o potencial de risco a populagdo.
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A revisdo da literatura sobre o tema mostra a realizagdo de um esforco internacional com o
objetivo de investigar os efeitos destes compostos sobre os organismos vivos, como a possivel
relagdo entre sua presenca em aguas de abastecimento e o desenvolvimento de doengas como
cancer de mama e de prostata, anormalidades no desenvolvimento, queda da imunidade,
alteragdes sexuais, neurocomportamentais ¢ de glandulas (Damstra et al., 2002). Por outro
lado, ressalta também a caréncia de informagoes, ainda existente, sobre seus mecanismos ¢
aponta para a necessidade de ampliacao de estudos sobre o tema, visando a constru¢ao de um

conhecimento solido sobre a sua ocorréncia, incidéncia e remogao.

Apesar da Portaria do Ministério da Saude n° 518/2004 ndo explicitar os AHAs, alguns
compostos presentes nela atuam como tal. O fato destes compostos ja serem considerados na
legislagao ilustra, de forma indireta, o reconhecimento dos impactos causados pelos AHAs e
direciona a demanda por maiores estudos sobre a necessidade de sua discriminacdo em um
item especifico na proxima revisdo da Norma Brasileira de Potabilidade, prevista para 2009.
Ou ainda, a luz dessas novas evidéncias, promover a reavaliagdo dos valores maximos

permitidos atualmente e a necessidade de buscar padrdes mais restritivos.

Dentre os compostos com grande potencial de atuar como AHA estd o 17a-etinilestradiol,
hormonio sintético utilizado em tratamentos de reposicdo hormonal e como constituinte das
pilulas anticoncepcionais. Hé varios relatos de sua deteccdo em mananciais e, apesar da baixa
prevaléncia, possui alta estrogenicidade. Relatos da literatura associam a exposi¢do ao
etinilestradiol com alteragdes na biota aquatica, como mortalidade e declinio da reproducao de
peixes e inducdo da vitelogenina em peixes-machos (Bila e Dezotti, 2007). Acredita-se na

possibilidade deste afetar a saide dos homens.

Os relatos da presenca dos AHAs em efluentes de estagdes de tratamento de esgotos (ETEs)
indicam sua resisténcia aos tratamentos atualmente empregados, isso € mais grave se
considerado os casos ainda freqiientes de lancamentos de esgotos “in natura” nos corpos
d’agua e a pouca informagdo sobre a eficiéncia das estacdes de tratamento de dgua na sua

remocgao.

O abastecimento publico podera representar uma via adicional e significativa de exposicao da
populagdo aos efeitos nocivos dessas substancias, caso as tecnologias existentes para

tratamento de 4gua para consumo humano nao consistirem em uma barreira eficaz de remogao
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ou reducao da concentragdo afluente, em especial o tratamento convencional ou de ciclo

completo, solugdo amplamente empregada.

Como ha poucos relatos sobre a eficiéncia do tratamento convencional na remocao dos
AHAs, faz-se necessaria a avaliacdo de suas potencialidades, seja do processo completo ou de

suas etapas.

Isto posto, através desse trabalho, buscou-se avaliar a eficiéncia de duas etapas componentes
do tratamento de dgua, em escala de bancada, na remog¢ao do 17a-etinilestradiol. As etapas de
processos de tratamento de dgua escolhidas foram a pré-oxidacao e a clarificagdo da agua por
coagulacdo, floculacdo e decantagdo. A pré-cloragdao foi realizada com cloro, por meio do
NaOCI (hipoclorito de sédio) e a coagulacdo com sulfato de aluminio e cloreto férrico. As
técnicas de tratamento e produtos quimicos utilizados foram escolhidas pelo seu baixo custo e

larga aplicagdo em nosso pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a remog¢ao do AHA 17a-etinilestradiol por meio da pré-oxidacao e da coagulagao,

floculagdo e decantacdo visando o tratamento de dgua para consumo humano.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a remocao do etinilestradiol, em escala de bancada, por meio da coagulacdo com
sulfato de aluminio e cloreto férrico, floculagdo e decantacdo, com definicdo do pH de

coagulacdo e dosagem 6tima em termos da menor turbidez remanescente;

e Verificar a influéncia da pré-oxidacao com hipoclorito de soédio e do tempo de contato na

remogao do etinilestradiol,

e Analisar a influéncia da turbidez na remocdo do etinilestradiol por pré-oxidacdo e

sedimentacao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentadas informagdes importantes para a compreensao do trabalho

desenvolvido, contextualizando a necessidade do estudo do tema.

Serao apresentados, de forma geral, os AHAs, suas origens, presengas no ambiente e efeitos
na saude dos seres vivos, com énfase para o etinilestradiol. Ao final do capitulo serdo citados

alguns trabalhos desenvolvidos visando a avaliar a remog¢ao dos AHAs.

3.1 Agentes hormonalmente ativos (AHAs)

Sao diversos os nomes reportados na literatura para os compostos que, segundo Wang et al
(2005), “constituem uma classe de substancias definidas ndo por sua quimica natural, mas
pelos seus efeitos bioldgicos”. Alguns destes nomes sdo: Perturbadores Endocrinos (PE),
Disruptores Endocrinos (DE), Desreguladores Endocrinos, Interferentes Endocrinos (IE),
Agentes Hormonalmente Ativos (AHAs). Pela natureza mais abrangente do termo, optou-se

pela adocao neste trabalho da nomenclatura Agentes Hormonalmente Ativos.

Uma das caracteristicas dos AHAs reside no seu potencial de alterar o sistema reprodutor de
organismos aquaticos. Acredita-se, ainda, na possibilidade dessas substincias estarem
relacionadas com doencas como cancer de mama, testicular, de prostata, e reducdo da
fertilidade masculina. Os AHAs representam um grupo de compostos quimicos que atuam
sobre os organismos humanos e de animais, simulando ou alterando a atividade hormonal.
Eles perturbam o sistema enddcrino simulando a acdo de hormonios naturais, inibindo-os ou
alterando as fungdes regulares normais dos sistemas imunoldgico, nervoso e enddcrino

(Castro, 2002).

3.1.1 Origem

A origem dos agentes hormonalmente ativos pode ser natural (fitoestrégenos produzidos por
plantas) ou sintética (compostos quimicos presentes em produtos de limpeza, pesticidas,
plésticos, aditivos alimentares, farmacos, cosméticos, tintas, ou ainda, subprodutos dos
processos industriais). Sendo assim, os seres vivos podem ser expostos aos AHAs pela

alimenta¢do e consumo de dgua potavel, pelo contato com ar e solo contaminados, ou pelo
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consumo ou manuseio de produtos industrializados. Na Tabela 3.1 sdo apresentados alguns

compostos quimicos que atuam como AHAs.

Tabela 3.1: Alguns AHAs relacionados na literatura (Santamarta, 2001; Veras, 2006; Bila e

Dezotti, 2007)

Grupo Agente Hormonalmente Ativo
Agrotdxicos Endosulfan, Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT).
Nonilfenol, nonilfenol etoxilado, octilfenol, octilfenoletoxilado
Alquilfenois (Antioxidantes utilizados na fabricagdo do Cloreto de polivinila -
PVC - e produtos da degradagio de detergentes).
Bisfenol Bisfenol-A (BPA) - utilizado em embalagens alimenticias e

selantes dentarios.

Estrogénios naturais

Estrona, estradiol

Estrogénios sintéticos

Etinilestradiol, dietilestilbestrol

Analggésicos, antilipémicos, anticonvulsivantes, antiinflamatorios,

Fdrmacos antibioticos, contrastes de raio-x, drogas psiquiatricas.
Fitoestrogenos Estrogenos de plantas e graos
Ftalatos (fabricagdo do PVC) Dietilexilftalato, entre outros
Fungicida Hexaclorobenzeno

Metais pesados

Céadmio, chumbo, manganés, merciirio, zinco.

Organoclorados

Dioxinas e furanos (producdo de cloro, PVC, branqueamento da
pasta de papel, etc)

Produtos da degradacdo dos agrotoxicos

Lindano, motoxicloro, dieldrin, clordano

A Figura 3.1, adaptada de Bila e Dezotti (2003) e Reis Filho, Aratijo e Vieira (2006),

representa possiveis caminhos percorridos pelos agentes hormonalmente ativos até atingirem

os consumidores de dgua tratada.
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Figura 3.1: Vias de acesso dos agentes hormonalmente ativos até atingirem a agua potavel.
Adaptada de Bila e Dezotti (2003) e Reis Filho, Araujo e Vieira (2006).

Os efluentes domésticos apresentam presenca destes compostos quimicos provenientes das
atividades antrdpicas e, caso os tratamentos de esgoto sanitario sejam insuficientes para
remové-los, ocorrerd um aporte destes AHAs nos corpos receptores. Se as dguas deste corpo
receptor forem captadas para abastecimento humano, a jusante do ponto de lancamento, novas
pessoas estardo expostas aos seus efeitos, caso as estagdes de tratamento de agua (ETAs)
também ndo apresentarem remogao eficiente para os AHAs. Ou ainda, se o efluente ou o lodo
de uma estacdo de tratamento de esgotos for utilizado para irrigacdo ou piscicultura, novas
fontes de exposicao estardo configuradas. Os excrementos animais também representam um
veiculo desses compostos, aumentando o risco de contaminacdo do solo e dos recursos

hidricos.

No campo dos residuos sélidos, merecem atencdo os aterros sujeitos ao recebimento de lixo
hospitalar ou de industrias farmacéuticas, pois esses residuos podem promover a
contamina¢do das adguas subterraneas e superficiais. Alguns dos metais comumente presentes

no lixo domiciliar também podem atuar como AHAs (Bila e Dezotti, 2003).
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3.1.2 Ocorréncia no meio ambiente

O monitoramento dos AHAs no meio ambiente € os seus possiveis efeitos deletérios tém
atraido o interesse da comunidade cientifica pelo fato de que muitas dessas substancias sdo
freqiientemente encontradas, em concentracdes na faixa de ng.L™' a ug.L™!, em aguas naturais
que recebem efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ETEs) ou o esgoto “in natura’.
Muitos deles ndo tém limites de concentracdes contemplados pela legislacdo brasileira, ao
passo que outros sao citados sem que haja menc¢do ao termo “agentes hormonalmente ativos”
ou expressoes similares. Snyder et al (2003) alertam para o aumento, nas ultimas décadas, da
variedade e das concentracdes dos agentes hormonalmente ativos nos corpos d’agua para
abastecimento humano que recebem despejos industriais ou efluentes de estagdes de

tratamento de esgotos.

Na Tabela 3.2 sdo apresentadas concentragdes de etinilestradiol (EE2), hormonio estudado no

presente trabalho, quantificadas em amostras ambientais segundo relatos na literatura técnica.

Tabela 3.2: Concentragbes de EE2 em amostras ambientais reportadas na literatura.

Concentracoes de EE2 Local Autor
médias no ambiente (ng.L™")
0,3-1,7 Efluente de ETE/Italia (Baronti et al. 2000)
4,3 Agua superficial /Holanda (Belfroid et al. 1999)
2,1-179 Mar/Alemanha (Beck et al. 2005)
2,5 Esgoto doméstico/Franca (Bruchet et al. 2004)
0,2-7,0 Efluente de ETE/Inglaterra (Desbrow et al. 1998)
<1,0 Agua superficial/Espanha (Farré et al. 2007)
1,3x10°-3,5x 10° Agua superficial/Brasil (Ghiselli, 2006)
0,04 a 0,08 Agua superficial/México (Gibson et al. 2007)
<0,1 Agua superficial/China (Hu et al. 2005)
<50 Esgoto doméstico/Franga e Canada (Jeannot et al. 2002)
<0,5-10 Esgoto doméstico/Italia e Holanda (Jonhson et al. 2000)
<0,2-2,2 Efluente de ETE/Italia e Holanda (Jonhson et al. 2000)
73,0 Agua superficial/EUA (Kolpin et al. 2002)
0,10a5,1 Agua superficial/Alemanha (Kuch e Ballschmiter 2001)
4,5 Esgoto doméstico/Suécia (Larsson et al. 1999)
2 Efluente de ETE/Suécia (Larsson et al. 1999)
2,0a7,6 Sedimentos/Reino Unido (Liu et al. 2004a)
<0,8 Rio/Reino Unido (Liu et al. 2004b)
<0,65 Rio/Japao (Matsumoto ef al. 2002)
<50,0 Rio/Holanda (Mol et al. 2000)
0,106 x 10°-4,3 x 10° Agua superficial/Brasil (Raimundo 2007)
3,02 54,0 Agua superficial/Brasil (Moreira, 2008)
0,25a0,55 Agua superficial EUA (Snyder et al. 1999)
5,0 Esgoto doméstico/Brasil (Ternes et al. 1999)
1,0 Efluente de ETE/Alemanha (Ternes et al. 1999)
45,0 Agua superficial/Alemanha (Ternes et al. 1999)
9,0 Efluente de ETE/Canada (Ternes et al. 1999)
6,9 Agua para reuso / China (Wang et al. 2005)
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As pesquisas citadas na Tabela 3.2 ilustram a ocorréncia do EE2 em diversos paises. Apesar
da grande variabilidade de concentracdes, com valores minimos de 0,04 ng.L'l, detectados no
México (Gibson ef al. 2007), e méaximos de 4.300 ng.L"', para aguas superficiais da regido de
Campinas — Brasil (Raimundo, 2007), a grande maioria situou-se em concentragdes inferiores
a 50,0 ng.L"". Dos valores reportados, chamam a atencio as pesquisas de Ghiselli (2006) e
Raimundo (2007), ambas realizadas em &guas superficiais brasileiras, por apresentarem
valores bem superiores aos demais, resultantes, talvez, da ocorréncia de despejos industriais
ou, ainda, de erros no processo de quantificagdo. Todavia, os dados implicam na necessidade

de mais pesquisas sobre o tema.

Moreira (2008) monitorou os AHAs nonilfenol (NP), estradiol (E2) e etinilestradiol (EE2) em
3 mananciais da Regidao Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), pelo periodo de um ano.
Dentre os trés AHAs quantificados, o NP foi encontrado com maior frequéncia (100%) nas 72
amostras analisadas. Os estradiois natural (E2) e sintético (EE2) apareceram em 19% das
amostras. As concentracdes de NP na 4gua bruta variaram de 44 a 1.918 ng.L"', enquanto que
para o EE2 foram detectados valores na faixa de 3,0 a 54,0 ng.L™". Para o E2 as concentra¢des

. -1
observadas foram menores, com valores na faixa de 1,5 a 36,0 ng.L"™.

Ternes et al (1999) monitoraram a ocorréncia dos hormdnios estrona (E1), estradiol (E2) e
etinilestradiol (EE2) na ETE da Penha, no Rio de Janeiro, e detectaram as eficiéncias de

remogao apresentadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Monitoramento dos hormonios E1, E2 e EE2 na ETE da Penha/RJ (TERNES et

al, 1999).
Carga (concentracio) de Remocio (%)
Substancia estrogénios no esgoto Efluente tratado/filtro Efluente tratado/processo
doméstico (g.d'l) bioldgico de lodos ativados
Estrona 5,0 67 83
17 B-estradiol 2,5 92 99,9
17 a-etinilestradiol 0,6 64 78

A observacao da ocorréncia de EE2 em efluentes de ETEs, apresentada na Tabela 3.2, ¢ a
constatagdo da remocdo incompleta pelas técnicas usuais de tratamento de efluentes, citada na
Tabela 3.3, apontam para o risco da sua reintrodu¢do no organismo dos humanos através da

contaminag¢do dos mananciais superficiais e aporte as estacoes de tratamento de dgua.

Segundo Bila e Dezotti (2003), de 50% a 90% de uma dosagem do farmaco ¢ excretado

inalterado e persiste no meio ambiente. Os mesmos autores, em outro trabalho, atribuem uma

Programa de Pés-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



contribuicdo per capita equivalente a 35 pg.d” de etinilestradiol as mulheres que fazem uso

de medicamentos contendo a substancia (Bila e Dezotti, 2007).

A partir destes dados, e considerando os valores usuais de consumo per capita de dgua de 100
a 200 L.(hab.dia)" e coeficiente de retorno igual a 80%, resultariam em concentragdes, no
esgoto, inferiores as reportadas por Ghiselli (2006) e Raimundo (2007) para mananciais

superficiais.

A seguir, ¢ apresentado um breve relato sobre o etinilestradiol, contemplando as modifica¢des
quimicas para a sua obtenc¢do, suas aplicagdes medicinais e propriedades mais pertinentes.
Estas informagdes sdo apresentadas com o intuito de contextualizar o aumento de sua
incidéncia no ambiente e, principalmente, para elucidar os mecanismos utilizados para a sua

inser¢do na dgua de estudo, conforme serd descrito no capitulo referente & metodologia.

3.1.3 170-etinilestradiol

O 170-etinilestradiol ¢ classificado como um estrogénio esterdide artificial. Os estrogénios
sdo substancias de origem natural ou artificial, capazes de induzir o estro (periodo de maior
fertilidade e receptividade sexual) em animais inferiores e responsdveis tanto por promover
alteragoes semelhantes as ocorridas na primeira fase do ciclo menstrual como pelo
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios na espécie humana. Podem ser, em
relacdo a sua origem, classificados como naturais ou artificiais. Dentre os estrogénios
esterdides naturais, o mais ativo ¢ o 17-B-estradiol (Figura 3.2) (Magalhdes Netto e Maia

Filho, 2006).

HO

Figura 3.2: Estrutura quimica do 17-B-estradiol.

Os estrogénios esterdides sdo derivados do hidrocarboneto estrano (Figura 3.3), composto
com 18 atomos de carbono, e caracterizados por apresentarem em comum o nucleo de
natureza aromatica (A), radicais cetonicos ou hidroxilas nos carbonos 3 e 17, caracteristicas

essas muito importantes, porquanto quaisquer alteragdes, ainda que minimas, acarretam

10
Programa de Pés-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



relevantes modificagdes no comportamento bioldgicos do composto (Magalhdes Netto e Maia

Filho, 2006).

Figura 3.3: Estrutura quimica do estrano.

Assim, a mudanca da posicao beta para a posi¢ado alfa da hidroxila do carbono 17 do estradiol
resultard no composto 17-a-estradiol, que, ao contrario do 17-B-estradiol, ¢ biologicamente
inativo. Do mesmo modo, a substituicdo da hidroxila do carbono 17 por um grupo etinil
originard o etinilestradiol (Figura 3.4), substincia que tem uma atividade estrogénica bem
maior e cuja molécula ndo ¢ degradada no estdmago, permitindo sua administragdo por via

oral (Magalhaes Netto e Maia Filho, 2006).

Figura 3.4: Estrutura quimica do etinilestradiol.

O etinilestradiol ¢ um dos estrogénios sintéticos mais utilizados como contraceptivos orais e
em terapias de reposi¢do hormonal. Segundo Martindale (1993), ¢ aplicado também para o
tratamento de desordens menstruais, dos sintomas da menopausa e pos-menopausa, do
hipogonandismo feminino, de acne, de distarbios do crescimento e, ainda, como tratamento
paliativo de neoplasmas malignos na prostata e, em mulheres na menopausa, nas mamas.
Magalhaes Netto ¢ Maia Filho (2006) comentam que a associacdo de 0,05 mg de
etinilestradiol com 2 mg de acetato de ciproterona tem sido utilizada com éxito no tratamento

de hirsutismo e acne.

