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RESUMO

CHAVES, Fernanda Pereira. Estudo da eficiéncia dos processos Cl/UV e H,0,/UV na
degradacdo de bisfenol-A, 17 [ — estradiol e 17 o. — etinilestradiol: avaliagdo da atividade
estrogénica e toxicidade. 2018. 135 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Engenharia
Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

Diversas substancias sdo classificadas como desreguladores enddcrinos, tais como
pesticidas, produtos quimicos empregados e produzidos por industrias e estrogénios naturais
e sintéticos. Essas substancias interferem na produgdo, liberagdo, metabolismo e eliminacao
de hormonios, podendo ainda mimetizar ou bloquear a a¢do desses. Tendo em vista que
esses compostos podem estar presentes em diversas matrizes ambientais, como 4gua, solo,
esgoto, sedimentos e lixiviados, estudos para promover a eliminagdao desses compostos tem
crescido cada vez mais. Os tratamentos convencionais de dgua e esgoto ndo promovem a
completa eliminacdo desses compostos, sendo necessdrio o desenvolvimento de novas
tecnologias, dentre elas os processos oxidativos avancados, que promovem a remogao de
compostos através da geracdo de radicais hidroxila. O objetivo do estudo foi avaliar a
degradacdo dos desreguladores enddcrinos bisfenol A (BPA), 17B-estradiol (E2) e 170-
etinilestradiol (EE2) pelos processos H>O,/UV e CI/UV, investigando a matriz aquosa (dgua
ultrapura, 4dgua residual e dgua de torneira), a radiacdo UVA e UVC, a concentracdo dos
oxidantes e valores de pH em 5, 7 ¢ 9. Além da remocdo dos compostos, foi investigada a
formacdo dos produtos intermedidrios estrogénicos pela determinada da atividade
estrogénica das amostras antes e apds os processos de tratamento pelo ensaio in vitro ensaio
YES (Yeast Estrogen Screen), que utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificada. Ensaios de ecotoxicidade crOnica com os organismos-testes
Ceriodaphnia diibia e Raphidocelis subcapitata e parametros fisico-quimicos também foram
determinados. Os processos H,O,/UV e CI/UV apresentaram diferentes eficiéncias de
remocdo dos desreguladores enddcrinos BPA, E2 e EE2 de acordo com as condicdes
experimentais adotadas. As amostras antes do tratamento apresentaram atividade estrogénica
com valor de EQ-E2 de 265 + 6 ugL’, entretanto apés os tratamentos a atividade
estrogénica foi removida para valores abaixo do limite de quantificagdo ap6s 5 e 20 minutos
de reacao para CI/UV e H,O,/UV, respectivamente. Os ensaios toxicologicos demonstraram
toxicidade para os dois organismos-teste e processos de tratamento analisados.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos; ensaio in vitro YES; toxicidade cronica.



ABSTRACT

CHAVES, Fernanda Pereira. Study of the efficiency of Cl/UV and H;O»/UV processes in the
degradation of bisphenol-A, 17f-estradiol and 17a-ethinyl estradiol: evaluation of
estrogenic activity and toxicity. 2018. 135 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Several substances are classified as endocrine disrupters, such as pesticides, active
chemicals and those produced by natural and synthetic industries and estrogens. Chemicals
interfere with the production, release, metabolism and production of hormones, and may
mimic or block such action. Considering that these compounds may be present in several
environmental matrices such as water, soil, sewage, sediments and leachate, studies to
promote the elimination of these compounds have been growing more and more.
Conventional treatments of water and sewage do not promote the complete elimination of
these compounds, being necessary the development of new technologies, among them the
advanced oxidative processes, that promote the removal of compounds through the
generation of hydroxyl radicals. The objective of the study was to evaluate the degradation
of the endocrine disrupters bisphenol A (BPA), 17B-estradiol (E2) and 17a-ethinyl estradiol
(EE2) by H,0,/UV and Cl / UV processes, investigating the aqueous matrix (ultrapure
water, and tap water), UVA and UVC radiation, oxidant concentration and pH values at 5, 7
and 9. In addition to the removal of the compounds, the formation of the estrogen
intermediates was investigated by the determination of the estrogenic activity of the samples
before and after the treatment processes by the Yeast Estrogen Screen (Yeast Estrogen
Screen), which uses the genetically modified Saccharomyces cerevisiae yeast. Chronic
ecotoxicity tests with test organisms Ceriodaphnia dubbia and Raphidocelis subcapitata and
physical-chemical parameters were also determined. H,0,/UV and Cl/UV processes
presented different removal efficiencies of BPA, E2 and EE2 endocrine disrupters according
to the experimental conditions adopted. The pre-treatment samples presented estrogenic
activity with EQ-E2 value of 265 + 6 pug.L"', however after the treatments the estrogenic
activity was removed to values below the limit of quantification after 5 and 20 minutes of
reaction for CI/UV and H,O,/UV, respectively. The toxicological tests demonstrated toxicity
for the two test organisms and treatment processes analyzed.