Quanto as suas caracteristicas quimicas e fisicas pertinentes a esta pesquisa, o etinilestradiol
pode ser descrito como um po cristalino, branco ou levemente amarelado, inodoro, insolavel

em agua, soluvel em alcool, em cloroféormio, em éter, em dioxano, em dleos vegetais e em
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solucdes de hidroxidos alcalinos concentrados. (USP, 1995; Farmacopéia Brasileira, 1977,

Martindale, 1993).

E importante ressaltar que, segundo Farmacopéia Brasileira (1977), o termo “insolavel”
significa a necessidade de utilizacdo de “mais de 10.000 partes de dissolvente” para 1 parte de
substancia. Se considerado o exposto, ter-se-a4 que a solubilidade do etinilestradiol possui

valor inferior a 100 mg/L.

Valores mais precisos, embora divergentes, para essa caracteristica do EE2 sdo apresentados
em outros trabalhos. Sodré et al (2007) apresentam solubilidade de 9,2 mg.L". Ying et al
(2002) indicam aproximadamente 4,8 mg.L™". Ghiselli e Jardim (2007) citam o valor de 0,483
mg.L™', vinte vezes inferior ao apresentado por Sodré et al (2007) e dez vezes ao de Ying et al
(2002). E possivel observar que os valores apresentados pelos diversos autores se enquadram

na categoria “insoluvel” em acordo com a Farmacopéia Brasileira (1977).

Outra caracteristica fisica importante refere-se ao coeficiente de parti¢do octanol/agua (Koy),
que ¢ utilizado para representar a hidrofobicidade de um composto. Substancias hidrofébicas
apresentam Ky > 2 (Kimura et al. 2003, apud Amorim, 2007). Outra informagdo que pode
ser abstraida desse coeficiente refere-se a determinacao de sua maior afinidade de se acumular
em matéria organica ou de permanecer em solu¢do. O octanol ¢ um solvente orgénico e,
assim, quanto maior o valor de K.y, maior sera a tendéncia do composto em bioacumular.
Assim, o K, fornece importante informagao sobre o destino de uma substancia no ambiente.
Pode fornecer ainda informag¢do sobre a solubilidade do composto, sendo o coeficiente de
parti¢do octanol/agua inversamente proporcional a essa (Veras, 2006; Ghiselli e Jardim, 2007;

Sodr¢ et al, 2007; Amorim, 2007).

Alguns valores de K, para o etinilestradiol reportados na literatura situam-se entre 3,67 e
4,15 (Yoon et al, 2003b; Ghiselli e Jardim, 2007; Sodré et al, 2007), indicando que o
composto ¢ hidrofobico e tem maior tendéncia pela acumulacdo em matéria organica, por

exemplo, no tecido adiposo dos seres vivos.

Na préoxima secdo serd feita mencao aos principais impactos do AHAs na satde dos seres

VIVOS.
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3.1.4 Efeitos dos AHASs na saude dos seres vivos

O Committee on Hormonally Active Agents in the Environment publicou em 1999 o livro
Hormonally Active Agents in the Environment, um amplo relato das ocorréncias no meio-
ambiente dos AHAS e seus efeitos nos seres vivos. No documento, os autores comentam que a
preocupacdo com os AHAs teve origem a partir da constatagdo de que algumas substancias
quimicas sintéticas no ambiente que, ao mimetizar as acdes do hormdnio sexual feminino
estradiol, estariam associadas com efeitos adversos na reproducao e no desenvolvimento da
vida selvagem. Além disso, os efeitos da exposicdo in utero ao potente estrogénio sintético
dietilestilbestrol (DES), por parte dos filhos de mulheres tratadas com o medicamento,
direcionaram as ateng¢des para o desenvolvimento embriondrio como um alvo potencial para
os efeitos perturbadores de agentes ambientais com atividade hormonal. Embora seja claro
que as exposicdes aos AHAs em concentragdes elevadas podem afetar a saide humana e a
vida selvagem, a extensdo dos danos causados pela exposicdo a estes compostos, em

concentragcdes comuns no meio ambiente, ¢ debatida.

Segundo Santamarta (2001), os efeitos dos AHAs variam de uma espécie para outra e de uma

substancia para outra. No entanto, podem ser formuladas quatro hipoteses gerais:

a) as substancias quimicas podem ter efeitos totalmente distintos sobre o embrido, o feto

e 0 organismo perinatal, em relacao ao adulto;

b) os efeitos se manifestam com maior freqiiéncia nos filhos do que no progenitor

exposto;

c) o momento da exposi¢do no organismo em desenvolvimento ¢ decisivo para

determinar sua forma e seu potencial de dano no futuro;

d) ainda que a exposicdo critica ocorra durante o desenvolvimento embriondrio, as

manifestagdes podem nao se produzir até a maturidade.

3.1.4.1 Efeitos em animais

Diversos sdo os casos de contaminagdao com AHAs citados na literatura. Castro (2002) cita
que em 1969, de 300 pares de ovos de pelicanos da Ilha de Anacapa, na Califérnia, nenhum
foi chocado, porque suas cascas eram muito finas, resultado da pequena reserva de calcio. O
nivel de calcio ¢ controlado pelo hormoénio estrogénio que, na presenca de dicloro difenil

tricloroetano (DDT), Dieldrin e bifenilas policloradas (PCBs), tem sua solubilidade
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aumentada, sendo rapidamente eliminada do corpo dos passaros. Em 1980, uma comunidade
de jacarés do Lago Apopka, na Florida, apoés derramamento quimico de uma indistria de
pesticidas, apresentou uma série de anomalias como: feminilizagdo de jacarés-macho,
superfeminilizagdo de fémeas, € ovos e animais jovens passaram a apresentar niveis
hormonais alterados, com uma propor¢ao de estrégeno comparativamente maior aquela de

animais normais.

Snyder et al (2003) citam alguns casos de acdo de AHAs em seres vivos como: disfuncao da
proporg¢do da atividade estrogénica e androgénica em roedores; interferéncias na metamorfose
natural de anfibios; deformagdo dos orgdos sexuais e distor¢cdes na propor¢do macho-fémea
em gaivotas de areas contaminadas com DDT; alto declinio na populacao e desenvolvimento
de caracteristicas de machos nas fémeas de gastrépodes marinhos expostos ao tributil-estanho
— TBT (composto organico usado em determinadas tintas anticorrosivas e tubos de PVC);
deformidades em anfibios, que apresentaram um nimero de membros (pernas) superior ou
inferior ao natural; disfungdes sexuais como hermafroditismo e mudanga de sexo em peixes
residentes em regides de despejo de esgotos sanitarios; ovelhas da Nova Zelandia e chitas de
um zooldgico nos Estados Unidos, que possuiam dieta a base de fitoestrogenos, apresentaram

problemas de fertilidade.

Outro fato comumente relatado ¢ a ocorréncia do aumento de vitelogenina no plasma de um
organismo como evidéncia da exposi¢cdo aos AHAs. A vitelogenina ¢ uma proteina ligada ao
sistema reprodutivo de vertebrados oviparos fémeas. Também ocorre em machos, mas sob
condigdes normais em niveis ndo expressivos, possivelmente regulado pela baixa
concentragdo de estrogénio no sangue. Com a constatacdo de que alguns organismos
aquaticos respondem a exposicdo a determinadas concentragdes de estrogénios com o
aumento na sintese de vitelogenina, a determinacao de seus niveis no plasma sanguineo tem
constituido um importante biomarcador da contaminacao por AHAs (Bila e Dezotti, 2003,

Raimundo, 2007).

Palanza et al (1999) realizaram estudos nos quais avaliaram os efeitos do desenvolvimento
neuro-comportamental da exposi¢ao de ratos, durante a idade fetal, a doses baixas e relevantes
dos pesticidas DDT e metoxicloro [20, 200, 20.000 e 100.000 pg.(kg.d)'], ¢ ao horménio
sintético dietilestilbestrol a baixas doses [0,02, 0,2, 20 e 200 pg.(kg.d)']. Os ratos expostos ao

metoxicloro apresentaram mudancas no desenvolvimento dos reflexos. Exposicoes a
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baixissimas doses [20,0 pg.(kg.d)'] aparentaram produzir aumento nas reagdes para
exploragdo de novos ambientes e objetos durante as primeiras idades: ratos “pré-adolescentes”
expostos ao metoxicloro apresentaram queda no tempo de reagdo para explorar novos
ambientes (de 15 para 10 s, em média) e objetos (de 120 para 90 s, em média). O
aparecimento da agressdo entre machos apresentou diminui¢do de 58 para 10% durante a
“pré-adolescéncia” para os individuos expostos a baixas doses do metoxicloro no periodo pré-
natal (20 pg.(kg.d)™"), mas este fato ndo se manteve depois de terem atingido idade adulta (58
para 50%). A taxa de depdsitos de marcas de urina em um novo ambiente foi aumentada em
individuos do sexo masculino expostos a DES, e também para o DDT e metoxicloro. A
propor¢do de ataques entre individuos de um mesmo sexo, seja para os machos ou fémeas, foi
aumentada em camundongos expostos a doses baixas de DES e DDT (de 25 para 28 ataques
com 0,02 pg.(kg.d)' e para 38 ataques com 0,20 pg.(kg.d)™"). Esse efeito parecia ser

relacionado com uma diminuicao da laténcia para atacar (de 380 para 200 s).

3.1.4.2 Efeitos nos seres humanos

Pouco se sabe sobre os riscos a saude humana provocados pela exposi¢do aos AHAs. Entre os
anos 50 e 70 foi observado que filhas de mulheres que durante a gravidez fizeram uso
dietilestilbestrol (medicamento para combate ao aborto espontineo e promogdo do
crescimento do feto) nasceram estéreis e algumas desenvolveram um tipo raro de cancer
vaginal. Nos filhos, a exposicdo provocou anormalidade nos 6rgdos sexuais, baixa contagem
de espermatozoides e tendéncia a desenvolverem cancer nos testiculos (Birkett e Lester, 2003,
apud Raimundo, 2007). No Japao, no ano de 1968, 15.000 pessoas adoeceram afetadas pela
presenca acidental de pesticida (PCBs, nome comercial Kaneclor 400) no 6leo de arroz

(Castro, 2002).

No livro “Hormonally Active Agents in the Environment”, o “Committee on Hormonally
Active Agents in the Environment” (1999) aponta como os principais efeitos dos Agentes

Hormonalmente Ativos na satde humana:;

e Efeitos de desenvolvimento e reproducdo: a exposi¢ao pré-natal pode causar menor
peso ao nascer e gestacdes mais curtas, déficits no QI e memoria, bem como retardo
no desenvolvimento neuromuscular. Aumento da incidéncia, no sistema reprodutor
masculino, de disturbios como hipospadia (abertura da uretra encontrada no fundo, e

nao a ponta do pénis), criptorquidia (os testiculos nao descem, permanecendo internos
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ao corpo), e cancer testicular podem estar relacionados com a exposicdo a AHAs
durante a etapa pré-natal. O provavel declinio na concentragdo espermatica, que

prescinde de maiores estudos;

e Efeitos neurologicos: bebés submetidos a estudos cognitivos € neurocomportamentais
apresentaram o desenvolvimento do sistema nervoso afetado pela exposi¢do “in ttero”

a altas concentragdes de AHAsS;

e Efeitos imunologicos: ainda sdo poucas as informagdes sobre efeitos nos sistemas
imunologicos dos seres humanos para que haja conclusdes definitivas, mas estudos
com aves expostas aos PCBs na regido dos Grandes Lagos americanos, e aves que se
alimentaram de peixes contaminados por esses no Mar Baltico, apontam para esta

tendéncia;

e Os efeitos carcinogénicos: embora alguns AHAs tém sido associados com tumores da
tirdide, hipofise, glandulas ou renal, em espécies particulares de animais em
laboratérios, os relatos que associem a exposi¢do e tumores em seres humanos ainda
sdao poucos. Ha relatos sobre a associagdo entre o dieldrin e cancer de mama, mas ¢

necessaria uma ampliacao de estudos na area.

Assim como o “Committee on Hormonally Active Agents in the Environment”, diversos
autores apontam como alguns dos principais efeitos dos AHAs a saide humana: a
deterioragdo da qualidade (quantidade e concentragdo) do esperma; aumento na incidéncia de
cancer de testiculo, prostata, ovario e mama; aumento nos casos de criptoquirdia e hipospadia,
diminui¢do da propor¢ao de nascimentos de homens em relacdo as mulheres; anormalidades
no crescimento ¢ no desenvolvimento de criangas; hermafroditismo; problemas no sistema
imunolégico, e disturbios do sistema nervoso (Eertmans et al, 2003, Snyder et al/, 2003,
Greenpeace Brasil, 2004). Eertmans et a/ (2003) indicam a necessidade da realizacdo de

ensaios in vitro € in vivo (com roedores, peixes e sapos) para aprofundamento dos estudos.

Santamarta (2001) afirma que: “a espécie humana carece de experiéncia evolutiva com estes
compostos sintéticos. Estes imitadores artificiais dos estrogenos diferem em aspectos
fundamentais dos estrogenos vegetais. Nosso organismo ¢ capaz de descompor e excretar os
imitadores naturais dos estrogenos, mas muitos dos compostos artificiais resistem aos

processos normais de decomposi¢do e se acumulam no organismo, submetendo humanos e
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animais a uma contaminacdo de baixo nivel, mas de longa duragdo. Esta forma de
contaminagdo cronica por substdncias hormonais ndo tem precedentes em nossa historia
evolutiva e, para adaptar-se a este novo perigo nos faltariam milénios e ndo décadas de

evolucao.”

3.2 Mecanismos de a¢cdo dos agentes hormonalmente ativos

Nos itens a seguir serao descritos o funcionamento normal do sistema enddcrino dos seres

humanos e a chamada perturbagao endocrina, resultante da agao dos AHAs.

3.2.1 Sistema endocrino

O sistema enddcrino ¢ constituido por um grupo de 6rgaos (algumas vezes referidos como
glandulas de secre¢do interna) cuja fungdo principal ¢ produzir e secretar hormonios
diretamente no interior da corrente sangiiinea. Os hormdnios atuam como mensageiros para
coordenar atividades de vérias partes do corpo. Os principais 6rgaos do sistema enddcrino sao
o hipotalamo, a hipofise, a tiredide, as paratireoides, as adrenais, o pancreas, os testiculos e os

ovarios (Figura 3.5) (Berkow et al, 2008).

Hipotalamo

Hipofise
Paratiroides
Tirdide

Adrenais

Péancreas

Ovarios
(mulher)

Testiculos
(homem)

Figura 3.5: Principais Glandulas Enddcrinas (Berkow et al. 2008)
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O hipotalamo secreta varios hormonios que estimulam a hipéfise: alguns desencadeiam a
liberagdo de hormonios hipofisarios e outros a suprimem. Algumas vezes a hipofise (ou
pituitaria) ¢ denominada glandula mestra, por controlar muitas fun¢des de outras glandulas
endocrinas. A hipofise controla a velocidade de secrecdo de seus proprios hormoénios através
de um circuito de retroalimentagdo (“feedback”) no qual as concentracdes sangiiineas de
outros hormoénios enddcrinos a estimulam a acelerar ou a alentecer sua fungdo. A tiredide
ajuda a controlar a produgdo de energia; a paratiredide distribui o célcio entre o sangue e 0s
o0ssos; as glandulas adrenais regulam o nivel do sal e da agua e secretam estimulantes; células
do pancreas controlam o acgtcar do sangue ¢ as glandulas sexuais governam a reproducao e as

caracteristicas sexuais secundarias (Raimundo, 2007; Berkow et al, 2008).

3.2.1.1 Hormdnios

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana — EPA - (2001) define hormdnio como “alguma
substancia no corpo, produzida por um 6rgao e carreada na corrente sanguinea para ter um
efeito em outro 6rgao. A fungao primaria do hormdénio, ou do sistema enddcrino, ¢ manter um

ambiente estavel dentro do corpo” (homeostase).

Em sua maioria, os hormonios sdo proteinas compostas de cadeias de aminoacidos de
comprimento variavel. Outros sdo esteroides, substancias gordurosas derivadas do colesterol.
Quantidades muito pequenas de hormdnios podem desencadear respostas muito grandes no
organismo. Os hormonios ligam-se aos receptores localizados sobre a superficie da célula ou
no seu interior. A ligacdo de um hormoénio a um receptor acelera, reduz ou altera a fungao

celular (Berkow et al, 2008).

3.2.1.2 Controles Enddcrinos

Quando as glandulas endocrinas funcionam mal, as concentragdes sanguineas dos hormonios
podem tornar-se anormalmente altas ou baixas, alterando as func¢des organicas. Para controlar
as funcdes endodcrinas, a secrecdo de cada hormodnio deve ser regulada dentro de limites
precisos. O organismo precisa detectar a cada momento a necessidade de uma maior ou menor
quantidade de um determinado hormoénio. O hipotédlamo e a hipofise secretam seus hormdnios
quando detectam que a concentragdo sanguinea de um outro hormoénio por eles controlado
encontra-se muito alta ou muito baixa. Os hormonios hipofisarios entdao circulam na corrente
sangiiinea para estimular a atividade de suas glandulas-alvo. Quando a concentragdo

sanguinea do hormonio alvo ¢ a adequada, o hipotalamo e a hipdfise deixam de produzir
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hormonios, uma vez que eles detectam que ndo ha mais necessidade de estimulagcdo. Este
sistema de retroalimentagdo regula todas as glandulas que se encontram sob controle

hipofisario (Berkow et a/,2008).

3.2.1.3 A Funcdo dos Transmissores

Embora todas as células respondam aos transmissores € a maioria delas os produzam, os seus
efeitos sdao comumente agrupados em trés sistemas principais (0 nervoso, 0 imune € o
endocrino) essenciais para a coordenacdo das atividades do organismo. Esses trés sistemas
tém muito em comum e cooperam entre si. Seus transmissores s30 compostos por proteinas ou
derivados das gorduras. Alguns transmissores percorrem somente uma curta distdncia
(inferior a 2,5 cm), enquanto outros percorrem distancias consideraveis através da corrente
sangiiinea para atingirem seus alvos. Os transmissores ligam-se as suas células-alvo utilizando
proteinas receptoras especificas localizadas sobre a superficie celular ou no interior da célula.

O efeito de um transmissor especifico depende de seu local de secrecao (Berkow et al,2008).

3.2.2 Perturbacio endocrina

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) define os AHAs como: “Um exogeno
natural ou um agente antropogénico que produz, reversiveis ou irreversiveis, efeitos adversos
em nivel do individuo, populagdo e/ou comunidade por interferir na sintese, armazenamento-
liberacdo, secrecdo, transporte-remog¢do, ligacdo, agdo, ou eliminagdo de hormonios

endogenos no corpo” (Roefer et al, 2000).

Em maiores detalhes, ainda segundo a EPA, o termo AHAs “¢ usado para descrever
substancias que ndo sdo produzidas no corpo, mas atuam mimetizando ou antagonizando
hormdnios naturais. Acredita-se que sdo responsaveis por problemas reprodutivos em homens
e mulheres e pelo aumento da freqiiéncia de certos tipos de cancer. Sao relacionados a
deficiéncias no desenvolvimento e dificuldades de aprendizagem em criancas. Por causa dos
sistemas receptores de hormdnios serem similares em humanos e animais, efeitos observados
em espécies selvagens indicam potenciais efeitos na saidde humana. Durante o
desenvolvimento fetal e primeira infancia, exposicao a baixas doses de AHAs pode causar
efeitos nao observados em adultos, como reducao da capacidade mental e mas-formacgdes

genitais” (EPA, 2001).
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Como citado no item anterior, o sistema endocrino ¢ formado por glandulas responsaveis pela
produgdo de hormoénios que auxiliam nas fungdes e reagdes corporais de quase todos os
animais. Para que o sistema endodcrino seja acionado, ¢ necessario que as células nervosas
reajam a algum estimulo externo de desconforto ou perigo, estimulos estes que resultam na
ativacdo da hipoéfise (glandula controladora do sistema enddcrino) por meio do hipotdlamo
(glandula responséavel pela conexdo dos sistemas nervoso e enddcrino). Apds ativada, a
hipofise produz hormonios responsaveis por estimular outras glandulas na producdo de seus
proprios hormonios. Estes ultimos atingem os receptores especificos nas células-alvo,
originando a reagdo quimica que resultara no efeito natural especifico de cada hormonio. Um
sinal retorna a glandula enddcrina produtora do hormonio para comandar a parada, ou ainda

um aumento na produgao.

Neste contexto, a perturbacdo enddcrina da-se como uma interferéncia na sintese, secre¢ao,
transporte, ligacdo, a¢do ou elimina¢do dos hormoénios naturais dos organismos. Esta
perturbagdo pode ser através de um estimulo falso de forma exagerada ou fora de tempo, e ¢
conhecida como efeito agonista. Ou ainda, ela pode bloquear um receptor, reduzindo ou
anulando os estimulos, sendo conhecida como efeito antagonista. Estas a¢des estdo ilustradas
na Figura 3.6. Segundo Veras (2006), baixos teores exdgenos podem representar perigo, pois
sd0 necessarias concentragdes pequenas, da ordem de partes por bilhdo (ppb) ou mesmo

partes por trilhdo (ppt), para estimular o sistema hormonal.

Ao Mimetizador Blogueador
Hormonio =.. __Hormonal e _ Hormeonal
g ‘ . g ] . -

SR NGF R S TN
Célula| Célul
Céluial \ [~ HeL ]
| i vE 8 Receptor \ Receptor
y Receptor ; - /
\ Efeito = Efeito
Eteito > S, 2 -
; Efaito Antagonista
Efeito nista =i
Resposta 0 { Resposta Inibida)
{a) (h) <)

Figura 3.6: Agdo dos horménios no sistema enddcrino: (a) resposta natural; (b) efeito
agonista; (c) efeito antagonista (Ghiselli, 2006).
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Snyder et al (2003) citam que as trés maiores ocorréncias, ou “pontos finais”, da perturbagao
endocrina sdo Estrogénica (compostos que mimetizam ou bloqueiam estrogénio natural),
Androgénica (compostos que mimetizam ou bloqueiam testosterona natural) e Tireoidal
(compostos com impactos diretos ou indiretos na glandula tiredide). Os autores afirmam que,
apesar do maior numero de pesquisas ser destinado a ocorréncia estrogé€nica, as outras

perturbacdes possuem igual importancia e impacto aos organismos.

3.3 Estudos envolvendo a remogao dos agentes hormonalmente ativos

Ainda é pequeno o numero de relatos na literatura a respeito da remo¢do dos AHAs no
tratamento de 4gua para consumo humano e, assim, muitas davidas quantos aos mecanismos

de remocao ainda persistem.

Roefer et al (2000) testaram, para avaliacdo de tratamento a ser implantado em uma ETA em
Las Vegas, a pré-oxidacdo com ozoOnio para remover nonilfenol, octilfenol, nonilfenol
etoxilato, estradiol, etinilestradiol, PCBs e pesticidas organoclorados como lindano, DDT,
metoxicloro e endosulfan. Apds o tratamento, nenhum dos compostos foi encontrado em
valores superiores ao limite de deteccdo (LD). Para a detec¢do de nonilfenol, octilfenol,
nonilfenol etoxilato, estradiol e etinilestradiol foi utilizada a cromatografia liquida de alta
precisao (HPLC) com detec¢ao por fluorescéncia. Os PCBs, e pesticidas organoclorados

foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) publicou, em 2001, o documento
Removal of Endocrine Disruptor Chemicals Using Drinking Water Treatment Processes, no
qual apresentou, para alguns AHAs, as técnicas com maior possibilidade de sucesso. Dentre
os AHAs avaliados figuraram: pesticidas (DDT, Endosulfan e Metoxicloro), compostos
altamente clorados - HCC — (PCBs, Dioxinas e Furanos), alquilfenois e alquilfendis etoxilatos

e aditivos plasticos (bisfenol A, dietilftalato e dietilexilftalato) (EPA, 2001).

Trés tipos de tratamento foram abordados no referido trabalho: Adsor¢ao em carvao ativado
(granular e em po), coagulacdo / filtracdo, e o abrandamento da dgua. A tecnologia apontada
pelos autores como a melhor avaliada foi o carvdo ativado granular (CAG), indicado para:
pesticidas, PCBs, alquilfendis e alquilfendis etoxilatos, dietilftalato e dietilexilftalato e
aditivos plasticos. O tratamento convencional com sedimentagdo foi indicado para as

dioxinas, por ndo serem soliiveis em agua, estando presentes nos sedimentos da agua bruta. O
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abrandamento, segundo os autores, ndo exerce agao sobre os AHAs. Os furanos sao insoluveis
em agua, sua rota para contaminagdo de seres vivos ¢ a inalacdo. O bisfenol A, na 4gua bruta,
pode ser biodegradado ap6s um periodo suficiente de adaptacdo, ser adsorvido pelos solidos
suspensos € sedimentos ou fotodegradado (EPA, 2001). Ao que indica o relatado, o
tratamento convencional ou a aplicagdao de radiacdo ultravioleta (UV) podem configurar

ferramentas de remocao do bisfenol A.

Snyder et al (2003) afirmam que o tratamento de esgotos e tratamento convencional de dgua
ndo removem completamente os AHAs, e a oxidacdo com cloro e ozbénio, abaixo das
condi¢des empregadas em ETAs e ETEs, podem transformé-los em componentes com maior
reatividade. Eles apontam as tecnologias avangadas como carvao ativado € osmose reversa

como viaveis a remog¢ao.

Lee et al (2004) estudaram o efeito da cloragdo com NaOCI na remogao do E2, NP e BPA. A
deteccao era realizada por ensaio levedura bi-hibrido (YTA) com receptor estrogeno (ER),
ensaio de competi¢do com receptor estrogeno (ER-CA), e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). Os experimentos comprovaram uma significativa redugao

na capacidade estrogénica das amostras como resultado da cloragao.

Ternes et al (2003) montaram uma instala¢do-piloto de ozonizagdo e desinfec¢do com UV,
alimentada por uma estacdo de tratamento de esgotos da Alemanha, para testar a remogao de
farmacos, contrastes de raio-x (ICM) e fragrancias do esgoto municipal. A populagdo atendida
pela estacdo era de 380.000 habitantes, e a vazdo média afluente, 60.000 m’.dl As
concentragdes no esgoto tratado variaram de 0,015 (estrona) a 5,7 ug.L'1 (diatrizoato —
contraste de raio-x), este tltimo foi o que teve menor remog¢ao, 36%. Para doses de 10 e 15
mg.L" de ozénio aplicadas no esgoto, tempo de contato 18 min, observaram que todos os
farmacos, estrogenos naturais e fragrancias foram reduzidos abaixo do LD. Somente os
contrastes de raio-x eram detectados ap6s o tratamento. Os autores testaram o Processo
Oxidativo Avang¢ado (POA) com O3 / UV, mas este apresentou pouco aumento na eficiéncia
de remocao dos AHAs. Outro arranjo testado consistiu na combinagao peréxido de hidrogénio

e 0zOnio, o qual se mostrou viavel.

Yoon et al (2003b) investigaram a adsorcao por carvao ativado para o BPA, E2 e EE2. Os
experimentos foram conduzidos com a aplicacdo de 6 tipos de carvdes, com dosagens de 5 e

15 mg.L" e tempo de contato de 4 h. As amostras eram duas fontes de agua bruta, os rios
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norte-americanos Salt River ¢ Huron River, e uma agua preparada a partir de agua destilada,
todas com a mesma concentragdo dos AHAs. Os experimentos apresentaram remogao de 31 a
99%. As melhores eficiéncias se deram na ordem: E2 > EE2 > BPA, mas na maioria dos
resultados a remog¢do se deu acima de 90%. Alguns tipos de carvdo apresentaram remocao

média de 99% para o E2 em todas as 4guas.

Yoon et al (2003a) detectaram a presenga de AHASs no leite materno e obtiveram sua remog¢ao
através da adsorcdo com membranas hidrofobicas de polidimetilsiloxano, sem que fossem
removidas as proteinas e vitaminas naturais do leite. As eficiéncias de remog¢do variaram de
14 a 100 %. A deteccdo e quantificacdo dos microcontaminantes foram realizadas por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Rudder et al (2004) estudaram 3 reatores (leitos de areia, CAG e 6xido de manganés
granulado) para remover EE2. As concentracdes afluentes variaram de 5.000 a 22.000 ng.L™.
As amostras foram preparadas com dgua deionizada e solucao estoque de EE2, tendo o etanol
como solvente. Os autores registraram remo¢ao média de 17,3% no leito de areia, superior a
99,8% para CAG e de 81,7% para MnQO,. Apesar da melhor remog¢ao com o CAG, os autores
apontaram o MnO; como melhor relacdo custo-eficiéncia pois sua matriz ndo precisa ser
substituida, gracas a atuacio em sua superficie de microrganismos oxidantes de Mn”", que
fazem uma espécie de regeneragio do meio. Em relagdo CAG, para concentracdes de ng.L™"
de EE2, a saturagdo ocorre com facilidade, precisando ser trocado ou reativado com
freqiiéncia. A baixa remocao no leito de areia pode ser um indicio de que tecnologias como
filtragdo direta e tratamento convencional talvez ndo sejam eficazes para remocdo do

etinilestradiol.

Wang et al (2005) estudaram diversos AHAs em estacao de reaproveitamento de agua em
Tianjin, norte da China. As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Dentre os contaminantes detectados estavam: estrona,
estradiol, etinilestradiol, 4-tert-octilfenol, 4-nonilfenol, bisfenol A, D-n-butil ftalato, diisobutil
ftalato e di(2-etilexil) ftalato. As concentracdes dos hormonios esterdides variaram de < LD
até 8,1 ng.L"'; compostos alquilfenois de < LD até 14,2 ng.L™ e ftalatos de 1 a 23,8 pg. L™
Nesse trabalho, o tratamento, que recebia efluente secundério de uma estagdo de lodo ativado,
era composto por coagulacdo e floculacio com 15,0 mg.L"' de cloreto de polialuminio,

microfiltragdo em membrana e ozonizacao. As eficiéncias médias de remogao variaram de 30
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a 82%. Para o EE2 foi 71%. Estes resultados indicam que os AHAs ndo sdo completamente

removidos durante o tratamento, sendo carreados e reintroduzidos no ambiente aquatico.

Veras (2006) estudou 4 variedades de carvao ativado em po6 visando a remocao do 17-B-
estradiol, obtendo com 20 mg.L"' remocdes de 100% para um carvdo de origem animal e

86,7% para um outro, de origem vegetal, ambos com tempo de contato de 4 horas.

Mierzwa (2006) realizou estudo para avaliagdo da remog¢ao do etinilestradiol por separacao
por membranas, no qual a concentragdo inicial de EE2 foi de 0,2 ug.L™" e sua obtencio se deu
pela utilizagao da pilula anticoncepcional Neoviar (0,05 mg de EE2). O periodo avaliado foi
de uma hora, sendo que em todas as coletas o permeado apresentou concentracdes de
etinilestradiol inferiores ao limite de detecgdo (0,05 pg.L™), representando eficiéncia superior

a 76%. A deteccao foi realizada com utilizacdo de kits ELISA.

Moreira (2008) monitorou o nonilfenol, estradiol e etinilestradiol afluente e efluente (antes da
desinfecgdo) a trés estacdes de tratamento de dgua da regido metropolitana de Belo Horizonte.
Duas estagdes possuiam a tecnologia de tratamento convencional e a terceira era de filtragao
direta. Na remocao do nonilfenol as estacdes apresentaram eficiéncia média de 35%. Para o
estradiol, foram detectadas eficiéncias médias de 30 e 100% (tratamento convencional) e 52%
(filtragdo direta). Para o etinilestradiol, as eficiéncias foram de 100% (filtracdo direta), 4,5% e
40% (tratamento convencional). A aparente discrepancia entre os resultados de remocdo de
E2 e EE2 nas duas estagdes de tratamento convencional ¢ explicada pelo pequeno nimero de
amostra nas quais foi detectada concentragio afluente dos contaminantes. E importante frisar
que, para as coletas das amostras afluente e efluente, ndo foi observado o tempo de detencao
das ETAs e, assim, em funcao variacdo da qualidade da dgua bruta, os valores de eficiéncia

remogao podem ser diferentes dos apresentados.

Assim, com base na literatura, entre as técnicas que apresentam potencial de remog¢do dos
AHAs estao: pré-oxidagdo com cloro, ozonio e UV; adsor¢cao com carvao ativado granular e
em pod e separacdo por membranas. O tratamento convencional ndo aparenta possuir potencial
de remocao. No capitulo a seguir serdo apresentadas as metodologias utilizadas neste trabalho
para avaliacdo da remog¢ao do etinilestradiol por pré-oxidacdo com hipoclorito de sdédio e

coagulacdo, floculagdo e sedimentagdo com sulfato de aluminio ou cloreto férrico.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente capitulo serdo apresentadas as principais etapas desta pesquisa, relativas ao
delineamento experimental. Dividido em sete itens, serdo descritos, equipamentos, produtos

quimicos, metodologias, ensaios realizados, quantificacdo e tratamento dos dados.

4.1 Descricao do aparato experimental

Este item ¢ destinado a uma breve apresentagdo dos equipamentos, materiais, produtos
quimicos e demais insumos utilizados em todas as etapas da pesquisa, relacionando-os de
acordo com a fun¢do que desempenharam e a etapa experimental na qual houve sua aplicagao.
As descrigoes mais detalhadas, quando pertinente, serdo apresentadas ao longo dos proximos

itens do presente capitulo.

A 4gua de estudo foi preparada em laboratorio com adi¢do, em agua destilada, de bicarbonato
de sodio e caulim micronizado para conferir-lhe alcalinidade e turbidez, respectivamente. Para
introdu¢do do microcontaminante estudado, utilizou-se solucdo de etinilestradiol, metanol e
agua destilada. Baseado nos estudos conduzidos por Moreira (2008), o metanol foi utilizado
entre 0,5 e 1,0 % do total da solugdo para evitar que esse e o cartucho de extracdo
competissem pelo contaminante. Em outras palavras, visando minimizar a possibilidade de
transpasse do EE2 pelo cartucho durante a extragdo, devido a afinidade desse com solventes

organicos, fato que comprometeria a etapa analitica de quantificagdo das amostras.

Nos ensaios de remocdo do etinilestradiol por pré-oxidagdo, foi utilizada solucdo de
hipoclorito de s6dio como fonte de cloro e, para cessar seu efeito nas amostras coletadas,
adicionou-se tiossulfato de sodio. Nos ensaios de remo¢ao do EE2 por sedimentagdo, os
coagulantes utilizados foram o sulfato de aluminio [Al(SO4); . (14 a 18)H,O] P. A. e o
cloreto férrico (FeCls . 6H,0) P. A., em solu¢do com concentrag¢do de 2%, ao passo que, para
o ajuste do pH de coagulacdo utilizou-se solugdes de acido cloridrico (HCI) e hidroxido de

sodio (NaOH), ambas 0,1 M.

Nas etapas de preparagdo da cromatografia e na analise cromatografica foram utilizados acido
sulfarico para ajuste do pH da amostra, metanol e acetato de etila como solventes, e os gases

nitrogénio e argonio.
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Na Tabela 4.1 sao listados os produtos quimicos, reagentes e insumos utilizados em cada

etapa dos trabalhos experimentais e suas fungdes na pesquisa.

Tabela 4.1: Relacio dos produtos quimicos e insumos utilizados em cada etapa da
investigacao experimental.

Etapa Produto Descricao Funcio

Bicarbonato de sodio NaHCO;, comercial Alcalinizante

Mineral, p6 fino branco, massa
especifica = 2,60 + 0,05 g.cm”,
massa especifica aparente solta =

Caulim micronizado 0,47 + 0,02 g.cm’3, pHem Conferir turbidez
Preparo da agua solug¢do 5 % =7,70 £ 1,0,
de estudo utilizados na fabricacdo de

tintas, papel, cerdmicas, etc.

C,0H240, - hormonio sexual

Etinilestradiol sintético. Fontes: composto puro Contaminante estudado
e anticoncepcional Neovlar
Metanol CH;30H, grau HPLC Solvente!
Hipoclorito de sodio NaOCL, 4 -6 % P.A. Oxidante
Ensaios de pré- Reducdo de CI” residual a CI
oxidagdo Tiossulfato de sodio (Na,S,0;. 5H,0) P.A. (cloreto), cessando o processo

de oxidag@o na amostra

[AL,(SOy);. (14-18)H20] P.A.,

Sulfato de aluminio A Coagulante
Ensaios de ot solugdo 2 % <
coagulagio Clpreto ferrl(lso (FeCl; . 6H,0) P.A., solugdo 2 % . Coagulante
Acido cloridrico HC], 0,IN Ajuste de pH para coagulagdo
Hidroxido de soédio NaOH, 0,IN Ajuste de pH para coagulagdo
Acido sulfurico H,S0, 0,1 mol.L" Ajuste de pH para extragdo

Preparagédo do cartucho C18
para extragao, solvente de
ressuspensao ¢ fase movel na
cromatografia

Metanol CH;30H, grau HPLC

Preparo das
amostras e
analise

Preparagédo do cartucho C18
Acetato de etila C4HgOy,, grau CG para extracdo e solvente de
eluigdo

cromatografica .
Secagem das amostras eluidas e

Nitrogénio Gas, industrial gas de nebulizagdo durante a
cromatografia

Gas de colisdo durante a

Argdnio Gas, grau CG cromatografia

1 — Em concentragdo maxima de 0,5 a 1% da solugdo final para minimizar a influencia da afinidade do EE2 com o metanol

nos resultados (vide pag. 25).

A presente pesquisa foi realizada mediante ensaios de bancada em equipamento de jarteste. O
equipamento utilizado (Figura 4.1) ¢ dotado de seis jarros iguais com base de 115 x 115 mm e
volume 1til de 2,0 L, nos quais a agua sofre agitacdo por paletas giratdrias com rotagado
controlada. No painel ha dois botdes para ajuste da rotagdo e um mostrador digital. Situados 7
cm abaixo da superficie da 4gua, estdo os pontos de amostragem e um mecanismo que

permite a coleta simultanea em todos os jarros. As principais caracteristicas deste e dos
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demais equipamentos e materiais utilizados estdo descritas na Tabela 4.2, para cada etapa dos

trabalhos experimentais.

: L P
T s

Figura 4.1: Equipamento de jarteste.
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Tabela 4.2: Relacido dos equipamentos e materiais utilizados em cada etapa da
investigacao experimental.