Keywords: Endocrine disrupters; in vitro assay YES; chronic toxicity
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INTRODUCAO

O crescimento e a busca pela qualidade de vida da populacdo tém levado ao
desenvolvimento dos mais variados setores da industria quimica, gerando grande volume de
residuos sélidos e efluentes, muitos deles com alto risco de contaminacdo ao ambiente.
Apesar de ndo ser um tema novo, com o aprofundamento de estudos foi possivel detectar a
presenca de contaminantes, ndo regulamentados, de origem natural ou nio, que podem estar
presentes na agua, incluindo potdvel e subterranea, esgoto, sedimentos marinhos, ar e solo,
causando riscos a saude dos seres vivos. Esses compostos sdo denominados contaminantes
emergentes e se apresentam em muitos casos em baixas concentracdes, na ordem de pg.L' e
ng.L"' (KUSTER et al., 2008).

Dentro desse grupo encontram os desreguladores enddcrinos (DEs), pertencentes a
variadas classes de substancias, tais como pesticidas, hormonios naturais e sintéticos, ftalatos,
fitestrogénios, bisfenois, entre outros. Sdo definidos segundo a Environmental Protection
Agency como: “um agente exdgeno que interfere na sintese, secrecdo, transporte, ligacao,
acdo ou eliminacdo de hormdnios naturais que sdo responsdveis pela manutengdo da
homeostase, reproducao, desenvolvimento e/ou comportamento” (USEPA, 1997).

A literatura relata que a exposi¢do ambiental ao bisfenol A (BPA), 17 B- estradiol (E2)
e 17 a — etinilestradiol (EE2) pode ser nociva a saide humana. Segundo Teske e Arnold
(2008) a presenca de EE2 pode causar cincer de prdstata em humanos, o E2 é responsdvel
pela alteracdo funcional das glandulas digestivas em mexilhdes (CANESI et al., 2008)
enquanto o BPA € suspeito de causar problemas na satde de periodo perinatal, infancia e vida
adulta, incluindo efeitos no processo reprodutivo (ROCHESTER, 2013).

Entretanto, a identificacio e quantificacdo desses compostos ndo € simples e levou ao
desenvolvimento de técnicas analiticas mais sensiveis que garanta a deteccdo confidvel de
compostos em concentra¢des na ordem de ng.L”' e pg.L"' (MOL et al., 2000). Além disso, é
necessdrio utilizar ensaios in vivo e in vitro para conhecer o efeito deletérios dessas
substancias nos seres vivos. A utilizacdo conjunta desses métodos permite uma andlise
completa da presencga desses compostos e seus possiveis efeitos no meio ambiente.

Pesquisas também demonstraram que os tratamentos convencionais de dgua e esgoto
normalmente ndo removem esses compostos, sendo necessario o aprofundamento de técnicas
avancadas para sua remocao, tais como os processos oxidativos avancados (LEECH et al.,

2009; LIU et al., 2009).Nesse contexto, o presente trabalho busca avaliar a eficiéncia dos
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processos oxidativos avangados H,O,/UV e Cl/UV na degradacdo dos desreguladores
enddcrinos BPA, E2 e EE2, além dos pardmetros operacionais que influenciam os processos.
Além disso, foram realizados ensaios para determinagdo da atividade estrogénica e ensaios

ecotoxicoldgicos antes, durante e apds os tratamentos propostos.
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1. OBJETIVOS

1.1. Geral

Avaliar a degradagao dos desreguladores enddcrinos Bisfenol A (BPA), 17B-Estradiol
(E2) e 17a-Etinilestradiol (EE2) pelos processos oxidativos avangados C1/UV e H,0,/UV.

1.2. Especificos

* Avaliar os parametros pH, concentracdo dos agentes oxidantes, fonte luminosa,
diferentes matrizes que possam influenciar a degradacdo dos desreguladores

enddcrinos pelos processos oxidativos avancados ClI/UV e H,O,/UV;

* Avaliar a atividade estrogénica pelo ensaio in vitro YES antes, durante e apds os

processos oxidativos avangados;

* Avaliar a toxicidade cronica pelos ensaios toxicoldgicos utilizando os organismos-
teste Ceriodaphnia diibia e Raphidocelis subcapitata antes, durante e apds os

processos oxidativos avangados;

* Avaliar simultaneamente os processos de degradacdo dos desreguladores enddcrinos

e de desinfeccao de Escherichia coli em agua residual.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desreguladores enddcrinos

A extracdo, producdo e uso em grande escala dos mais diversos produtos quimicos tem
aumentado a cada ano. Acompanhando esse crescimento, ocorre-0 desenvolvimento e avango
de novas técnicas analiticas mais sensiveis que detectam com mais confianca os
micropoluentes nas diversas matrizes ambientais, como ar, dgua e solo (LIZ et al., 2012).

Os micropoluentes se referem a substancias que mesmo encontradas no meio ambiente
em baixas concentracdes, na ordem de microgramas por litro (ug.L™") ou nanogramas por litro
(ng.L™") podem causar riscos e danos aos organismos. Dentro desse grupo, existe uma classe
de substancias que tem ganhado cada vez mais destaque nas pesquisas cientificas,
denominada desreguladores end6crinos (FILHO et al., 2006).

A nomenclatura adotada para essas substancias pode variar de acordo com o autor,
sendo também denominadas como perturbadores enddcrinos, interferentes enddcrinos, ou
interferentes hormonais. Quanto a definicdo de quais substancias pertencem a essa classe
existe no meio académico uma contradicdo, enquanto alguns autores consideram que o0s
desreguladores enddcrinos (DEs) sdo quaisquer substancias que causam desequilibrio,
interferéncia ou alterac@o no sistema enddcrino, independente de atuar ou ndo diretamente no
sitio receptor, outros consideram que os desreguladores sdo somente as substincias que
interagem diretamente com o sitio receptor (BILA e DEZOTTI, 2007). Segundo a
Environmental Protection Agency (USEPA, 1997), um desregulador enddcrino € definido
como um ‘“‘agente exdgeno que interfere com a sintese, secre¢do, transporte, ligagdo, acdo ou
eliminacdo de hormdnio natural no corpo que sao responsaveis pela manutengao, reproducao,
desenvolvimento e ou comportamento dos organismos’.

Os desreguladores enddcrinos sdo classificados quanto sua origem, como substancias
naturais, que incluem os hormdnios presentes no corpo humano (estrogénio, progesterona e
testosterona) e os fitoestrogénios, provenientes de algumas espécies de plantas como semente
de soja ou substancias sintéticas, e os hormonios sintéticos, como anticoncepcionais, aditivos
na alimentacdo animal, pesticidas, cosméticos, substancias utilizadas nas industrias, dentre
outros (GHISELLI e JARDIM, 2007). A Tabela 1 (BILA e DEZOTTI, 2007) apresenta

diferentes classes de substancias classificadas como desreguladores enddcrino.
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Tabela 1: Compostos classificados como desreguladores enddcrinos

Ftalatos Pesticidas
Dimetil ftalato (DMP) Pesticidas Inseticidas
Dietil ftalato (DEP) Vinclozolina D DT (2,2 bis-p-clorofenil-1,1,1-
di-iso-butil ftalato (DIBP) Carbendazime tricloroetano)
di-n-butil ftalato (DBP) Penconazol D DE (2,2bis-p-clorofenil-1,1-
butilbenzil ftalato (BBP) Procloraz dicloroetileno
diciclohexilo ftalato (DCHP) Propiconazol Deltametrin
di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP) Epoxiconazol Carbofurano
di-n-octil ftalato (DOP) Procimidona
Agentes terapéuticos e
Estrogénios naturais Bisfenol farmacéuticos
Estrona (E1) Dietilestilbestrol (DES)
17B-estradiol (E2) Bisfenol A (BPA) 17a-etinilestradiol (EE2)

Alquifendis Retardante de chama bromado
Nonilfenol 2,2’.4,4° 5,6’ -hexabromodifenil éter Polibromobifenila (PBB
Nonilfenol etoxilado (BDE 154) 2,2°.4,4’ -tetrabromodifenil éter
Octilfenol 2,2°,3,4,4°5° ,6-heptabromodifenil éter  (BDE 47)
Octilfenoletoxilado Octabromodifenil éter (BDE octa) 2,2’,4,4° 5-pentabromodifenil éter
Parabenos Policlorados de bifenilas Organoclorados
Benzilparabeno 2,44’ -triclorobifenil Dibenzo-p-dioxina
Isobutilparabeno 2,2°,5,5’ -tetraclorobifenil TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-
Butilparabeno 2,2’,4,5,5’-pentaclorobifenil p-dioxina)
n-propilparabeno 2,3’,4,4° ,5-pentaclorobifenil TCDF (2,3,7,8-
etilparabeno 2,2°.3,4,4’,5’-hexaclorobifenil tetraclorodibenzofurano)

Fitoestrogénios Compostos organicos de estanho
Isoflavona: daidzeina e Liganas: metaresinol, enterodiol, Tributilestanho (TBT)
genisteina enterolactona trifenilestanho (TPT)
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Naftalina