Etapa

Equipamento

Caracteristica Funcio

Preparo da agua
de estudo

Bombona 250 L

Reservatorio de agua para os
ensaios de constru¢do dos

Recipiente plastico
diagramas de coagulagdo

Balde graduado 20 L

Reservatorio de dgua para os
ensaios de remogdo de
etinilestradiol

Recipiente plastico

Balanga de precisao

Determinagao da massa dos
compostos quimicos

Almofariz e pistilo

Maceramento da pilula

Almofariz e pistilo de dgata . .
anticoncepcional

Turbidimetro HACH 2100 NA Determinagao da turbidez
- Espectrofotometro HACH DR 2800 Determinagdo da cor
Caracterizagdo da aparente
agua de estudo Potencidometro PHTEK PHS-3B Determinagdo do pH
Disco colorimétrico M¢étodo DPD Determinagdo do residual de

cloro

Ensaios de pré-
oxidagdo e
coagulacdo

Jarteste

Marca Nova Etica, modelo 218
LDB, Pot =100 W, rotagdo max =
600 rpm, G =102 1.500 s

Simulagdo das etapas de
tratamento

Preparo das
amostras e
analise
cromatografica

Membrana de acetato

de celulose!"!

Malha de 0,45 pm Filtragdo das amostras

Kit de filtragdo e
kitassato

Suporte da membrana e
coleta da amostra filtrada

Bombas de vacuo

Press@o média: na filtracdo das
amostras = -65 kPa; na extracdo
das amostras = -10 kPa

Auxilio na filtragdo e
extracdo das amostras

Cartucho de octadecil para Extragdo do contaminante da

Cartucho C18 ~ 1
extracdo em fase solida amostra
Suporte para os cartuchos
Manifold - C18 durante a extragdo e
eluigdo
Micropipeta PZHTL,V=1.000+1puL Ressuspensdo da amostra
Vials V=1.5mL Acondicionamento das

amostras para cromatografia

Cromatografo de fase
liquida acoplado a

espectrometro de
massas

Detecgao e quantificacdo do
etinilestradiol

Marca Shimadzu, modelo LCMS-
IT-TOF

1 — Embora amplamente empregadas, em geral, ndo é recomendado o uso de membranas poliméricas para analise de AHAs,

principalmente os que possuam valores elevados de X, como no caso do EE2, devido a afinidade desses com os polimeros.

E preferivel a utilizagdo de membranas confeccionadas em materiais inertes, como fibra de vidro. Entretanto, os estudos

conduzidos por Moreira (2008) demonstraram que, para a concentragdo de 0,5 a 1% de metanol, a perda na membrana

polimérica ndo foi significativa, de modo que neste trabalho considerou-se adequado o seu uso na etapa de filtracdo da

amostra.
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Os equipamentos e materiais, descritos na Tabela 4.2, e utilizados nas etapas de preparo,

caracterizagdo e andlise da 4dgua de estudo estdo apresentados nas figuras 4.2, 4.3 e 4.4,

respectivamente.

J \

Figura 4.2: Equipamentos e materiais utilizados no preparo da agua de estudo: (a)
reservatorio 250 L; (b) reservatdrio 20 L; (c) balanga de precisao e (d) almofariz e pistilo de
agata.

Figura 4.3: Equipamentos utilizados na caracterizagdo da agua de estudo: (a) turbidimetro;
(b) espectrofotdbmetro; (c) potencidbmetro e (d) disco colorimétrico DPD.
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Figura 4.4: Equipamentos e materiais utilizados no preparo das amostras e na analise
cromatografica: (a) membrana de acetato de celulose; (b) kit de filtragao; (c) kitassato; (d) e
(g) bombas de vacuo; (e) cartuchos C18; (f) manifold; (h) vials e (i) Cromatdgrafo de fase
liquida acoplado a espectrémetro de massas.

Além dos materiais citados, também foram utilizados: baldes volumétricos de 100, 1.000 e
2.000 mL; pipetas de 1, 2, 5 e 10 mL; péras, frascos Erlenmayer, béqueres, espatulas, e

cronometro.

4.2 Anadlises laboratoriais e procedimentos analiticos

Na Tabela 4.3 estao listadas as analises laboratoriais e os procedimentos analiticos adotados
nesta pesquisa para caracterizacdo da dgua de estudo e detecgdo e quantificagdo do

etinilestradiol.
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Tabela 4.3: Relacio das analises laboratoriais e procedimentos analiticos adotados na
investigacao experimental.

Analise / Procedimento Método Referéncia
Turbidez Fotométrico
Cor aparente Titulaca Fotor-nt(:it.rlcg " Standard Methods for the
Alcalinidade total 1ulagao com indicacor misto Examination of Water and
H,S0, 0,02 N
, —— - Wastewater (Eaton et al, 2005)
. Me¢étodo colorimétrico DPD (Disco
Cloro residual N
colorimétrico)
Preparac@o das amostras paraa  Concentragdo da amo’st.ra por extragdo (Wang et al, 2005; Moreira, 2008)
cromatografia em fase solida

Cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (Moreira, 2008)

Analise cromatografica

4.3 Etapas experimentais

As etapas experimentais necessarias ao cumprimento dos objetivos propostos nesta pesquisa
consistiram no preparo e caracterizagao da dgua de estudo; realizagdao dos ensaios de remogao
de etinilestradiol; coleta e caracterizagdo das amostras; preparo das amostras para a analise
cromatografica e avaliacdo dos resultados, conforme apresentado no fluxograma da Figura

4.5.
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Preparo da agua de estudo
(Adicao de EE2, turbidez e alcalinidade)

Caracterizacao da agua de estudo
(pH, turbidez, alcalinidade total, cor aparente e temperatura)

Realizacio dos ensaios de remocio de EE2 em bancada
(Sedimentacdo e pré-oxidagao)

Coleta e Caracterizaciao das amostras
(pH, turbidez e cor aparente)

Preparo das amostras para a cromatografia
(Extracdo, eluicdo, secagem e ressupensao)

Cromatografia e analise dos resultados

Figura 4.5: Principais etapas para realizacado da investigagcao experimental.

Com o preparo da agua de estudo (descrito no item 4.4), foram realizados os ensaios de
remocao de etinilestradiol em escala de bancada, para avaliagdo da eficiéncia resultante, seja
da coagulacdo-floculacdo-sedimentacdo, seja da pré-oxidagdo. Apods o término do
experimento, eram coletadas amostras em cada frasco do equipamento de jarteste, as quais,
apos a mensuragdo dos parametros basicos (pH, turbidez e cor aparente), eram encaminhadas
para os procedimentos de preparo pré-analise cromatografica e para a cromatografia

propriamente dita. Estes dois ultimos passos estao explicados no item 4.5.

Para os ensaios de remocao através da sedimentagdo, foram utilizados como coagulantes o
sulfato de aluminio (SA) e o cloreto férrico (CF), em seus respectivos pontos de dosagem
otima, definidos a partir dos diagramas de coagulagdo confeccionados com os resultados de
uma série de ensaios de jarteste. Os sais de aluminio e ferro estdo entre os coagulantes mais
aplicados no Brasil, assim SA e o CF foram adotados por serem fontes destes metais. No

equipamento de jarteste foram simuladas as etapas de clarificagdo (mistura rapida, floculagao
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e decantacdo) para as aguas de estudo Tipo I (10,0 £ 0,5 uT) e II (100 = 5 uT), objetivando a
construcdo dos diagramas de coagulacdo, em um primeiro momento, ¢ a avaliacdo da

eficiéncia da sedimentag@o na remogao do etinilestradiol.

No estudo da pré-oxidacdo, também realizada no equipamento de jarteste, foi avaliada a
eficiéncia do NaOCI (Hipoclorito de S6dio) em oxidar o etinilestradiol, para as adguas de
estudo Tipo I (10,0 £ 0,5 uT) e I1 (100 = 5 uT), em diferentes tempos de contato. A Figura 4.6

contém o fluxograma geral dos experimentos de sedimentacao e pré-oxidacao realizados.
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Agua Tipo II (V=14,0L)
7,1 ng.L"" de EE2®
1,0e 3,0 mg.L'1 de cloro
Tempos de contato: 5, 30, 60 min, 6, 12 ¢ 24 h

\_ (39 amostras) J
( Pré-oxidacido ) ( Pré-oxidacido )

4 Preparo da dgua de estudo )
Agua TipoI: 10,0 £ 0,5 uT
Agua Tipo II: 100 £ 5 uT
Alcalinidade: 35,0 £ 5 mg.L'1 de CaCO;
\_ pH: 7,.5 +04 Y,
( Ensaios de remoc¢iao de EE2 em bancada
(jarteste)
. J
]
|
( Pré-oxidacio com NaOCl )
Parénlletros:
N On = 80057 T =30 Y, Sedimentacdo (Coagula¢io com sulfato
de aluminio e cloreto férrico)
/ - \ Parametros:
Experimento de pré-operacio G,=800s";T,,=30s;

G;=30s"; Tg=25 min
vy = 1,0 cm.min™; vy, = 0,5 cm.min’!

Confeccio dos diagramas de coagulagio:
Agua Tipo I e SA (V =200,0 L)
Agua Tipo IT e SA (V=200,0L)

Agua Tipo I
(V=150L)

1,0 ug.L" de EE2"
3,0 mg.L™" de cloro
5, 30, 60 min,
4,6¢12h

\_ (39 amostras) /

Agua Tipo 11
(V=150L)

1,0 ug.L" de EE2"
3,0 mg.L" de cloro
5, 30, 60 min,
4,6¢12h

\_ (39 amostras) /

Agua Tipo I e CF (V =200,0 L)
Agua Tipo I e CF (V = 200,0 L)
(70 ensaios — 6 pontos por ensaio)

[ Escolha da dose do coagulante e pH de coagulacio ]
1
| 1 1 |
Sgdimentagﬁo Sgdimentagﬁo Sqdimentagﬁo Sgdimentagﬁo
Agua Tipo 1 Agua Tipo II Agua Tipo 1 Agua Tipo II
(V=15,0L) V=150L) (V=15,0L) (V=15,0L)
22,5 mg.L" de SA 22,5 mg.L" de SA 22,0 mg.L" de CF 22,0 mg.L" de CF
pH=7,6 pH=17,6 pH=7,6 pH=7,6

1,0 ug.L" de EE2"
(9 amostras)

1,0 pg.L" de EE2"
(9 amostras)

1,0 pg.L" de EE2"
(9 amostras)

1,0 ug.L" de EE2"
(9 amostras)

) Concentragio tedrica

Figura 4.6: Fluxograma geral dos experimentos realizados em bancada.

Neste contexto, foram realizados, no laboratorio de analises fisico-quimicas do Departamento
de Engenharia Sanitidria ¢ Ambiental da Escola de Engenharia da UFMG, os experimentos

para verificagdo da efetividade dos processos descritos na remogao do etinilestradiol, com
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quantificagdo do contaminante realizada no Departamento de Quimica da UFOP, através de

analise cromatografica.

4.4 Preparo da agua de estudo

Com o objetivo de ndo imputar mais varidveis a pesquisa, as quais tornariam o processamento
e analise dos resultados mais dispendiosa e aumentariam a chance da obtengao de resultados
ndo conclusivos, optou-se pela preparacdo, em laboratdrio, da dgua utilizada no presente

trabalho.

A utilizacdo de agua bruta de algum manancial poderia trazer, entre diversos outros
inconvenientes, a flutuagao descontrolada de suas caracteristicas, por exemplo, os valores de
turbidez, alcalinidade, concentracdo de etinilestradiol e, ainda, a inclusdo de algum
interferente indesejavel ao estudo. Estes fatos ocasionariam no aumento da quantidade de
analises necessarias, com conseqiiente aumento dos custos; na possibilidade da dosagem
otima definida a partir dos diagramas de coagulacdo ndo ser confirmada nos ensaios de
remocao de etinilestradiol propriamente ditos e, ainda, dificultariam avaliar a influéncia das

particulas suspensas na dgua na eficiéncia dos processos.

Diante do apresentado, a 4gua bruta de estudo foi preparada com agua destilada com adicao
de uma concentragdo conhecida de etinilestradiol, sendo que a turbidez e a alcalinidade foram
conferidas a 4gua com a adi¢do de, respectivamente, caulim micronizado e bicarbonato de

sodio (NaHCOs).

4.4.1 Adicao de etinilestradiol

Durante o periodo de realizagdo desta pesquisa, duas foram as fontes utilizadas para a
introducao de etinilestradiol na dgua de estudo. A primeira, utilizada no experimento de pré-
operagdo, consistia na obtengao do hormoénio com a dissolugdo de pilulas do anticoncepcional
Neovlar. Nos demais experimentos, foi utilizada uma solug¢do estoque produzida a partir de

amostra pura de EE2, obtida em laboratorio farmacéutico.

Quanto a concentragdo inicial, apesar da revisdo da literatura concernir sobre a ocorréncia do
- . .. - . -1 . < ge . - .
etinilestradiol em mananciais a concentragdes na faixa de ng.L™, devido a limitagdo imposta

pela escala de bancada, decidiu-se por trabalhar com concentra¢des a ordem de pg.L™.
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Tal limitacdo ocorreu porque, na analise cromatografica, a faixa de deteccdo situa-se na
-1 . .
ordem de pg.L™, sendo necessdrio, previamente, concentrar amostras que apresentem

contaminagdo em magnitudes inferiores a esta faixa ou diluir as de valores superiores.

No caso da detecgdo de poluentes em ng.L”, a amostra deve ser concentrada cerca de mil
vezes (x1.000), o que demanda a coleta de 1,0 L de dgua bruta, pois o volume final levado ao
cromatografo ¢, em geral, de 1,0 mL. Assim, caso adotadas concentragdes em ng.L'1 nos
experimentos de bancada, a coleta de amostras em cada frasco do jarteste estaria limitada a

duas, pois estes possuem capacidade de 2,0 L.

Neste contexto, foram adotadas concentracdes em pg.L”' de etinilestradiol, o que permitiu a
retirada de um maior nimero de amostras por frasco do jarteste em cada experimento. Cada
amostra coletada possuia volume de 100 mL, resultando em uma concentragdo de cem vezes

(x100) apos a realizagao dos procedimentos de extracdo que antecedem a cromatografia.

4.4.1.1 Adicdo do etinilestradiol por dissolucdo de pilulas anticoncepcionais

No experimento de pré-operacdo, o etinilestradiol era introduzido na agua de estudo pelo
maceramento de pilulas do anticoncepcional Neoviar, que possui 50 pg de EE2 em sua
composicdo. Nesta etapa foram dissolvidas 2 pilulas em 14,0 L da dgua de estudo Tipo II,

resultando em uma concentracio tedrica de 7,1 pg. L™

Todavia, o maceramento da pilula dificultava o preparo da dgua de estudo e ndo garantia o
aproveitamento integral do composto. Este problema foi sanado com a obtengdo do hormdnio

puro.

4.4.1.2 Adicio do etinilestradiol a partir do produto puro

A partir da dissolu¢do de uma amostra pura de etinilestradiol em metanol e 4gua deionizada,
na propor¢do 0,002% V/V, foi preparada uma solucdo, a qual era dosada ao inicio de cada
experimento. Além da facilidade de preparo, foi possivel maior flexibilizagao na escolha da
concentracgdo inicial, com a pesagem do composto. Assim, nos experimentos de remocao de

etinilestradiol a concentracao inicial adotada foi 1,0 ug.L'l.

Para o preparo, pesou-se massa de 5,0 mg de EE2 puro, os quais foram dissolvidos em 100,0
mL de metanol e 400,0 mL de 4gua deionizada, formando uma solugdo estoque com

concentragdo de metanol de 20% V/V. O metanol foi utilizado para garantir a solubilizacao do
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composto. Para a realizacao dos experimentos, 10,0 mL desta solucao estoque eram colocados
em um baldo volumétrico de 100,0 mL, sendo o volume completado com 4agua deionizada,
resultando em uma concentragdo final EE2 de 1,00 mg.L'1 e metanol na propor¢ao 2% V/V.
As solugdes citadas eram conservadas sob refrigeragao (Tyeq. = 6 °C), sendo a solucdo estoque
armazenada em vidro escuro e o baldo volumétrico envolto com papel aluminio, para

minimizar a degradacdo devido ao calor e a luminosidade.

Desta maneira, para a obtencio da concentracdo estipulada de EE2 de 1,00 pg.L™”, era dosado
1,0 mL desta solugdo para cada 1,0 L de adgua de estudo. Ao inicio dos experimentos, o
etinilestradiol era adicionado em 15,0 L da 4gua de estudo’, separados exclusivamente para
cada batelada, correspondente aos 6 frascos do jarteste, cada um com 2,0 L de volume util, de
modo que restavam aproximadamente 3,0 L para a caracterizacdo da dgua bruta, quantificagao

do EE2 e, ainda, como volume reserva.

4.4.2 Adicao de turbidez

Para conferir turbidez a agua de estudo, optou-se pela adicdo de uma suspensdo de caulim

micronizado, baseado no trabalho realizado por Silva (2008).

Utilizando-se o aparelho de jarteste, colocou-se volume de 2,0 L de 4gua destilada e 40,0 g de
caulim micronizado em cada jarro. Promoveu-se a agitagdo da mistura a 150 rpm durante 2 h,
desligou-se o aparelho e deixou-se a solucdo em repouso durante 21 h. Apds este periodo, foi
coletado o sobrenadante (aproximadamente 1,7 L), tomando-se cuidado para nio ressuspender
o material sedimentado. O sobrenadante era armazenado e, no preparo dos experimentos,
adicionado aos poucos a agua de estudo (reservatorio de 250,0 L ou de 20,0 L) com a
verificagdo da turbidez obtida. Este procedimento era repetido até a obtencdo de 10,0 + 0,5 ou

100 + 5 uT, dependendo das caracteristicas desejadas para a dgua de estudo (Tipo I e II).

4.4.3 Adicao de alcalinidade

Visando ao aumento da capacidade tampao, necessaria aos trabalhos envolvendo a
coagulagdo, foi adicionado bicarbonato de s6dio comercial a d4gua de estudo. Neste trabalho,

definiu-se que a alcalinidade deveria estar situada proxima a 35,0 + 5,0 mg/L de CaCOs.

! Com as sucessivas diluigdes obteve-se concentragdo final de metanol na amostra de 0,002% V/V e portanto, menor que o
valor maximo de 0,5 a 1%.
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Esta defini¢do foi aportada na realizagdo de teste, no qual foram preparadas 13 amostras com
volume de 1,0 L de agua destilada, cada, e alcalinidade préoxima a 35,0 + 5,0 mg/L. de CaCO:s.
Em 4 destas amostras foi dosado sulfato de aluminio, sendo diferente a dose recebida por cada
uma (10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 mg.L'l). Das amostras restantes, em 4 foi dosado hidroxido de
sodio 0,1M (0,5; 1,0; 1,5¢ 2,0 mL.L'l) e nas ultimas 5 acido cloridrico 0,1N (0,5; 1,0; 1,5; 2,0
e 40 mL.L"). Para cada amostra, foi determinado o pH antes e depois da adi¢do do
coagulante. A baixa varia¢do do pH resultante da adi¢do do coagulante, base ou 4cido, indicou

a eficacia da capacidade tampao para esta alcalinidade.

A partir disso, a massa de NaHCOs a ser utilizada era definida pela adi¢do de uma quantidade
conhecida do soluto a um determinado volume de dgua destilada, com posterior titulagcdo para
mensuragdo da alcalinidade total resultante. De posse do resultado, era calculada,
relacionando as quantidades utilizadas (regra de trés), a massa necessdria para resultar em
350+ 5 rng.L'1 de CaCOs; na agua. Para obter esta alcalinidade, era necessario adicionar

aproximadamente 5,75 mg de bicarbonato de sddio para cada litro de agua de estudo.

4.5 Experimentos de remogéao de etinilestradiol

Os trabalhos experimentais desta pesquisa € o preparo das amostras que antecedem a
cromatografia foram realizados nos laboratorios do Departamento de Engenharia Sanitaria e

Ambiental da Escola de Engenharia da UFMG.

O experimento-teste consistiu na avaliacao da influéncia da pré-oxida¢ao com hipoclorito de
sodio na remogdo do etinilestradiol e cumpriu, também, o importante papel de direcionar os
rumos experimentais seguintes. Com os seus resultados, foi possivel optar por mudangas na
fonte de obtengao do etinilestradiol, no volume e maneira de coleta das amostras e na opgao

por realizar triplicatas ao invés de duplicatas.

Assim, os experimentos de pré-oxidacdo com hipoclorito de s6dio foram realizados sob duas
configuragdes diferentes, apresentadas no item 4.5.1. Os experimentos de sedimentacgdo
possuiram configuracdo tUnica, conforme apresentado em 4.5.2, baseada na experiéncia
adquirida nos ensaios de pré-oxidac¢do. Durante os experimentos, o recipiente de preparo da
agua de estudo e os jarros do equipamento de jarteste eram envoltos por papel aluminio
visando a minimizar a possivel fotodegradacdo do etinilestradiol, conforme ilustrado na

Figura 4.7.
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Figura 4.7: Recipientes envolvidos com papel aluminio durante os experimentos, visando a
minimizar o efeito da fotodegradagao do etinilestradiol.

Para facilitar a apresentacdo da configuragdo dos experimentos, a apresentacdo e discussao
dos resultados, foi adotada, para as amostras coletadas, a nomenclatura apresentada na Tabela

4.4.

Tabela 4.4: Nomenclatura adotada para as amostras coletadas durante a investigagao
experimental.

Nomenclatura adotada para as amostras

Experimento Coletas Brutas Brancos' Oxidadas /
Coaguladas

Experimento-teste Duplicatas TareTa Tgi e Tga Teci, Tea, Tpr € T

Pré-oxidacao .

(AguaXTlpf) I) Trlpllcatas OIAI, OIA2 (§ OIA3 OIBls OIBZ (§ OIB3 OICI’ Olcz [§ Olc3

Pré-oxidacdo .

(AguaXTlpg II) Trlpllcatas OIIAI, OIIA2 € OIIA3 OIIBI, OIIBZ (S OIIB3 OIICI, OII(jz [§] OII(j3
Sedimentagao - SA . licatas  SSIny, ST e STy SSlg;, SSIpy e SSI; 8Slci, SSIcz e SSlcs

(Agua Tipo I)

Sedimentacdo - CF

(Agua Tipo T) Triplicatas SCl 41, SClps e SClps SClg;, SClg, e SClgs SCl¢y, SCley e SCles

Sedimentacdo - SA

(Agua TlpO H) Triplicatas SSHAI, SSHA2 € SSHA3 SSHB], SSHBZ (& SSHB3 SSHCl, SSHCZ € SSH(;3

Sedimentacdo - CF

(Agua TlpO H) Triplicatas SCHAI, SCHAZ [ SCHA3 SCHBI, SCHBZ € SCHB3 SCHCl, SCHCZ [ SCHC3

1 — Branco: Amostra colocada sob as mesmas condi¢des experimentais, porém isenta do pardmetro em avaliacdo (por
exemplo, na presente pesquisa, cloro ou coagulante), que serve de elemento comparativo.

4.5.1 Ensaios de pré-oxidacio

Visando a avaliar a efetividade do cloro em auxiliar a remogao do etinilestradiol em ETAs, foi
realizada, em escala de bancada, uma simulagdo da etapa de pré-oxidacdo. Em linhas gerais,
com a agua de estudo tipo I ou II no equipamento de jarteste, era promovida a mistura rapida,

durante 30 s a um gradiente de velocidade de 800 s, para dispersio do cloro. Estes
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parametros foram baseados nos adotados pelo PROSAB, edital 5, tema 1 (2006). Apds a

coleta, o efeito do cloro era cessado nas amostras através da adigdo de tiossulfato de sodio.

No experimento-teste, trabalhou-se com coleta de amostras em duplicatas. Em duas amostras
n3o foi adicionado cloro (brancos), duas receberam 1,0 mg.L"' ¢ as outras duas 3,0 mg.L™' de
cloro. Os tempos de contato foram: 5, 30, 60 min, 6, 12 e 24 h. As dosagens de cloro foram
definidas com base nas empregadas pela COPASA nas ETAs de Belo Horizonte que estdao
sendo monitoradas no ambito do PROSAB. O fluxograma de montagem deste experimento ¢

apresentado na Figura 4.8.

4 ~ Preparoda agua de estudo )
Agua Tipo IT: 100 £ 5uT (V=14,0L)
7,1 n.L"" de EE2®) (2 pilulas anticoncepcionais)

L Coleta de 2 amostras (Tx; € Tas) )
4 Experimento de pré-operaciao R
Pré-oxidagdo com NaOCI (jarteste)

Parametros:

L Gn=800s"eT,=30s )

Amostras Tg; e Ty,
Auséncia de cloro (branco)
Tempos de contato: 5, 30,
60 min, 6, 12 € 24 h.
(12 amostras)

Amostras T¢; e Tc,
1,0 mg.L™" de cloro
Tempos de contato: 5, 30,
60 min, 6, 12 € 24 h.
(12 amostras)

Amostras Ty, e Tp,
3,0 mg.L" de cloro
Tempos de contato: 5, 30,
60 min, 6, 12 € 24 h.
(12 amostras)

®) Concentragio tedrica

Figura 4.8: Fluxograma do experimento-teste de pré-oxidagao.

Em principio, o experimento com esta configuracdo seria realizado também para a agua com
10,0 = 0,5 uT, mas, em funcdo dos resultados verificados e da obten¢do do hormonio puro,

algumas alteragdes foram implementadas, conforme sera discutido no capitulo 5.

Assim, com a dosagem de solucdao de EE2, em substitui¢do a dissolugdo do anticoncepcional,
e com a proposta de trabalhar com coletas em triplicatas ao invés de duplicatas, facilitando,
desta maneira, a interpretacao dos resultados, novos experimentos de pré-oxidagdo foram

realizados segundo o fluxograma apresentado na Figura 4.9.
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Preparo da dgua de estudo
Agua Tipo I: 10,0 £ 0,5 uT (V=15,0 L)
Agua Tipo II: 100+ 5 uT (V=15,0L)
1,0 p.L " de EE2" (solugdo estoque)

) (

N

Agua Tipo I Agua Tipo II
L Coleta de 3 amostras (Ols;, Ola; € Olys) ) \Coleta de 3 amostras (Oll,;, Oll; € OHA3))
4 Experimento de pré-operacio 4 Experimento de pré-operacio
Pré-oxidagao com NaOCI (jarteste) Pré-oxidagao com NaOCI (jarteste)
Parametros: Parametros:
L G,=800s"eT,=30s ) L Gn=800s"eT,=30s )

(COIetas Olg;, Olg; e Olg; Coletas Ol¢;, Olc; e Olcs Coletas Ollg;, Ollg, e Ollg;) (Coletas Oll¢;, Ollc; e OIID

Auséncia de cloro (branco) 3,0 mg.L" de cloro Auséncia de cloro (branco) 3,0 mg.L"! de cloro
Tempos de contato: 5, 30, Tempos de contato: 5, 30, Tempos de contato: 5, 30, Tempos de contato: 5, 30,
60 min, 4,6 ¢ 12 h. 60 min, 4,6 ¢ 12 h. 60 min, 4,6 ¢ 12 h. 60 min, 4, 6 e 12 h.

Y (18 amostras) (18 amostras) (18 amostras) (18 amostras) D

®) Concentragio tedrica

Figura 4.9: Fluxograma dos experimentos de pré-oxidagao, apos modificagéo.

Com a demanda de coletas em triplicatas, foi necessario optar pela aplicagdo de uma unica
dosagem de cloro, assim, foi adotada a nova configuragdo: 3 amostras sem cloro (brancos); 3

com 3 mg/L de cloro. Os tempos de contato foram alterados para: 5, 30, 60 min, 4, 8 e 12 h.

4.5.2 Ensaios de sedimentacio

Os experimentos de avaliacdo da sedimentacao visando a remog¢ao do etinilestradiol foram
compostos por duas etapas: realiza¢do de ensaios de jarteste para confec¢do dos diagramas de
coagulacdo e execucdo dos experimentos de remog¢do propriamente ditos. Os parametros

adotados nestes experimentos estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Parametros utilizados para ensaios de jarteste (PROSAB, 2006).

PARAMETRO VALOR
Gradiente de velocidade de mistura rapida (G,,) 800 s
Tempo de mistura rapida (T,,) 30s
Gradiente de velocidade de floculagdo (Gy) 305"
Tempo de floculagdo (Ty) 25 min
Velocidade de sedimentagao (vs) 0,5 ¢ 1,0 cm.min.”

41
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Em ambas as etapas, o equipamento de jarteste foi preparado contendo 2,0 L da agua de
estudo em cada um dos seus seis frascos. O coagulante e o produto quimico utilizado para
ajustar o pH de coagulacdo eram dosados durante a etapa de mistura rapida a um gradiente de
velocidade de 800 s™', durante 30 s. Apos este tempo, com o inicio da etapa de floculacdo, o
gradiente de velocidade era reduzido para 30 s e assim mantido durante 25 minutos. Por fim,
era cessada a agitagdo, para simulagdo da decantagdo, deixava-se o ambiente em repouso até

completados os tempos de coletas das amostras.

4.5.2.1 Ensaios de sedimentacdo visando a confeccdo dos diagramas de coagulacido

Estes ensaios, necessarios a definigdo do ponto de dosagem Otima a ser utilizado nos
experimentos de remocgao de etinilestradiol, consistem na variacao do pH da 4gua ensaiada e
da dosagem do coagulante em uma determinada faixa, com determinagdo da turbidez e cor

aparente remanescentes.

De posse destas informagdes ¢ construido um grafico com os pares pH x dosagem do
coagulante nos eixos das ordenadas e abscissas, respectivamente. No plano formado pelos
dois eixos sao lancadas as informagdes de turbidez ou cor aparente atribuidas a cada ponto, as
quais sdo interpoladas para a delimitagdo de areas de mesma eficiéncia. Este gréfico,
denominado diagrama de coagulagdo, possibilita a defini¢do da dose do coagulante e do pH
de coagulacdo que irdo apresentar menor turbidez (ou outro pardmetro que estiver sendo

monitorado) da 4gua decantada.

A dose dos coagulantes foi variada entre 5 ¢ 40 mg.L"', em intervalos de 5 mg.L", e o pH
entre 5,0 ¢ 9,5. Na Tabela 4.6 sdo apresentados o numero de ensaios realizados, em cada

variacao, para a confec¢ao dos diagramas de coagulacao.

Tabela 4.6: Quantidade de ensaios realizados para confecgédo dos diagramas de

coagulagéo.
COAGULANTE AGUA DE ESTUDO NUMERO DE ENSAIOS PONTOS (pH X DOSAGEM)
SA Tipo I 15 90
SA Tipo II 13 78
CF Tipo I 21 126
CF Tipo 11 22 132
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4.5.2.2 Ensaios de sedimentacio visando a avaliar a remocao do etinilestradiol

Uma fez confeccionados os diagramas de coagulacdo, puderam ser determinados os pontos de
dosagem Otima para cada um dos coagulantes a serem utilizados nos experimentos visando
avaliar a remog¢ao do etinilestradiol para as aguas tipo I e II. A escolha destes pontos se deu
com base nos menores valores de turbidez remanescente, a exemplo do que ocorre em

estacdes de tratamento de agua.

Durante os experimentos de pré-oxidacdo com hipoclorito de sodio, foi verificada que a
adsorcdo do etinilestradiol por parte das particulas de caulim suspensas ndo era significativa,
assim, optou-se pela coleta da amostra apenas para a velocidade de sedimentagao vs = 1,0
cm.min” (coleta ap6s 7 minutos de decantacio). Na Figura 4.10 ¢ apresentado o fluxograma

dos experimentos de sedimentagao.

Preparo da agua de estudo
Agua Tipo I (V=2x15,0L)
Agua TipoII (V=2x15,0L)
1,0 p.L"" de EE2®) (solugdo estoque)
|
s . I N s . I N
Agua Tipo 1 Agua Tipo II
SA: 3 amostras (SSI,;, SSIa, e SSI,3) SA: 3 amostras (SSIl;, SSII,, e SSII,3)
CF: 3 amostras (SCI,;, SCl, e SCly;3) ) L CF: 3 amostras (SCIl 4, SCII,, e SCIl,3) )
4 Experimento de sedimentagio ) 4 Experimento de sedimentagio )
Parametros: Parametros:
Gn=800s"; T,,=30s; Gr=305s"; Gn=800s"; T, =30s;G;=305";
L T¢=25 min e v = 1,0 cm.min’’ ) L T¢=25 min e vy = 1,0 cm.min’’ )
| |
| | | |
/Sulfato de aluminio Cloreto férrico Sulfato de Aluminio Cloreto férrico \
(22,5mg L' epH=7,6)| | (22,0mgL'epH=74) | | (22,5mgL'epH=7,6) | | 22,0 mgL" e pH=7,4)
Coletas: Coletas: Coletas: Coletas:
SSIg;, SSIg,, SSIg;, SClg;, SClg,, SClgs, SSIIg;, SSIIg,, SSIIg;, SCllIg;, SCllg,, SCllgs,
SSICl, SSIC2 € SSIC} SCICI, SCIC2 € SCICl SSIICI, SSHCZ 5] Ssﬂc3 SCIICI, SCHCZ € SCHC3
\ (6 amostras) (6 amostras) (6 amostras) (6 amostras) /
®) Concentragio teorica

Figura 4.10: Fluxograma dos experimentos de sedimentagao.

O HCI ou NaOH para ajuste do pH de coagulacdo era adicionado a todos os frascos do
jarteste, de forma que a Unica varidvel entre os dois grupos de triplicatas era a presenca ou

auséncia de coagulante.
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4.6 Anadlises cromatograficas

Neste item serdo abordados a etapa de andlise cromatografica para detec¢do e quantificacdo

dos microcontaminantes, e os procedimentos de preparacao das amostras.

Apds a realizagdo dos experimentos de remocdo de etinilestradiol, fazia-se necessario
submeter as amostras coletadas a uma série de procedimentos laboratoriais, visando a
concentracdo do contaminante e prepara-las para a analise cromatografica. Sao eles: filtragao,

corre¢ao do pH, extracdo em fase solida, eluicdo, secagem e ressuspensao.

Esta etapa preparatoria das amostras era realizada, assim como os experimentos de remogao
de etinilestradiol, nas dependéncias do DESA — UFMG, em laboratério destinado para este
uso exclusivo, a fim de evitar contamina¢do cruzada. Apds transcorridas estas etapas, as
amostras eram encaminhadas para o DEQUI — UFOP, para realizacdo dos procedimentos
analiticos de cromatografia. A seqliéncia dos procedimentos encontra-se ilustrada na Figura

4.11.
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Filtragem da amostra
(Filtragem da amostra em membrana de acetato de celulose, malha de 0,45 pum, sob agéo de
bomba de vacuo, P¢y. = -65,0 kPa, t =15 s)

Ajuste do pH para extracio
(Ajuste do pH para 3,0 = 0,2, com H,SO,4 ou NaOH 0,1 mol.L'l, para aumentar a afinidade do
contaminante com a fase solida do cartucho C18)

Extracio do contaminante em cartucho C18 h
(Fluxo de: 5,0 mL de acetato de etila, 5,0 mL de metanol; 5,0 mL de 4gua deionizada; 100 mL da
amostra através de cartucho C18, sob agéo da bomba de vacuo, Q =5 mL.min™)
\ J

s N
Eluicio do contaminante do cartucho C18

(Fluxo de 10,0 mL de acetato de etila pelo cartucho C18, sob acdo da gravidade, com coleta em
tubo de ensaio)

J

N J
4 . N )
Secagem com nitrogénio gas
(Secagem total dos 10,0 mL de acetato de etila, coletados no tubo de ensaio, com uso de
nitrogénio gas)

. I J
4 I

Ressuspensio da amostra seca
(Ressuspensdo do contetido seco do tubo de ensaio com metanol. Lavagem do tubo e coleta do
metanol em trés etapas, utilizando micropipeta, com 300,0 uL, 300,0 puL e 400,0 uL, totalizando o
volume de 1,0 mL a ser acondicionado em via/ )

- J

4 A
Cromatografia

(Deteccao e quantificacdo do EE2 por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas)
& J

Figura 4.11: Etapas laboratoriais para detec¢ao do etinilestradiol por analise cromatografica.

E importante frisar que os procedimentos descritos nesta secdo representam a metodologia
analitica e pré-analitica adotada pelo grupo de pesquisa, ndo consistindo em tnica op¢ao para
o tratamento de problemas da mesma espécie. As metodologias adotadas foram baseadas nos

relatos de Wang et al (2005) e Moreira (2008).

4.6.1 Procedimentos pré-cromatograficos

Assim que coletadas e caracterizadas em termos dos parametros basicos pertinentes a cada
experimento, as amostras eram preparadas para cromatografia. Os recipientes de coleta eram

envoltos por papel aluminio para minimizar a possivel fotodegradacdo e, caso os
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procedimentos nao fossem iniciados de imediato, as amostras eram conservadas sob

refrigeragdo, a temperatura média de 6 °C por um periodo maximo de 24 h.

4.6.1.1 Filtracao

Com intuito de retirar as particulas com maiores dimensdes que pudessem oferecer risco de
colmatacdo aos cartuchos de extracdo em fase solida, as amostras eram filtradas em
membranas de acetato de celulose com abertura da malha de 0,45 pm, instaladas em um kit de
filtracdo, com a utilizagdo de bomba de vacuo conectada a um kitassato. Devido a baixa
quantidade de particulas na dgua de estudo, este procedimento durava aproximadamente 15 s

com pressao média de -65,0 kPa.

Caso houvesse a necessidade de remocao de particulas maiores, a filtragdo em membrana de
acetato de celulose deveria ser precedida de filtragdo em membranas de fibra de vidro com

abertura da malha de 1,2 um, fato que ndo ocorreu neste trabalho.

4.6.1.2 Corre¢do do pH
Seguindo a metodologia publicada por Wang et a/ (2005), visando a favorecer a afinidade da

amostra com o cartucho de extragdo em fase solida, era promovido o ajuste do pH da amostra
para 3,0 = 0,2. Caso fosse necessario aumenta-lo, eram adicionadas gotas de solugdo de
NaOH e caso fosse necessario abaixa-lo, era utilizada solu¢ao de H,SO,4, ambas 0,1 mol.L'l,

sendo esta segunda situacdo mais freqiiente nesta pesquisa.

4.6.1.3 Extracio em fase sélida

Esta etapa consiste na extracdo dos compostos organicos da fase aquosa, por percolacao
através de um cartucho de extracao, possibilitando a concentracdo da amostra e eliminagao de
ions interferentes. Antes da extracdo, entretanto, o cartucho deve ser preparado para receber a
amostra. Tal preparacdo consiste na passagem de solventes pelo cartucho, devendo o ltimo

ser de um meio com polaridade semelhante a da amostra.

Primeiramente eram adicionados 5 mL de acetato de etila, com uma seringa de vidro
graduada. Em seguida, adicionava-se 5 mL de metanol. E, por ultimo, SmL de agua
deionizada. Todos sob operagao da bomba de vacuo, com vazao méxima de 5 mL.min"! (Pmea.

=-10 kPa).
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Foram utilizados cartuchos C18 (fase solida), composto por octadecil silano ligado
quimicamente a silica porosa. A maior afinidade dos compostos organicos com o0 meio poroso

do cartucho resulta em sua separagdo do meio aquoso.