Acenaftileno Fluoranteno Benzo[k]fluoranteno

Acenafteno Pireno Benzo[a]pireno

Fluoreno Benzo[a]antraceno Indeno[123-cd]pireno

Fenantreno Criseno Dibenzo[ah]antraceno

Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti, 2007.
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O sistema enddcrino € constituido por glandulas presentes ao longo do corpo, dentre
elas tireoide, gonadas e glandulas suprarrenais e pelos hormonios por elas sintetizados tais
como tiroxina, estrogénios, testosterona e adrenalina. Os hormonios sdo produzidos e
secretados pelas glandulas enddcrinas e funcionam como segundos mensageiros, uma vez que
ao se ligarem a um receptor especifico no interior de uma célula e serem langcados na corrente
sanguinea coordenam o funcionamento do organismo, controlando atividades de o6rgaos
completos, niveis de sais e acucares no sangue, crescimento, desenvolvimento sexual,

reproducdo, dentre outros (GHISELLI e JARDIM, 2007).

A presenca de desreguladores enddcrinos num organismo faz com que estabelega uma
competicdo entre eles e os hormdnios naturais, uma vez que ambos podem se ligar aos
receptores hormonais. Quando um DE se liga a um receptor esse pode mimetizar, ou seja,
substituir o hormdnio no organismo, manifestando entdo um efeito agonista no organismo,
uma vez que ele pode enviar sinais diferentes ou fora do tempo, podendo produzir uma
resposta mais fraca ou mais forte do que o proprio hormdnio produziria (BIRKETT e
LESTER, 2003). Um DE também pode agir bloqueando a acdo natural de um hormonio,
tendo assim um efeito antagonista ou pode ainda alterar os niveis originais de um hormonio
natural no corpo e assim afetar fun¢des enddcrinas, tais como sintese, transporte, metabolismo
(SANTAMARTA, 2001).

Os mecanismos de acdo estdo representados na Figura 1, onde em (a) os hormonios se
encaixam perfeitamente aos receptores e transmitem os sinais indispensaveis as células, (b) os
desreguladores ocupam o lugar dos hormonios, se encaixando perfeitamente aos receptores,
entretanto enviando sinais diferentes e fora do tempo as células e (c) os desreguladores atuam
como bloqueadores dos sinais normais dos hormonios que seriam enviados as células (de

BIRKETT & LESTER, 2003).
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Figura 1: Mecanismo de atuagdo os DEs: (a) Resposta natural, (b) Efeito agonista e
(c) Efeito antagonista
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Fonte: Adaptado de BIRKETT & LESTER (2003).

2.2.  Ocorréncia de desreguladores endécrinos no meio ambiente

O monitoramento da presenga de desreguladores enddcrinos no meio ambiente tem
sido realizado em muitos estudos ao redor do mundo. No ambiente aquético, essas substincias
podem ser encontradas nas dguas superficiais e subterraneas, sedimentos marinhos, solo,
efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE), lodo biolégico das ETE e &4gua
potavel.

A Figura 2 ilustra as diferentes vias a partir das quais os desreguladores enddcrinos
entram em contato com organismo humano e ecossistema aquatico. O contato humano pode
ocorrer através de uso de medicamentos, excrecdo de hormonios naturais e sintéticos,
produtos de limpeza e higiene, assim como bens de consumo. Na agricultura através do uso de
pesticidas e agrotéxicos, na pecudria por meio da excrecdo natural de hormdnios, uso de
medicamentos e drogas para acelerar o crescimento, entre outros. Por fim, a inddstria pode
contribuir através do desenvolvimento e venda de medicamentos, bens que possuam plastico,

produtos de limpeza e cosméticos e os mais variados bens de consumo (AQUINO, 2013).
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Figura 2: Meios de contaminacao por desreguladores enddcrinos
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Fonte: Adaptado AQUINO, 2013.

Os hormonios, naturais ou sintéticos, sdo excretados do organismo através da urina e
das fezes, sendo posteriormente lancados na rede de esgoto, alcancando o meio ambiente.
Dessa forma, o principal meio de contaminac¢do de corpos hidricos € o langcamento de dgua
residudria in natura ou devido a ineficicia na remoc¢do de micropoluentes em estacdes de
tratamento de esgoto (REIS, 2006).

Johnson et al. (2000) analisou a excrecao média didria de hormonios em cinco grupos,
sendo eles homens, mulheres durante o periodo de menstruagdo, mulheres na menopausa,
mulheres em gestacdo e mulheres que fazem uso de hormonios sintéticos. Os resultados
indicam que homens excretam 1,6; 3,9; 1,5 ug por dia de estradiol (E2), estrona (E1) e estriol
(E3), respectivamente. Enquanto em mulheres menstruadas a taxa de excrecdo € de 3.,5; 8 e
4,8 ug por dia de E2, E1 e E3, respectivamente. No caso de mulheres na menopausa a
excre¢do de E2, E1 e E3 diminui para valores de 2,3; 4 e 1 ug por dia, valores muito abaixo
de mulheres durante a gestacdo onde os valores aproximados alcangam taxas de 259, 600 e
6000 pg por dia de E2, E1 e E3, respectivamente. A excre¢do de EE2 em mulheres que fazem
uso de medicamentos contraceptivos é de 35 ug por dia em média, diminuindo para 27,5 ug
por dia em mulheres que estdo submetidas a tratamento de reposicao hormonal.