Assim, apds ajustado o pH da amostra e preparado o cartucho C18, foi realizado o processo
de extragdo do contaminante. E importante que a velocidade de fluxo dos liquidos através do
cartucho seja controlada, para melhor garantir a retencdo do contaminante, mantendo-se uma
vazdo méaxima de 5 mL.min"'. A montagem para o processo de extracio da amostra &

apresentada na Figura 4.12.

Figura 4.12: Montagem para processo de extragéo dos contaminantes.

ApoOs toda a amostra percolar através do cartucho, deixava-se a bomba de vacuo em operagao
por mais 30 min para garantir sua secagem. Em seguida os C18 eram colocados em pequenos
sacos plasticos, dos quais era eliminado o excesso de ar manualmente, eram envoltos em
papel aluminio e levados a freezer ou congelador (temperatura média entre -12 e -18 °C), onde
permaneciam até¢ o dia de elui¢do da amostra. As amostras permaneceram por até 2 meses
congeladas, embora pudessem aguardar por 6 meses sem que houvesse comprometimento

analitico (Moreira, 2008).
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4.6.1.4 Eluicdo da amostra

A etapa de dessor¢do do contaminante do cartucho ¢ realizada também no manifold, mas sem
atuacao efetiva da bomba de vacuo. Apos a retirada dos cartuchos do congelador e aguardado
um periodo para descongelamento, estes sao acoplados na parte superior do manifold que,

nesta etapa, contém em seu interior um tubo de ensaio para cada cartucho (Figura 4.13).

Figura 4.13: Montagem para processo de eluicdo dos contaminantes.

Foi utilizado como solvente o acetato de etila, visando a simplificar a etapa seguinte de
secagem da amostra, devido sua volatilidade ser superior a do metanol. Eram colocados 5 mL
do solvente no cartucho, que percolavam, por acao da gravidade, gotejando no tubo de ensaio.
ApoOs esta primeira percolacao, eram adicionados mais 5 mL de acetato de etila e repetido o
processo. A seguir, a bomba de vacuo era acionada, por aproximadamente 30 min a uma
pressdo de -10kPa, para garantir a retirada do restante de acetato retido no cartucho. Seu
acionamento também era efetuado, por uma fragdo de segundo, caso a percolagdo dos 10 mL

cessasse.

4.6.1.5 Secagem da amostra

Seguindo o processo, promoveu-se a secagem completa dos 10 mL de acetato de etila
presentes no tubo de ensaio, com nitrogénio gasoso (Figura 4.14). Esta secagem se faz
necessaria por ser o metanol, € nao o acetato de etila, o solvente utilizado neste trabalho como

fase movel da coluna cromatografica. Além disso, o objetivo nesta etapa preparatoria da
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cromatografia ¢ a concentracao da amostra em um volume final de 1,0 mL, que resultava em

um fator de concentragao teorico de 100 vezes.

\ Do =

1 s 1

-

t b

Figura 4.14: Secagem das amostras eluidas: (a) visao geral e (b) detalhe da secagem do
conteudo dos tubos de ensaio.

4.6.1.6 Ressuspensdo
A etapa final do processo preparativo da andlise cromatografica consiste na ressuspensdo do

material seco no tubo de ensaio com a utilizacao de 1,0 mL de solvente. A relagao do volume
inicial da amostra com este 1,0 mL resultante indica quantas vezes a amostra foi concentrada,
devendo ser considerada na avaliagdo do valor obtido na cromatografia. Neste trabalho a
amostra foi concentrada 100 vezes, uma vez que as amostras coletadas no jarteste possuiam

100 mL de volume.

Utiliza-se nesta etapa como solvente o mesmo liquido utilizado como fase moével na
cromatografia. A pratica obtida nos trabalhos realizados pela equipe da UFOP aponta para
uma maior afinidade do metanol com a coluna cromatografica 14 existente, apresentando
melhores resultados, e assim, foi recomendada a utilizagdo deste solvente no presente trabalho

(Moreira, 2008).

Com a utilizagdo de uma micropipeta, ¢ realizada, por etapas, a lavagem do material aderido
as paredes do tubo de ensaios. Promove-se a lavagem cuidadosa com 300 pL de metanol, que
sdo colocados em um vial, repete-se o processo novamente com 300 uL e, por fim, com 400
uL (Figura 4.15). Os vials eram envolvidos por papel aluminio e conservados sob refrigeracao
(temperatura média entre -12 e -18 °C) até o envio para o laboratério de cromatografia da

UFOP. Durante o transporte era mantida a condi¢ao de refrigeragao.
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Figura 4.15: Ressuspensédo da amostra: (a) lavagem com metanol e (b) acondicionamento
em vial.

4.6.2 Analise cromatografica

Como 1ultima etapa do processo analitico, era realizada deteccdo e quantificacdo do
etinilestradiol nos laboratérios do DEQUI — UFOP, através de cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas.

Para tal foi utilizado um LCMS-IT-TOF, de fabricagdo da SHIMADZU, Figura 4.16, que
oferece um espectro de alta resolucdo, proprio para a deteccdo de microcontaminantes
quimicos a pequenas concentragdes. A sigla LCMS significa Liquid Chromatography Mass
Spectrometry e refere-se a forma de separacdo (cromatografia liquida) e deteccao

(espectrometria de massas) das substancias analisadas.

Figura 4.16: Equipamento de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas -
LCMS-IT-TOF.
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Segundo Moreira (2008): “A cromatografia acoplada a espectrometria de massas, seja liquida
ou gasosa, apresenta-se como a técnica analitica mais robusta, abrangente, reprodutivel e
sensivel, para o monitoramento de amostras ambientais. A instrumentacdo disponivel
combina baixos limites de detec¢do e reprodutibilidade analitica através do monitoramento de
ions pré-selecionados™. Na Tabela 4.7 sdo apresentas as condigdes cromatograficas utilizadas

para a detec¢do e quantificacdo do etinilestradiol.

Tabela 4.7: Condi¢des de analise do EE2 por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (Moreira, 2008, adaptado).

Shimadzu LCMS-IT-TOF
CBM-20A (Controlador de Sistema)
DGU-20A3 (Degaseificador)
LC-20AD (Propulsao de Solventes)
SIL-20? (Injetor Automatico)
IT-TOF (Espectrometro de massas)

Aparelho
Modulos

Pré-Coluna

Phenomenex C18 (ODS) (4,0 mm x 2,0 mm)

Vazao da Fase Movel

0,2 mL . min”' (metanol e 4gua)

Gradiente de concentragdo
(4gua e metanol)

*Variacao de 30 a 85% de metanol em 5 minutos;
*Estabilizacdo a 85% de metanol por 3 minutos;

* Aumento para 100% de metanol e estabilizacdo por 8
minutos;

*Reducdo para 0% de metanol e estabilizagdo por 2 minutos;
* Aumento para 30% de metanol e estabilizacdo por 5
minutos.

Tempo total de andlise: 23 minutos.

Volume de inje¢do da amostra

Sul (injeg@o automatica)

Gases Utilizados

Argonio (gas de colisdo)
Nitrogénio (Gas de nebulizagdo). Pressdo: 100kPA

Temperatura do CDL”

200°C

Voltagem do detector

1,65 kV

Interface

Eletronspray ionization (ESI) - modo negativo

Intervalo de varredura m/z

100 a 350

Ions monitorados

Etinilestradiol: m/z = 295,17

Tempo de acumulaggo de ions

Etinilestradiol: 100 milisegundos

*CDL: Curved Dessolvation Line [(Kaihara ef al. 2002; Schug e McNair, 2003) apud Moreira, 2008]

A cromatografia tem, basicamente, a funcdo de separar substancias, utilizando para isto a
diferenga de interagdo ou afinidade entre estas substancias, uma fase estaciondria (so6lida) e
uma fase movel, esta Gltima que classifica o tipo da cromatografia (liquida ou gasosa). Na

cromatografia liquida especificamente, como fase movel ¢ utilizado um solvente.

A espectrometria de massas, responsavel pela identificagdo dos compostos, possui diversas
variacoes, mas, de forma geral, ¢ composta por um sistema para producao, um para separagao

e um para detec¢ao de ions.

51
Programa de Pés-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



No equipamento LCMS-IT-TOF, a produgdo e separagao dos ions sao promovidas pelo
mecanismo lon Trap (IT), no interior do qual os ions orbitam e sdo separados pela diferenca
do potencial e freqiiéncia aplicados, utilizando-se da relagdo massa/carga de cada um. Este
mecanismo, quando desejado, pode ser utilizado para quebrar moléculas, através da colisao
induzida (Colisao induzida para dissociacao). Ja a detecgdo ¢ realizada pelo mecanismo 7Time
of Flight (TOF), através da informagdo do tempo gasto pelo ion desde a saida do IT até a
colisdo com o detector, o tempo para percurso desta distancia € particular de cada ion e funcao

da relagao m/z (massa/carga).

Em resumo, todo este aparato ¢ previamente calibrado, através da utilizagdo de padrdes
analiticos (Ex. Sigma) dos contaminantes a serem detectados. Em seguida a amostra ¢ injetada
e percorre o equipamento, que gera espectros (cromatograficos e de massas). Nos espectros,
os picos coincidentes com os dos padrdoes representam os contaminantes visados e a

integragao destes picos (calculo das areas) representa as suas concentragdes na amostra.

4.7 Tratamento estatistico dos dados

No que se refere ao tratamento dos dados para avaliagdo dos resultados, devido ao pequeno
tamanho da amostra, as ferramentas estatisticas passiveis de aplicacdo foram limitadas. Em
termos da estatistica descritiva basica, como ndo foram feitas repeticoes das coletas em

triplicatas, a analise ficou resumida ao calculo da média aritmética.

O espago amostral também influenciou a aplicacdo dos testes de hipdteses para verificagao se
ha diferenca significativa entre as amostras que receberam tratamento e os brancos de um
mesmo experimento, ou entre duas amostras tratadas de ensaios distintos, resultando na
utilizacdo dos “‘testes nao-paramétricos”, pois estes nao dependem do conhecimento da
distribuicao da variavel na populagdo. Para a aplicagdo dos testes estatisticos nao-
paramétricos nos dados gerados, foi utilizado o sofiware STATISTICA 6.1 (StatSoft, Inc.,
2003).

Na comparacdo das amostras tratadas e brancos em um mesmo ensaio foi aplicado o “teste T
de Wilcoxon” para amostras pareadas, substituto do “teste t de Student” para dados com
distribuicao ndo-normal. Como tais amostras foram preparadas a partir de uma mesma agua e
tiveram coletas simultaneas, a suposicdo do pareamento se aplica. Quanto a comparacao de

amostras tratadas em ensaios diferentes, foi aplicado o “teste de Mann e Whitney (Mann-
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Whitney U Test)”, substituto do “teste t de Student” para comparacdo entre grupos

independentes.

Na analise estatistica dos dados para as amostras pareadas e independentes foi adotado um
nivel de significancia (o) igual a 5%. Na Tabela 4.8 ¢ apresentado um resumo dos testes

estatisticos utilizados.

Tabela 4.8: Testes estatisticos utilizados na analise dos resultados.

TESTE PROPOSTO HIPOTESE TESTADA
teste T de Wilcoxon (comparagdo das Eficacia da pré-oxidagdo em remover o EE2
amostras de um mesmo ensaio) Eficacia da sedimentacdo em remover o EE2
Influéncia da turbidez na remog¢do do EE2 por pré-oxidacao
teste de Mann e Whitney Influéncia da turbidez na remog¢ao do EE2 por sedimentagdo
(comparagao entre dois ensaios) Influéncia do tipo de coagulante na remoc¢do do EE2 por sedimentagdo

Verificacdo da remocdo de EE2 por adsor¢do as particulas suspensas

Neste contexto, os trabalhos experimentais propostos nesta pesquisa foram conduzidos

conforme descrito, e os resultados obtidos serdo apresentados no capitulo a seguir.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo ¢ destinado a apresentacao dos resultados obtidos com as montagens descritas
no capitulo anterior e discussdes pertinentes. Serdo apresentados a faixa de variagdo das
caracteristicas das aguas de estudo e os resultados obtidos nos ensaios de pré-oxida¢do com

hipoclorito de sodio e de sedimentacao.

5.1 Caracteristicas da agua de estudo

As caracteristicas das 4guas de estudo tipo I e II utilizadas nos ensaios de remocao do

etinilestradiol estdo apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Caracteristicas das aguas de estudo tipo | e Il.

PARAMETRO AGUA TIPO I AGUA TIPO II
Turbidez (uT) 10,0 £ 0,5 100+ 5
Cor aparente (uH) 39,0+ 4,0 380 £ 30
Alcalinidade total (mg.L'1 de CaCO3) 35,0+£5,0 35,0£5,0
Temperatura (°C) 240+1,0 24,0+ 1,0
pH 7,5+04 7,5+0,4

5.2 Experimentos de pré-oxidacao com cloro

5.2.1 Experimento-teste de pré-oxidacao

As concentragdes de etinilestradiol detectadas na dgua de estudo, para as amostras coletadas
antes da realizagdo do experimento-teste, estdo reproduzidas na Tabela 5.2. Sao apresentadas
as concentragdes em valores absolutos e relativos, com base na concentragdo tedrica

(esperada) resultante da dissolucdo de 2 pilulas com 0,05 mg de EE2 em 14,0 L de 4gua.

Tabela 5.2: ConcentracGes de etinilestradiol tedrica e quantificadas nas amostras coletadas
antes da realizagdo do experimento-teste - Agua Tipo Il.

CONCENTRACAO ABSOLUTA (pg.L™") RELATIVA (%)
Teobrica 7,143 -
Ta 4,808 67,3
Tas 4,928 69,0

A concentracao detectada inferior a esperada pode ter origem no processo de maceramento e
dissolucdo da pilula, ndo permitindo todo o seu aproveitamento, ou indicar necessidade de
refino dos processos nas etapas pré-cromatograficas. Todavia, serdo estes os valores utilizados
para o célculo da eficiéncia média de redugao da concentragdo de etinilestradiol nas amostras

coletadas ao longo do experimento-teste. Os valores da concentragao remanescente de EE2,
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obtidos a partir da analise cromatografica para estas amostras, estao apresentados na Tabela

5.3.

Tabela 5.3: Concentragdes remanescentes de etinilestradiol (yg.L'“) apos experimento-teste
de pré-oxidagdo com hipoclorito de sédio — Agua Tipo Il

Amostra Tg: Tgo Tci Tco Tpo; Tha
Cloro (mg.L™) 0,0 0,0 1,0 1,0 3,0 3,0
Coletas EE2 remanescente (ug.L'l)
1 (5 min.) 4,751 4,029 3,441 2,313 0,203 0,218
2 (30 min.) 4,365 5.941 0,454 0,432 0,152 0,167
3 (60 min.) 4,028 3,785 0,134 0,164 0,768 <LD
4(6h) 5.253 5.163 0,195 0,228 0,943 0,450
5(12h) 4,806 4,900 0,209 0,279 2,543 0,169
6 (24 h) 4,607 4,668 0,396 0,604 0,694 1,382

< LD — Abaixo do limite de detecgdo (0,050 u.L™).

Apesar de duas aparentes contradi¢des, a citar: a detec¢do de alguns valores de etinilestradiol
superiores ao detectado na agua bruta (sublinhados na Tabela 5.3) e o aumento na
concentracdo remanescente nas coletas realizadas em 6, 12 e 24 h; ¢ possivel observar a
reducdo da concentragdo de EE2 nas amostras que receberam hipoclorito de sodio (T¢i, Teo,
Tpi € Tpy), quando comparados seus valores com os brancos (Tg; € Tgy). Este fato € melhor
evidenciado com o auxilio do grafico apresentado na Figura 5.1, no qual encontram-se

plotadas, ao longo das coletas realizadas, a concentracdo remanescente do etinilestradiol.

Remogao do EE2 por pré-oxidagdo com NaOCI - Agua Tipo Il
(Experimento-teste)
6,00
R ——TB1
-l -1
o 5,00 T (0,0 mg.L"" de NaOCl)
g2°s
o —=—TB2
w 4,00 (0,0 mg.L"" de NaOCI)
o N
: | ‘\ ——TC1
© 3,00 (1,0 mg.L™! de NaOCl)
]
H —~—TC2
% 2,00 + (1,0 mg.L™! de NaOCl)
g
[ ——TD1
) 3,0 .L"" de NaOCI
2 1,00 (3,0 mg.L™" de NaOCI)
o
I = S I
0,00 ‘ ‘ — : i : (3,0 mg.L"" de NaOCl)
0 1 2 3 4 5 6 7
(5 min) (30 min) (60 min) (6h) (12 h) (24 h)
Coleta

Figura 5.1: Concentragcdo remanescente de EE2 ao longo do experimento-teste de pré-
oxidacgao.
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Para facilitar a visualizacdo, optou-se pela apresentacdo de linhas interligando os resultados
em uma mesma amostra, mas estas ndo representam, necessariamente, 0 comportamento entre

coletas, pois nao foi realizado o monitoramento continuo do EE2.

Nota-se, claramente, as diferencas detectadas em cada par de amostras coletadas. As amostras
Tg1 e Tpa, que nao receberam cloro, permaneceram ao longo de todo o experimento com
concentragdes proximas as detectadas na agua bruta, apresentando apenas em uma coleta
valor inferior a 4,0 pg.L™' (60 min), e suas curvas ocupam isoladamente a regido superior do
grafico. As curvas referentes as amostras que receberam menor dosagem de cloro (T¢; e Tey)
ocupam na primeira coleta a regido intermediaria do grafico, mas com o aumento no tempo de
contato atingem a regido inferior do grafico, se igualando as curvas das amostras de maior

dosagem (Tp; e Tpy).

A deteccdo de um aumento na concentragdo remanescente a partir de 6 h de tempo de contato
se deu provavelmente por algum detalhe no procedimento de coleta das amostras. Para cada
amostra, era necessario o volume minimo de 100,0 mL, mas, por precaugdo, era realizada a
coleta de 250,0 mL, consistindo em um volume de seguranca para compensar possiveis perdas
nos procedimentos pré-cromatograficos. Desta maneira, como o ponto de coleta situa-se na
metade da altura util dos frascos, a partir da 4* amostragem (volume acumulado = 1,0 L) a
superficie do liquido era atingida, gerando a necessidade de inclind-los para as coletas
posteriores. Esta inclinagdo pode ter ressuspendido parte do material depositado no fundo do
frasco, que poderia conter EE2 adsorvido. Outra hipdtese reside na possibilidade de uma
parcela do etinilestradiol ter se concentrado na superficie do liquido, devido a alta
hidrofobicidade do ar, regido coletada a partir 4* amostragem. Todavia, para minimizar a
ocorréncia destes problemas, foi determinado que nas coletas posteriores as amostras seriam
limitadas em 150,0 mL, evitando-se a amostragem da fracdo presente no fundo ou na

superficie do liquido.

Para verificacdo se as diferencas observadas entre as duplicadas do experimento-teste sdao
significativas estatisticamente (p < 0,05), com a utilizacdo do software STATISTICA 6.1
(StatSoft, Inc., 2003), foi aplicado o “teste T de Wilcoxon. Na Tabela 5.4 sdo apresentados os

valores de “p” para a comparagao entre cada grupo de amostras.
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Tabela 5.4: Valores de p resultantes da aplicacdo do “teste T de Wilcoxon” para
comparagao das amostras do experimento-teste.

Amostras comparadas Tg X Tc Tg X Tp TcXTp

Valor de p 0,002 0,002 0,754

Quando a comparagdo estatistica € efetuada em relacao as amostras sem cloro (Tp) e cloradas
(Tc ou Tp) ¢ detectada diferenca significativa entre elas (p = 0,002), o que ndo se repete
quando o teste ¢ aplicado entre as amostras cloradas (p = 0,754). Assim, para o tamanho
amostral utilizado, pode-se verificar a eficiéncia de reducdo da concentragao do etinilestradiol
através da pré-oxidagdo com hipoclorito de s6dio. Em relagdo a dosagem de cloro, o resultado
do teste estatistico confirma a observagao inicial de que, ap6s 30 min de tempo de contato, a
reducdo ocorreu de forma similar, independentemente da dose aplicada. O fato da comparacao
Tc X Tp ndo apresentar diferenca significativa em termos da concentracdo remanescente de
etinilestradiol, implica na conclusdo de que a dose de 1,0 mg.L" de cloro foi suficiente ao

tratamento.

Com auxilio da Figura 5.2, na qual sdo apresentados os graficos box-plot comparativos das
amostras coletadas no experimento-teste de pré-oxidacao, ¢ possivel visualizar as diferencas

detectadas com a aplicagdo do teste ndo-paramétrico.

Concentragdo remanescente de EE2 (ug.L’1) no experimento-teste de pré-oxidacédo
para as doses de NaOCI (Tg =0,0mg.L™", Tc =1,0mg.L™" e Tp = 3,0 mg.L™).
7 T T T T

6 r em——
5 L
a
4 1
3 L
2 L
1 L
[m] a
0 —
o Median
[ 25%-75%
A . . . . : T Min-Max

TereTez TcreTee TopreTn

Figura 5.2: Grafico Box-plot para comparagéo entre as amostras coletadas do experimento-
teste de pré-oxidacao.
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Por fim, apresenta-se na Tabela 5.5 o célculo da eficiéncia de reducdo da concentracdao de
EE2 para as médias de cada duplicata em relagdo a média da concentragao inicial, no qual fica
clara a significativa redu¢@o da concentragdo nos amostras que receberam cloro em relagdo as
que ndo receberam. E possivel notar que para a dosagem de cloro de 3,0 mg.L" a eficiéncia
acima de 90,0 % ja ¢ detectada na primeira coleta (5 min), também atingida para a dosagem
de 1,0 mg.L"' apés 30 minutos de tempo de contato. Para o céalculo das médias foram
desconsiderados alguns pontos nas amostras Tg; (6 h), Tg; (30 min e 6 h) e Tp; (12 h), por

apresentarem grande discrepancia do contexto geral.

Tabela 5.5: Eficiéncia média de remoc¢ao de EE2 por pré-oxidagao, em fungéo do tempo de
contato — experimento-teste.

Tempo de contato (min.) 5 30 60 360 720 1.440
Eficiéncia média (%)
Amostras Tg; € Ty, 9.9 10,4 19,8 - 3,4 4.8
Amostras Tc; e Ty 40,9 90,9 96,9 95,7 95,0 89,7
Amostras Tp; € Tp, 95,7 96,7 99,2 94,4 96,5 78,7

A partir deste experimento-teste algumas mudangas na metodologia foram implementadas. A
primeira, baseada na dificuldade de identificacdo de resultados duvidosos, consistiu na adog¢ao
de coletas em triplicatas ao invés de duplicatas. A segunda mudancga, em virtude da obtencgao
do etinilestradiol puro, ocorreu na forma de preparo da dgua de estudo. Outra importante
alteracdo, baseada na observacdo da redugdo da concentracdo do etinilestradiol ocorrer de
forma mais significativa na primeira hora, resultou na diminui¢ao do periodo de experimento.

Estas e outras alteragdes serdao discutidas a seguir.

5.2.2 [Ensaios de pré-oxidagio para as aguas tipo I e 11

Na Tabela 5.6, sdo apresentadas as concentragdes de etinilestradiol detectadas nas aguas de
estudo tipo I e II, para as amostras coletadas antes dos respectivos ensaios de remog¢do. A

concentracio esperada, oriunda da utilizacdo da solugio estoque era de 1,0 pg.L™.

Tabela 5.6: Concentracdes de etinilestradiol quantificadas nas amostras coletadas antes da
realizacao dos ensaios de pré-oxidagao - Agua Tipo | e Il.

EXPERIMENTO AGUA AMOSTRA CONCENTRACAO (ug.L'l)
Ol 0,599
1 Tipo I OlA, 0,637
Oly; 0,577
OlIl,, 0,655
2 Tipo II Oll,, 0,786
Oll s 0,861
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Novamente percebe-se a ocorréncia de valores inferiores ao teorico, sendo que, na maioria das
amostras, a razao entre as concentragdes quantificadas e a esperada possui mesma ordem de
grandeza do experimento-teste. Este fato pode reforcar as hipodteses levantadas sobre a
necessidade de refinamento dos processos de preparacao da agua de estudo e concentracao da
amostra. Embora seja menos provavel, em virtude da metodologia adotada no preparo da
solucdo de etinilestradiol, a solubilidade do composto pode também ter influéncia nos

resultados encontrados, podendo ter ocorrido precipitagdes nas paredes dos recipientes.

Nas tabelas 5.7 e 5.8 sdo apresentadas as concentracdes remanescentes de etinilestradiol apos

a pré-oxidagdo com hipoclorito de sddio para as aguas Tipo I e II, respectivamente.

Tabela 5.7: ConcentracGes remanescentes de etinilestradiol (ug.L™") apés ensaio de pré-
oxidagcado com hipoclorito de sédio — Agua Tipo |.

Amostra Olg; Olgp, Olg; Ol Ol¢, Ol¢;
Cloro (mg.L™) 0,0 0,0 0,0 3,0 3,0 3,0
Coletas EE2 remanescente (ug.L'l)
1 (5 min.) 0,073 0,723 0,411 0,050" 0,073 0,923
2 (30 min.) 0,657 0,666 0,569 0,050" 0,068 0,050"
3 (60 min.) 0,526 0,711 0,677 0,050" -O 0,050"
4 (4 h) 0,605 0,623 0,569 0,050" 0,050" 0,050"
5(8h) 0,719 0,666 0,698 0,091 0,050" 0,097
6 (12 h) 0,744 0,607 0,736 0,050" 0,050" 0,050"

(1) <LD (0,050 u.L"); (2) — Amostras que apresentaram problemas durante coleta, extragio ou eluigio.

Tabela 5.8: ConcentragGes remanescentes de etinilestradiol (ug.L") apos ensaio de pré-
oxidac&do com hipoclorito de sédio — Agua Tipo Il

Amostra Ollg, Ollg, Ollg; Oll¢, Olle, Ollcs
Cloro (mg.L™) 0,0 0,0 0,0 3,0 3,0 3,0
Coletas EE2 remanescente (ug.L™")
1 (5 min.) 0,903 0,394 0,755 0,050 0,099 0,137
2 (30 min.) 0,825 0,920 0,972 0,050 0,090 0,050
3 (60 min.) 0,677 0,975 0,915 0,050 0,050 0,050"
4 (4h) 0,830 0,870 0,796 0,128 0,050" 0,264
5(8h) 0,693 0,830 0,723 0,050 0,050" 0,050
6 (12 h) 0,804 0,795 0,709 0,050 0,050" 0,050

(1) <LD (0,050 u.L"); (2) — Amostras que apresentaram problemas durante coleta, extracio ou eluigdo.

Apesar da dispersdo dos resultados obtidos, seja comparando as triplicatas de uma mesma
coleta, seja analisando uma amostra especifica ao longo do tempo do experimento, ¢ possivel
perceber claramente, para ambos os valores de turbidez, a possibilidade de redugdo da
concentracdo do etinilestradiol pelo emprego da pré-cloragdo. Esta afirmacgdo ¢ evidenciada

pelos graficos apresentados nas figuras 5.3 € 5.4.
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Figura 5.3: Concentragédo remanescente de EE2 ao longo do ensaio de pré-oxidagdo com

hipoclorito de sédio — Agua Tipo I.
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Figura 5.4: Concentragéo remanescente de EE2 ao longo do ensaio de pré-oxidagdo com

hipoclorito de sédio — Agua Tipo |I.
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Os valores de concentracao remanescente mensurados nos brancos oscilaram, mas situaram-se
sempre proximos aos detectados nas amostras da agua de estudo. As excecdes foram para as
amostras Olg; (ensaio com a Agua Tipo I) e Ollg; (ensaio com a Agua Tipo II), ambas com
tempo de contato de 5 min, as quais apresentaram concentragdo remanescente de

etinilestradiol consideravelmente inferior as demais amostras de suas triplicatas.

Em outras amostras também foi percebido um comportamento contraditério, pois
apresentaram aumento da concentracdo remanescente de etinilestradiol. E provavel que este
fato resulte de falhas nos processos de concentra¢do da amostra ou a margem de erro analitico

inerente a faixa de concentracdo trabalhada.

Para as amostras nas quais foi promovida a pré-oxidacdo, semelhante ao ocorrido no
experimento-teste, a concentragdo de etinilestradiol foi reduzida consideravelmente ja nos
primeiros minutos de tempo de contato. Uma constatacdo importante reside na reducao
atingida, na maioria das amostras, abaixo do limite de deteccdo do equipamento de
cromatografia (L.D. = 0,050 pg.L™"), para o fator de concentragio utilizado (100 vezes). No
experimento-teste, no qual a concentragdo inicial de etinilestradiol era cerca de 7 vezes a

utilizada neste, apenas uma amostra atingiu este limite.

O limite de detecgio, para o fator de concentragdo utilizado, equivale a 50 ng.L™', similar aos
valores mensurados em amostras ambientais, segundo relatos na literatura. Faz-se necessaria a
avaliacdo com um fator de concentragdo maior, por exemplo 1.000 vezes, para verificar a real
remocao ocorrida, ou ainda, a realizacdo de experimentos com concentragdo inicial da ordem
de ng.L"". Ambas as situagdes ndo foram verificadas neste trabalho devido a limitagio imposta

pela condigdo de realizagao de ensaios em bancada, comentada no Capitulo 4.

Na Tabela 5.9 ¢ apresentada os valores de “p” resultantes da andlise estatistica dos resultados.
Para comparagdo da diferenca estatistica entre os brancos e as amostras oxidadas de um
mesmo ensaio foi aplicado o “teste T de Wilcoxon”, ao passo que a comparagdo das aguas de

estudo Tipo I e II foi efetuada com o “teste de Mann e Whitney”.

Tabela 5.9: Valores de “p” resultantes da aplicacao dos testes estatisticos para comparagao
das amostras dos ensaios de pré-oxidagao — Aguas Tipo | e .

Amostras comparadas Valor de p Teste aplicado
Ol x Ol 0,0003 teste T de Wilcoxon
Ollg x Oll¢ 0,0002 teste T de Wilcoxon
Ol x Ol 0,0495 teste de Mann e Whitney
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Novamente a andlise estatistica indicou a diferenca significativa entre as amostras sem cloro e
cloradas para as dguas Tipo I (Olgx Olc; p = 0,003) e II (Ollg x Oll¢; p = 0,002), reforcando a
hipotese da eficiéncia de redugdo da concentragdo do etinilestradiol através da pré-oxidagao
com hipoclorito de sédio. Por outro lado, o teste aplicado para comparagdo das aguas tipo I e
IT acusou diferenca estatistica entre elas em relacdo as concentragdes iniciais de etinilestradiol
(OIA x Olla; p < 0,05). Assim, por se tratarem de aguas com concentragdes iniciais de EE2
diferentes, ficou eliminada a possibilidade de avaliacdo da influéncia da turbidez nos

resultados.

Os graficos box-plot comparativos das amostras oxidadas e “brancos” em cada ensaio sdo
apresentados na Figura 5.5. Neste grafico € possivel visualizar as diferengas detectadas com a

aplicagdo dos testes ndo-paramétricos.

Concentragdo remanescente de EE2 (ug.L") no ensaio de pré-oxidagéo para as Concentragdo remanescente de EE2 ()ng.L") no ensaio de pré-oxidagdo para as
doses de NaOCI (Ol = 0,0 mg.L™" e Ol = 3,0 mg.L"") - Agua Tipo I. doses de NaOCI (Ollg = 0,0 mg.L™" e Ollc = 3,0 mg.L”") - Agua Tipo II.
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Figura 5.5: Graficos Box-plot para comparagao entre as amostras coletadas dos ensaios de

pré-oxidacdo com hipoclorito de sédio — Aguas Tipo | e II.

Sao apresentadas na Tabela 5.10 as eficiéncias média de remog¢do de etinilestradiol nos
ensaios de pré-oxidagdo. Semelhante ao ocorrido no experimento-teste, obteve-se remogao
acima de 90,0% na maior parte das amostras. Para o célculo das médias, foram
desconsideradas as amostras Olg; (5 min), Olc; (60 min) e Olc; (5 min), no ensaio com a
agua Tipo I, e as amostras Oll¢; (5 min) e Ollc; (30 min), no ensaio com a agua Tipo II, por
apresentarem discrepancia das demais amostras da triplicata ou devido a erros percebidos nas

etapas pré-cromatograficas.
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Tabela 5.10: Eficiéncia média de remog&o de EE2 por pré-oxidagéo, em fungéo do tempo
de contato — Aguas Tipo | e .

Tempo de contato (min.) 5 30 60 240 480 720
Eficiéncia média (%)

. . Amostras Olg 6,1 -4.4 -5,6 0,9 -14,9 -15,1
Agua Tipo I

Amostras Ol 89,8 90,7 91,7 91,7 86,9 91,7

. . Amostras Ollg 10,9 -18,0 -11,5 -8,4 2,5 -0,2
Agua Tipo II

Amostras Oll¢ 84,7 93,5 93,5 80,8 93,5 93,5

Todavia, mesmo diante da possibilidade de redugdo da concentracdo do etinilestradiol através
da oxidacdo com cloro, ndo deve ser esquecido o risco de formagdo de seus subprodutos.
Deve-se ter em mente a importancia do conhecimento das caracteristicas e composi¢ao da
agua a ser tratada, principalmente no que se refere a matéria organica. Cabendo aos
profissionais responsaveis, a avaliacdo dos perigos potenciais, para a tomada de decisdo entre
a ndo-remocao do EE2 ou o risco da introduc¢ao de subprodutos potencialmente cancerigenos

ou de maior estogenicidade.

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos dos experimentos envolvendo a

sedimentacao das particulas apds coagulacao com sulfato de aluminio e cloreto férrico.

5.3 Experimentos de sedimentagcao

5.3.1 Diagramas de coagulacio

A metodologia para confec¢do dos diagramas de coagulacdo utilizados para a determinacao
do ponto de dosagem oOtima do sulfato de aluminio e cloreto férrico sera apresentada neste

item. Os diagramas de coagulagdo confeccionados sao apresentados nos apéndices A e B.

Em razao dos custos envolvidos, ndo foi realizada a cromatografia para deteccao da
concentracdo remanescente do hormonio nos ensaios para a confec¢ao dos diagramas, tendo
sido realizado posteriormente um grupo de experimentos com este objetivo, com as dosagens

otimas dos coagulantes, cujos resultados serdo apresentados no item 5.3.2.

Os diagramas foram desenvolvidos, em termos gerais, sob uma mesma apresentacdo. O eixo
das abscissas corresponde ao pH de coagulacdo e o das ordenadas, duplo, refere-se ao
coagulante, sendo o principal (esquerda) destinado a dose do produto e o auxiliar (direita) a

dosagem apenas do metal constituinte, ambas expressas em mg.L"'. As dosagens dos metais
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foram calculadas, com base na férmula quimica do coagulante, por sua fragdo constituinte na

massa atomica dos compostos.

No plano definido pelos eixos x e y, sd@o apresentadas as informagdes de turbidez ou cor
remanescentes apos a decantacdo. Estas informacgdes sdo interpoladas para a formagdo de
areas, constituindo regides de mesma eficiéncia. Estas regides sdo apresentadas com o auxilio
de uma escala de cores, cuja legenda situa-se a direita do diagrama. Para facilidade na
visualiza¢ao dos resultados, foram utilizados tons mais claros para as maiores remogoes €
mais escuros para as menores. Na parte inferior do grafico ¢ citada a informacdo do parametro
(cor aparente ou turbidez) antes da remog¢do, mensurado na 4dgua bruta. Na parte superior

consta a velocidade de sedimentacao a qual refere-se o diagrama.

A apresentacdo e discussdo dos diagramas serd dividida, em fun¢do do coagulante utilizado.
Assim, no Apéndice A, serdo apresentados os diagramas de coagulagdo com sulfato de
aluminio para as aguas Tipo I e II, para as duas velocidades de sedimentagdo, em termos da

turbidez e cor aparente remanescentes.

Para o sulfato de aluminio, a agua de estudo apresentou similaridade no comportamento,
independentemente da turbidez inicial ou da velocidade de sedimentag¢do considerada para a

coleta.

As melhores eficiéncias em relagdo a remog¢ao de turbidez foram obtidas para valores de pH
na faixa de 7,0 a 8,25. A medida que a acidez ou alcalinidade da d4gua aumentavam, por efeito
da adi¢ao de HC] ou NaOH, a eficiéncia de remogao decaia. A regido de melhor eficiéncia foi
delimitada pela faixa citada de pH e pelos valores de dosagem de 20,0 a 25,0 mg.L™". Outras
regides, a dosagens mais altas e mais baixas, apresentaram eficiéncia similar, mas esta foi a

escolhida por possuir maior area e, assim, menor sensibilidade a pequenas variagdes.

Assim, o ponto de dosagem o6timo, para coagulacdo com sulfato de aluminio, assumido para

os ensaios de remogdo do etinilestradiol, correspondeu & dosagem de 22,5 mg.L" e pH de 7.6.

Para o cloreto férrico, os digramas de coagulacdo sdo apresentados nas figuras do Apéndice
B, para as aguas tipo I e I, para as duas velocidades de sedimentagdo, em termos da turbidez

€ cor aparente remanescentes.
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A exemplo do ocorrido com o SA, os diagramas do CF apresentaram homogeneidade no
comportamento, em todas as variagdes consideradas, com melhores eficiéncias de remocao de
turbidez e cor aparente nos valores de pH situados na faixa de 7,0 a 8,25 e queda no
desempenho com o aumento da acidez ou da alcalinidade. O ponto de dosagem adotado para a

coagulagio com CF foi 22,0 mg.L™" e pH de 7,4.

5.3.2 Experimentos de remoc¢ao de etinilestradiol por sedimentac¢ao

Apds determinacdo da dosagem Otima para cada coagulante, foram realizados os
experimentos de sedimentacdo, cujos resultados, em termos da concentragdo de etinilestradiol
inicial e remanescente, sdo reproduzidos na Tabela 5.11. Para este grupo de experimentos, ao
contrario do ocorrido na pré-oxidagdo, ndo ha, a principio, nenhum indicio de remog¢ao de

etinilestradiol.

Tabela 5.11: Concentracdes remanescentes de etinilestradiol (ug.L™") apés sedimentagao —

Aguas Tipo l e II.
Concentragao de EE2 (ug.L'l)
Amostra Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 2 C3
SS I 0,669 1,006 1,190 0,970 0,895 0,898 0,898 0,974 0,862
11 0,804 0875 0215 0944 0,810 0,751 0,648 0,452 0,852
sC i 0316 0,199 0,299 0,550 0,209 0311 0,320 0,392 0,420
11 0,707 0,643V 0,728 0,076 0,390 0,620 0,736 0,886 0,652

(1) — Amostras que apresentaram problemas durante coleta, extragao ou elui¢ao.