Estudos mostram que substancias como BPA e EE2, foram detectadas em diferentes

matrizes aquosas como dguas superficiais, esgotos sanitdrios e efluentes industriais
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(MONTAGNER et al., 2011, PEREIRA et al., 2014, TERNER et al. 1999b, LUO et al.,
2014). Assim como a presenga dos estrogénios naturais E1 e E2, como fonte de atividade
estrogénica em muitos efluentes de ETE e dguas superficiais em vdérias partes do mundo
(SOLE et al., 2003, TERNES et al., 1999a, BELFROID et al., 1999, LOPEZ e BARCELO,
2001).

O BPA ¢ fracamente estrogénico e frequentemente com potencial de trés ou mais ordens
de magnitude menores do que os estrogénios E2 e EE2 segundo bioensaios in vivo utilizando
peixes (BRIAN et al., 2005; VAN DEN BELT et al., 2003). Algumas pesquisas sugerem que
El, E2 e EE2 sdao os maiores responsdveis pela estrogenicidade dos efluentes de ETE
(DESBROW et al., 1998; JOBLING et al., 1998). Entretanto, outras classes de substincias
podem colaborar para elevar o nivel de estrogenicidade em matrizes ambientais, tais como
compostos organicos contendo estanho, o trifenilestanho (TPT), que se acumula ndo somente

na dgua como também em sedimentos marinhos (FERNANDEZ et al., 2002).

A Tabela 2 apresenta algumas pesquisas de ocorréncia dos desreguladores enddcrinos

BPA, E2 e EE2 detectados no meio ambiente e suas faixas de concentragdes determinadas.
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Tabela 2: Ocorréncia do BPA, E2 e EE2 em matrizes aquosas em diferentes regidoes do mundo

Substancia  Concentracao Matriz Localizacao Referéncia
(ng.L™")
1290 — 84110  Esgoto sanitdrio Curitiba (PR) FROEHNER, 2011
56 —309 Esgoto sanitario Belo Horizonte QUEIROZ et al.,
(MG) 2012
4 -1377 Agua China YANG, J. et al.,
superficial 2014
BPA 99 Agua potavel Canada KLEYWEGT et al.,
2011
68 Agua Itélia LOOS et al., 2010
superficial
1330-2270 Esgoto sanitario Curitiba (PR)
FROEHNER, 2011
490 — 760 Efluente de
ETE
106 — 6800 Agua Atibaia, Campinas, MONTAGNER,
E2 superficial Paulinia e 2007
Americana (SP)
9,2 Esgoto sanitdrio Japao HASHIMOTO et al
., 2007
0,34 Agua Koréia
superficial SHIN et al ., 2011
5810 Esgoto sanitario  Atibaia, Campinas,
5040 Efluente de Paulinia e GHISELLI, 2006
ETE Americana (SP)
1200 — 3500 Agua
superficial
600 — 1260 Esgoto sanitario Curitiba (PR) FROEHNER, 2011
EE2 03-1,7 Efluente de Italia BARONTI et al.,
ETE 2000
5-7 Esgoto sanitario Franca CARGOUET et al.,
3-45 Efluente de 2004
ETE
1-3 Agua
superficial
1,5 Efluente de Alemanha PAWLOWSKI et
ETE al. , 2004
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2.3. Fontes de exposi¢cao dos desreguladores enddcrinos no meio ambiente

A alta produtividade dos mais variados bens de consumo, além de medicamentos,
pesticidas, estrogénios e alimentos langados no meio ambiente diariamente faz com que os
organismos estejam em contato com desreguladores enddcrinos. Esses podem ser associados a
varios efeitos e possuem caracteristicas diferentes de acordo com a classe pertencente, alguns
podem ser lipofilicos, persistentes, bioacumulativos, possuir alta ou baixa pressao de vapor, se
difundindo com maior ou menor facilidade no meio ambiente (BILA, 2005).

De acordo com Aquino et al., (2013) a exposic¢ao aos desreguladores enddcrinos pode
ocorrer de maneira direta, através de contato no trabalho ou casa ou indireta, através da
ingestdo de dgua e alimentos e pode possuir trés origens:

*  Origem humana: uso de medicamentos, excre¢cdo de hormonios naturais, produtos de

limpeza e higiene pessoal;

* Origem na agropecudria: excre¢ao de hormdnios naturais, aplicacdo de promotores de

crescimento nos animais, uso de pesticidas, reuso de lodo de ETE na agricultura;

* Origem industrial: indudstria farmacéutica, producdo de plastico, entre outras.