Os resultados apresentam algumas contradi¢des, pois, na preparagao das dguas de estudo, foi
objetivada uma tnica concentragao de etinilestradiol. Quando comparados, os 4 experimentos
apresentam claras diferencas nas concentracdes iniciais de EE2, principalmente para o
experimento realizado com a agua Tipo I e cloreto férrico (SCIa; a SClc3), cujos valores estao
muito abaixo dos demais. Outra observacao importante refere-se ao experimento realizado
com a agua Tipo II e cloreto férrico (SCIIA; a SCll¢s), no qual os valores de etinilestradiol
para os “brancos” foram inferiores aos valores das amostras brutas e coaguladas. Mais uma
vez, levanta-se a hipotese da ocorréncia de falhas nos processos de concentragdo da amostra,

indicando a necessidade de avaliacdo da metodologia empregada.

Apesar da dispersdo nos resultados, com o auxilio dos graficos ilustrados na Figura 5.6 ¢é
possivel observar, para a maior parte das amostras, um comportamento semelhante ao
detectado na 4agua bruta. Nestes graficos, sdo apresentadas comparagdes entre as

concentragdes de etinilestradiol detectadas em cada coleta e a média da agua bruta por
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experimento. Nas abscissas consta a amostra e nas ordenadas a concentra¢do em pg.L™'. As
barras referem-se as amostras individuais e a linha horizontal representa o valor médio da

concentragdo da agua bruta, tragada para fins de comparagao do comportamento.

Remocao do EE2 por sedimentacao Remocéao do EE2 por sedimentagao
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Figura 5.6: Concentragdo remanescente por amostra em relagdo a média da agua bruta em
cada experimento de sedimentagao; A — bruta, B — branco e C — coagulada / decantada.

Em todos os experimentos, ¢ possivel perceber que, de forma geral, os resultados situam-se
préximos a concentracdo inicial, sendo interceptados pela linha que representa sua média, um
forte indicio da auséncia de remocdo de etinilestradiol por sedimentagdo. Este fato ¢
especialmente evidenciado pelo experimento 1 (SA e Agua Tipo I), no qual ha uma grande
semelhanga entre os resultados dos brancos e das amostras que receberam o coagulante

(Figura 5.6a).

Na Tabela 5.12 sdo apresentados os valores de “p” resultantes da andlise estatistica dos
resultados. Para comparacao da diferenca estatistica entre os brancos e as amostras coaguladas
de um mesmo ensaio foi aplicado o “teste T de Wilcoxon”, com um nivel de significancia (o)

igual a 5%.
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Tabela 5.12: Valores de “p” resultantes da aplicacao do “teste T de Wilcoxon” para
comparacgao das amostras dos ensaios de sedimentacao.

Experimento Valor de p para as amostras comparadas
AxB AxC BxC
Agua Tipo I e Sulfato de aluminio (SSI) 1,000 0,593 1,000
Agua Tipo II e Sulfato de aluminio (SSII) 0,285 1,000 0,285
Agua Tipo I e Cloreto férrico (SCI) 0,109 0,109 1,000
Agua Tipo II e Cloreto férrico (SCII) 0,109 0,593 0,109

Como nenhum dos casos atingiu p < 0,05, pode-se afirmar que, para o nimero de amostras
coletados, ndo ha diferenca estatistica entre a d4gua de estudo (A), os brancos (B) e as amostras
coaguladas / decantadas (C) de um mesmo experimento, em termos da concentracdo de
etinilestradiol. Desta maneira, a clarificagdo de aguas de estudo tendo como coagulantes o
sulfato de aluminio e o cloreto férrico ndo se mostrou eficaz no tratamento de aguas
contaminadas com etinilestradiol. Esta hipotese afasta a necessidade da comparagdo entre
diferentes experimentos, uma vez que em nenhum deles o tratamento apresentou eficacia de

remocgao do etinilestradiol para as condi¢des ensaiadas.

Quando avaliados em termos das concentragdes remanescentes médias ¢ de suas eficiéncias
de remocao, apresentadas na Tabela 5.13, as percepgoes iniciais sdo ressaltadas. O ensaio com
a dgua Tipo I e sulfato de aluminio (SSI), apesar de apresentar eficiéncias positivas, estas sao
inferiores a 5 % e a condi¢ao sem coagulante se assemelha a coagulada. Para os ensaios com a
agua Tipo II e sulfato de aluminio (SSII), e a 4gua Tipo I e cloreto férrico (SCI), ndo foi
apresentada, em termos médios, nenhuma eficdcia no tratamento, fato indicado pelas
eficiéncias médias de remog¢ao negativas em todas as amostras coaguladas. Por fim, para o
ensaio com a agua Tipo II e cloreto férrico (SCII), os valores médios para as amostras
coaguladas indicam que o tratamento nado surtiu nenhum efeito. Neste ultimo experimento, os
resultados médios obtidos para as amostras utilizadas como brancos (B) geram algum
estranhamento, pois apresentaram eficiéncia de remogdo proxima a 48 %, provavelmente

devido a falhas no processo de concentracdo da amostra, conforme discutido anteriormente.

Tabela 5.13: Concentragbes médias remanescentes e eficiéncias médias de remocgéao de
etinilestradiol para os ensaios de sedimentagéao.

Concentracdo de EE2 e eficiéncia média de remogdo

Amostra A(ug.L?h B(ugL™") B % C(pgL™) C%
. I 0,955 0,921 3,5 0911 4,5
il 0,631 0,835 -32,3 0,651 3,1
- I 0272 0,357 -31,4 0,377 -39,0
il 0,693 0,362 47,8 0,758 9.3
67
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Na tentativa de eliminar a interferéncia de possiveis outliers, alguns pontos das triplicatas
foram retirados dos calculos das médias da concentracdo remanescente e eficiéncia de
remogao, por diferirem muito dos demais. Os valores desconsiderados para o novo calculo

estdo destacados (em negrito) na Tabela 5.11 apresentada ao inicio desta se¢ao.

Na Figura 5.7 sdo apresentados os calculos da concentracdo remanescente e da eficiéncia de
remoc¢do médias de etinilestradiol, oriundas da elimina¢do dos valores indicados. Em cada
grafico, o eixo das abscissas corresponde as amostras € o das ordenadas, duplo, refere-se a
concentracdo média remanescente (eixo da esquerda, grafico de barras) e a eficiéncia média

de remocao (eixo da direita, grafico de linhas).
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Figura 5.7: Concentracdes médias remanescentes e eficiéncias médias de remocéao de
etinilestradiol apds sedimentagcao, com eliminagéo de resultados duvidosos.

Para os valores resultantes do artificio empregado, ¢ possivel observar que, embora os
experimentos com sulfato de aluminio (dguas Tipo I e II) apresentem eficiéncia de remocgao
positiva, ndo ha diferenga entre as amostras B (brancos) e C (coaguladas). Ja para os
experimentos com cloreto férrico, mesmo que ndo tenha havido semelhanca entre os brancos

e as amostras coaguladas, a qualidade da dgua nestes ultimos foi, em média, inferior inclusive
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a da agua bruta. Como ja citado, isto provavelmente ocorreu por falhas nos processos de

concentragdo da amostra ou a margem de erro analitico inerente a faixa de concentragdo

trabalhada.

Assim, apesar dos resultados obtidos com a eliminagao de alguns valores que divergiram dos
calculados com a totalidade das amostras, a observagdo inicial de que a sedimentagdo nao

aparenta possuir potencial de remocao do etinilestradiol foi novamente verificada.

Outra observagdo importante, que reforca as evidéncias da ndo-ocorréncia de remocdo de
etinilestradiol nos experimentos de sedimentacdo, pode ser notada a partir da comparagao do
comportamento das amostras deste experimento (brancos e coaguladas) com os brancos dos
ensaios de pré-oxidacdo. Naqueles experimentos, nas amostras que ndo receberam hipoclorito
de sodio, os valores das concentragdes remanescentes de etinilestradiol oscilaram em torno
dos valores da agua bruta de forma similar ao que ocorreu com todas as amostras do
experimento de sedimentacdo, apresentando, por diversas vezes, valores negativos para as
eficiéncias médias de remocdo, conforme ilustrado no diagrama uniaxial apresentado na
Figura 5.8. Por outro lado, nas amostras oxidadas (ndo inseridas no diagrama), nas quais a

remogao pdde ser detectada, os valores envolvidos ndao deixavam duvidas quanto a sua

ocorréncia.
Diagrama uniaxial de pontos - comparagao entre as amostras do
experimento de sedimentacao e os brancos dos ensaios de pré-
oxidagao
K ‘ -0 OCK IR RK—E ‘ ‘ ‘ —
-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
Eficiéncia de remocéao de EE2 (%)
‘ Oxid. Tipo | ® Oxid. Tipo Il = Brancos sedimentagao X Coaguladas sedimentagao ‘

Figura 5.8: Diagrama uniaxial de pontos para comparagao das eficiéncias de remogao entre
as amostras do experimento de sedimentacao e os brancos dos ensaios de pré-oxidacado —
Aguas Tipo l e ll.
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Uma das possiveis explicagdes para os resultados alcancados pode ser baseada na natureza
hidrofilica das particulas de caulim, utilizadas para sintetizar a turbidez da agua bruta. O
caulim ¢ composto por silicatos hidratados de aluminio, que sdo polares e, portanto,
apresentam alta hidrofilicidade. Sendo o EE2 hidrofobico, possui baixa afinidade com o
caulim e, ndo sendo adsorvido por esse, ndo ird sedimentar com as particulas suspensas.
Como os processos de coagulagdo, floculacdo e decantagdo removeram basicamente o

material suspenso, ndo apresentaram eficiéncia em termos da remocao de EE2.

5.4 Consideragées finais

De posse dos resultados alcancados para os ensaios de oxidacdo e sedimentacdo visando a
remo¢dao do etinilestradiol, nas condi¢des experimentais adotadas, apresentam-se aqui

algumas consideragdes que merecem destaque.

No que se refere a pré-oxidacdo com hipoclorito de sddio, esta se mostrou vidvel para reducgao
do hormoénio em 4aguas destinadas ao consumo humano. Foi atingida eficiéncia superior a
90% na maioria dos casos, para doses de cloro usualmente aplicadas nas estagdes de
tratamento de dgua (> 1,0 mg.L™"). Como normalmente as técnicas de tratamento apresentam
melhor eficiéncia para contamina¢des mais elevadas, faz-se necessdria a investigacdo da
aplicacdo do processo em aguas com concentragdes similares as encontradas em amostras
ambientais (ng.L") para real avalia¢io da eficiéncia. Outro cuidado a ser tomado reside na
possibilidade de formagdo, a partir do emprego do cloro, de subprodutos potencialmente

cancerigenos ou, ainda, de maior estrogenicidade.

Quanto a decantagdo de aguas coaguladas com sulfato de aluminio e cloreto férrico para

remocgao de etinilestradiol, ndo foi observada eficacia de tratamento.

A observacdo realizada em todos os experimentos acerca da flutuacdo das concentragdes
remanescentes e, ainda, das diferencas entre os valores quantificados e esperados, aponta para
a necessidade de avaliagdo das etapas laboratoriais. Apesar dos cuidados tomados, apontam-se
falhas provéaveis: dissolugdo parcial ou degradagdao do etinilestradiol durante o preparo das
adguas de estudo; utilizagdio de membranas poliméricas (hidrofébicas); transpasse do

contaminante no cartucho C18, resultante de vazdo acima da recomendada; adsor¢ao do EE2
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pelas paredes de tubos e frascos (hidrofobicidade); e ressuspensao incompleta do material

seco durante a lavagem com metanol dos tubos de ensaio.

Cumpre ressaltar que, como os testes estatisticos aplicados podem ter sido influenciados pelo
pequeno numero de coletas, ¢ de suma importancia a confirmagdo das tendéncias aqui

indicadas em trabalhos futuros, com a utiliza¢do de um maior espago amostral.
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6 CONCLUSOES

Esta pesquisa teve como objetivo contribuir para a constru¢do do conhecimento acerca da
remo¢ao do AHA etinilestradiol em &guas para consumo humano. Para isso, foram
implementados experimentos de pré-oxidacdo com hipoclorito de sddio e de decantacdo de
aguas coaguladas com cloreto férrico e sulfato de aluminio. Foram ensaiadas duas 4dguas de
estudo (10,0 £ 0,5 e 100 £ 5 uT). Com base nos experimentos realizados e nos resultados

obtidos, conclui-se que:

e A pré-oxidacao com cloro apresenta potencial de contribuir na reducdo da concentragao do
agente hormonalmente ativo etinilestradiol nas dosagens utilizadas usualmente nas
estacdes de tratamento de 4gua, em um curto periodo de tempo de contato. Foram
alcancadas eficiéncias de remogéo superiores a 90% com 1,0 mg.L™! de cloro e 30 minutos

de tempo de contato;

e no processo de remog¢ao do etinilestradiol por pré-oxidacdo com cloro, a turbidez da agua
bruta simulada com caulim ndo aparenta ser um fator interveniente, na faixa de valores

estudados;

e a adsorcao do etinilestradiol por parte das particulas suspensas de caulim, causadoras da

turbidez, nao se mostrou significativa;

e a sedimentacdo nao se apresentou como um mecanismo eficaz de remoc¢do do
etinilestradiol, apds coagulacdo com SA ou CF, indiferente da turbidez (simulada com

caulim) da dgua bruta estudada (entre 10,0 e 100 uT);

¢ a natureza hidrofobica do caulim pode ser uma das causas dos fatos da turbidez ndo ter
influenciado os resultados da pré-oxidacdo e da sedimentacdo ndo ter apresentado
eficiéncia de remocao. Assim, os resultados obtidos ndo representam, necessariamente, o

comportamento para dguas com turbidez natural.
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7 RECOMENDAGOES

A partir dos conhecimentos adquiridos e com o intuito de contribuir para novos trabalhos, sao

apresentadas recomendagdes e sugestdes de temas a serem investigados em futuras pesquisas:

e Realizagdo de experimentos similares aos aqui apresentados, para a remoc¢do de outros

agentes hormonalmente ativos;

e Planejamento de um maior espago amostral com intuito de viabilizar andlises mais

apuradas através da aplicacao de ferramentas estatisticas;

e Avaliagdo dos subprodutos da pré-oxidagdo com cloro dos agentes hormonalmente ativos e

o seu potencial de induzir males a saude dos seres vivos;

e Realizar ensaios conjugados de pré-oxidagdo e coagulagdo para avaliacdo da eficiéncia de

remocao do etinilestradiol;

e Desenvolvimento de novos ensaios, utilizando-se outros coagulantes e auxiliares de

coagulacao (ex.: polimeros mais hidrofobicos), bem como outros oxidantes;

¢ Estudo da eficiéncia de remogdo de etinilestradiol no tratamento convencional, incluindo a

filtragdo, e ainda, avaliagao de outras tecnologias de tratamento;
e Promover estudos de adsor¢ao em funcao do tipo de argila (seletividade);

e Verificagdo em aguas naturais, em escalas piloto e real, dos resultados obtidos nesta
pesquisa, utilizando concentragdes na agua bruta similares as reportadas na literatura para

amostras ambientais (ng.L™");

e Realizacdo de estudos de avaliacdo dos danos a satide causados pelos AHAs, propiciando a
estipulagdo de limites maximos para os padrdes de potabilidade, considerando-se a

prevaléncia nos mananciais e estrogenicidade.
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APENDIC!E A — DIAGRAMAS DE COAGULAGAO COM SULFATO
DE ALUMINIO
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Figura A.1: Diagrama de coagulagédo com SA: turbidez remanescente apds coagulagéo da
agua tipo | (10,0 = 0,5 uT) com sulfato de aluminio - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura A.2: Diagrama de coagulagao com SA: turbidez remanescente apés coagulagao da
agua tipo | (10,0 = 0,5 uT) com sulfato de aluminio - vs = 0,5 cm.min™.

81

Programa de Pés-graduagdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



VS = 1,0 cm/min ou TAS = 14,4 m°.m™2.dia™!
40 26

40

38

»* 3,2 36

- Kl

E 32

|
S 30 .
: S B%
g a % 2
5 (0] D
3 23 ¢ % 3
2 = (0]
g = 2 =
8 3 o}
: =) 03
° 20 Lo
= (0]
£ 3 6 2]
@ I
g ™ 4 3
g 14 < 5 ®
© | H
S C
o g
(m]

-
o
o
[{e]

65 7 75 8 85,9 95 10 105 11
Cor aparente da Agua Bruta: 38 uC
Figura A.3: Diagrama de coagulagdo com SA: cor remanescente apos coagulagéo da agua
tipo 1 (10,0 £ 0,5 uT) com sulfato de aluminio - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura A.4: Diagrama de coagulagdo com SA: cor remanescente apds coagulacao da agua
tipo 1 (10,0 £ 0,5 uT) com sulfato de aluminio - vs = 0,5 cm.min™.
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Figura A.5: Diagrama de coagulagao com SA: turbidez remanescente apés coagulagao da
agua tipo 11 (100,0 + 5,0 uT) com sulfato de aluminio - vs = 1,0 cm.min™".
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Figura A.6: Diagrama de coagulagao com SA: turbidez remanescente apés coagulagao da
agua tipo 11 (100,0 + 5,0 uT) com sulfato de aluminio - vs = 0,5 cm.min™".
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Figura A.7: Diagrama de coagulagdo com SA: cor remanescente apos coagulagéo da agua
tipo 11 (100,0 £ 5,0 uT) com sulfato de aluminio - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura A.8: Diagrama de coagulagdo com SA: cor remanescente apds coagulacao da agua
tipo 11 (100,0 £ 5,0 uT) com sulfato de aluminio - vs = 0,5 cm.min™.
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AI,’ENDICE B — DIAGRAMAS DE COAGULAGAO COM CLORETO
FERRICO
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Figura B.1: Diagrama de coagulagédo com CF: turbidez remanescente apds coagulagéo da
agua tipo | (10,0 + 0,5 uT) com cloreto férrico - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura B.2: Diagrama de coagulagao com CF: turbidez remanescente apés coagulagao da
agua tipo 1 (10,0 + 0,5 uT) com cloreto férrico - vs = 0,5 cm.min™.
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Figura B.3: Diagrama de coagulagdo com CF: cor remanescente apds coagulagao da agua
tipo 1 (10,0 £ 0,5 uT) com cloreto férrico - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura B.4: Diagrama de coagulagdo com CF: cor remanescente apds coagulagao da agua
tipo | (10,0 + 0,5 uT) com cloreto férrico - vs = 0,5 cm.min™.
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Figura B.5: Diagrama de coagulagao com CF: turbidez remanescente apés coagulagao da
agua tipo 11 (100,0 + 5,0 uT) com cloreto férrico - vs = 1,0 cm.min".
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Figura B.6: Diagrama de coagulagdo com CF: turbidez remanescente apds coagulagéo da
agua tipo 11 (100,0 + 5,0 uT) com cloreto férrico - vs = 0,5 cm.min".
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Figura B.7: Diagrama de coagulagdo com CF: cor remanescente apds coagulagao da agua
tipo 11 (100,0 £ 5,0 uT) com cloreto férrico - vs = 1,0 cm.min™.
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Figura B.8: Diagrama de coagulagdo com CF: cor remanescente apds coagulag¢ao da agua
tipo 11 (100,0 + 5,0 uT) com cloreto férrico - vs = 0,5 cm.min™.
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