Uma das maiores exposicdes da populacio aos desreguladores enddcrinos € através da
ingestdo de alimentos contaminados. No caso dos seres humanos estima-se que mais de 90%
dos téxicos ambientais sdo absorvidos por via digestiva (REYS, 2001). O BPA ¢ utilizado no
revestimento de algumas latas de alimentos, sendo um exemplo de DE encontrado em
alimentos humanos devido a sua migracdo das embalagens para o préprio alimento (BILES et
al., 1997, KUO e DING, 2004). Além disso, alguns DEs sdo lipofilicos, logo podem ser
encontrados em peixes, carnes, ovos de derivados de leite. Hartmann et al. (1998) relataram a
ocorréncia de hormonios sexuais (E2, El, testosterona e progesterona) em carnes, leite e seus
derivados, ovos e plantas. Outra explica¢do para a contaminacao de alimentos € pelo fato de
que alguns hormodnios sao aplicados na criacdo de animais que sdo consumidos na
alimentacdo humana. Outra fonte de contaminacdo € a exposicdo dos alimentos tais como
frutas e verduras a pesticidas que em baixas concentragdes podem contaminar a d4gua potavel
(BIRKETT e LESTER, 2003).

Um importante fator a ser considerado na exposicdo de uma substancia quimica é a
relacdo dose, poténcia e polaridade (K,y). Dose € a quantidade de uma substancia que serd

recebida em um meio ou por algum organismo, enquanto poténcia € a capacidade que uma
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substancia possui de causar resposta no meio ou organismo, seja essa benigna ou nao. Apesar
de distintos, esses conceitos estdo diretamente relacionados entre si. Uma baixa dose de uma
substancia potente pode causar o mesmo efeito que uma alta dose de uma substancia com
baixa toxicidade (ACSH, 1999). Outro fator a ser considerado é a capacidade de
bioacumulacdo de determinados DEs. A exposicdo a baixos niveis de substancias que
bioacumulam com o tempo podem levar a altos niveis nos organismos, principalmente para
substancias apolares. Por isso, quanto maior o nivel tréfico ocupado na cadeia alimentar maior

a concentracao de determinadas substancias nos organismos (HARTMANN et al., 1998).

2.4. Efeitos deletérios em organismos devido a exposi¢cao a desreguladores

endocrinos

Estudos sobre os efeitos dos DEs surgiram devido a eventos relacionados ao contato
de humanos ou animais com esses compostos. Em 1995 foi observado anomalias no sistema
reprodutivo de jacarés devido a sua contaminagdo com o pesticida DDT (2,2 bis-p-clorofenil-
1,1,1-tricloroetano) apds esse ser despejado no Lago Apopka na Flérida (GUILLETE et. al,
1996). Ainda na década de 1990, Carlsen et al. (1992) desenvolveu um estudo na Dinamarca
onde se observou o declinio na qualidade do sémen de homens suspostamente devido a
exposicao progressiva a estrogénios.

Atualmente existe uma vasta literatura sobre os danos causados pelos DEs, tais como,
disfun¢do da tireoide em aves e peixes, diminuicdo da fertilidade em aves, peixes, crustaceos
e mamiferos, deformidades de nascimento em aves, peixe e tartarugas, feminizacdo de peixes,
aves e mamiferos machos, anormalidades comportamentais em aves, vulnerabilidade no
sistema imunoldgico de aves e mamiferos, inducdo ao hermafroditismo, alteragdo no
funcionamento de glandulas dos animais e  diminuicdo da sobrevivéncia da prole
(SANTAMARTA, 2001; USEPA, 1997; RODGER et al., 2001).

O DEs BPA, E2 e EE2 sdo responsaveis pela desregulacdo enddcrina em diversos

animais como podem demonstrado na Tabela 3.



Tabela 3: Efeitos dos DEs BPA, E2 e EE2 em animais silvestres
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D 1 L. . A .
esregua dor Espécie Efeito Referéncia
endocrino
.. - SHIODA e WAKABAYASHI,
Declinio da reproducdo
2000
Diminuicdo da qualidade do
Peixe esperma e inducgdo da sintese de HATEF et al., 2012
vitelogenina
Inducdo de n}a.lformagoes de GILBERT et al., 2011
otdlitos
Anomalia no sistema reprodutivo MARKEY et al., 2003
de ratos
Céncer de prdstata e esperma
BPA Mamifero diminuido em homens, Sindrome
do oyano Eollclstwo, agmento da TESKE e ARNOLD, 2008
liberag@o de prolactina em
mulheres
Mexilhgo ~ Alteragdo funcional da glandula CANESI et al., 2008
digestiva
Feminizacio de peixes RODGER et al., 2001; KNORR e
gaocep BRAUNBECK, 2002
Alteracdo nas gdnadas PANTER et al., 2000
Hermafroditismo HARTLEY et al., 1998
Incidéncia de tAestlculo—ovulos KANG et al., 2002
nas gdnadas
. ~ SHIODA e WAKABAYASHI,
Declinio na reprodugao
2000
Inibi¢do do crescimento testicular PANTER et al., 1998
Peixes -
Mortalidade elevada dos KNORR e BRAUNBECK, 2002
descendentes
PANTER et al., 2000, MONCAUT
Inducdo a sintese de VTG et al., 2003, ROUTLEDGE et al.,
E2 1998, ROSE et al., 2002
Inducio a sintese de VTG no
Tartaruga sangue e alteracdes na produgdo IRWIN et al., 2001
de ovos
Indugdo da sintese de CIOCAN et al., 2010
oy vitelogenina em machos
Mexilhao Alteracio funcional da olandul
eragao funclonal Ga glanduta CANESI et al., 2008
digestiva
SCHIMID et al., 2002, ROSE et
Inducdo a sintese de VTG al., 2002, FOLMAR et al.,2000;
Peixes DESBROW et al., 1998
Mortalidade da espécie SCHMID et al., 2002
Declinio na reprodugdo ROBINSON et al., 2002
Mamifero Céancer de prdstata em homens TESKE e ARNOLD, 2008
EE2 Indugio da sintese de CIOCAN et al., 2010
S vitelogenina em machos
Mexilhao

Alteracdo funcional da glandula
digestiva

CANESI et al., 2008
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Nos humanos, os hormonios sdo responsaveis por diversas fungdes bioquimicas e
fisiolégicas e existem evidéncias que sua influéncia pode estar relacionada com patologias,
como o cancer de mama, testiculo, préstata, disfuncdo na tireoide e alteracdes no sistema
reprodutivo, como diminuicdo na producdo de espermatozoides e deformacdo dos 6rgados
reprodutores (KOIFMAN e PAUMGARTTEN, 2002). De acordo com Damstra et al. (2002),
varios grupos de pesquisas relacionam a quantidade de sémen da populacao masculina com a
presenca de esterdides na dgua.

No caso da populagdo feminina a presenca de hormonios na dgua pode causar
anomalias tais como irregularidade do ciclo menstrual, prejuizos na fertilidade e ovarios
policisticos. Estudos sobre o composto Dietilestilbestrol (DES), medicamento usado por
mulheres entre os anos 50 e 70 para evitar abortos e promover o crescimento fetal, indicaram
um péssimo resultado, pois promoveu cancer de vagina e infertilidade nas filhas nascidas de
maes que usaram esse medicamento (BOWLER e CONE, 2001; COLBORN et al., 2002).

A quantidade, assim como a fase da vida em que se expde um organismo a um DE tem
enorme relevancia. Uma fase de exposicado muito delicada € a fase gestacional onde os DEs
presentes no corpo da fémea podem ser transferidos para seus embrides, fetos ou filhotes
através dos ovos, placenta ou leite materno afetando assim o desenvolvimento fetal e em
alguns casos podem vencer a barreira hematoencefalica e provocar danos ao sistema nervoso.
No caso dos animais aquéticos a chance de exposicdo € muito maior pois boa parte do ciclo

reprodutivo ocorre fora do corpo da fémea (REYS, 2001).

2.5. Bisfenol A

O bisfenol A (BPA), possui a estrutura quimica ilustrada na Figura 3, € um mondmero
que foi sintetizado a primeira vez pelo quimico Alexander P. Dianin, em 1891 por meio de
uma condensacdo de duas moléculas de fenol e uma molécula de acetona em presenga de um
catalisador em pH baixo e alta temperatura (RUBIN, 2011; STAPLES et al., 1998). As
propriedades fisico-quimicas do BPA sdo apresentadas na Tabela 4.

Ensaios agudos in vivo em camundongos demostraram que o BPA possui baixa
atividade estrogénica, na faixa de 1000-15000 vezes menos potente do que o E2 ou E3, ou
seja, hd a competicdo para se ligar aos receptores de estrogénio, porém a afinidade ¢ 1000

vezes mais baixa do que a do E2 (MILLIGAN e BALASUBRAMANIA, 1998).
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Figura 3: Estrutura quimica do BPA
CHs;

CHsy

Tabela 4: Propriedades fisico — quimicas do BPA

Peso molecular (g.mol'l) 228
Solubilidade em dgua (mg.L™'a20°C) 120 - 300
Formula molecular Ci5H1602

Log Kow 3,32

O BPA € muito utilizado nos processos industriais, com sua principal aplicagdo como
monomero na producdo de policarbonato (71%) e resinas-epoxi (27 %), além de retardantes
de chama, adesivos, papeis para fax, tubulagdes, painéis de carros e produtos eletronicos,
revestimentos de latas de conservas, revestimento interno nas latas de aluminio usadas em
bebidas, frascos de alimentos para bebés e alguns polimeros usados no tratamento dentario.
Estima-se que em 2005 a producao alcancou 3.500 milhdes de toneladas do produto (BILES
et al., 1997, FROMME et al., 2002; BKH, 2005).

Paises como a Austrdlia e Estados Unidos possuem legislagdes que controlam a
presenca do BPA nas dguas, tanto as destinadas ao consumo humano quanto em efluentes de
tratamento secundario (NRMMC, 2008; WHO, 2011; NRMMC, 2015; BUI et al., 2016). No
Brasil, a Anvisa (2006) apenas proibiu o uso de BPA em mamadeiras utilizadas por lactentes
e para descarte nos corpos hidricos, presenga na dgua para consumo humano e em alimentos,

ndo existe nenhuma legislagao vigente.

2.6. 17 p — Estradiol

O 17B-estradiol (E2), cuja estrutura quimica estd ilustrada na Figura 4, é um
estrogénio natural que pode ser utilizado em anticoncepcionais e em casos de reposicao
hormonal. Estimula a proliferacdo e crescimento nos 6rgaos do trato reprodutivo, ativa o
desenvolvimento do endométrio do ttero e influencia na libido (LINTELMANN et al. 2003;
IKEHATA et al., 2006).
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Figura 4: Estrutura quimica do E2

HO

Sabe-se também que devido a dindmica e velocidade das reacdes que ocorrem nos
organismos dos seres vivos, o E2 é oxidado a El, que em alguns casos pode ainda ser
convertida em E3, sendo esse seu principal produto de excrecio (GUEDES-ALONSO et al.,
2013; STUMPE e MARSCHNER, 2009; YING; KOOKANA; RU, 2002). A Tabela 5 mostra

algumas propriedades fisico — quimicas do E2.

Tabela 5: Propriedades fisico- quimicas do E2

Peso molecular (g.mol'l) 272,39
Solubilidade em dgua (mg.L" a 20°C) 13
Formula molecular CisH240,
Log Ko 3,94

2.7. 17 o - Etinilestradiol

O 170-etinilestradiol, cuja estrutura é apresentada pela Figura 5, € um derivado do
hormodnio natural 17-estradiol e foi desenvolvido a partir da adicdo de um radical etinil ao
carbono 17 da molécula do E2. Embora os estrogénios possuam estruturas quimicas
semelhantes, o EE2 € mais resistente a biodegradacdo em relacdo ao composto original, e
apresenta maior potencial estrogénico. Estudos mostram que a resposta estrogénica do EE2
em comparagdo a resposta do E2 e El pode ser até duas vezes mais elevada em seres
humanos. (COMBALBERT ¢ HERNANDEZ-RAQUET, 2010; ARIS et al., 2014; LIMA et
al., 2012).
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Figura S: Estrutura molecular EE2

O EE2 esta presente na maior parte nas formulagdes de pilulas anticoncepcionais, com
dosagens que variam entre 15 a 50 ug por comprimido (DUONG et al., 2010). Também ¢é
utilizado em reposi¢des hormonais, agricultura para promover o processo de crescimento de
aves e gados, e na aquicultura para promover mudanga de sexo e aceleracao no crescimento
de peixes (KORNER et al., 2008; NOPPE et al., 2008). A Tabela 6 mostra algumas

propriedades fisico — quimicas do EE2.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas do EE2

Peso molecular (g.mol'l) 296,40
Solubilidade em dgua (mg.L" a 20°C) 4,8
Formula molecular CyoH240,
Log Kow 4,15

Assim como o BPA, os hormdnios mesmo sendo encontrados nos corpos hidricos em
baixas concentracdes (ug.L ' a ng.L™), sdo suficientes para causarem algum efeito biolégico,
como a indug¢do da sintese de vitelogenina em peixes, devido ao alto potencial estrogénicos

dessas substancias (CEDAT et al., 2016).

2.8. Métodos analiticos para determinacdo de desreguladores endécrinos em matrizes
ambientais

A complexidade das matrizes ambientais, tais como 4guas naturais, ar, sedimentos,
solo, lixiviados, efluentes industriais e domésticos que apresentam uma variedade de
substancias e se encontram na maioria das vezes em baixas concentra¢des, como na ordem de
gL' a ngL' impde algumas dificuldades na identificacio e quantificacio desses
compostos, necessitando o desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos sensiveis

e especificos para sua determinacgdo.
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Atualmente existem muitas técnicas analiticas para determinar esses compostos € a
maioria empregam técnicas cromatograficas para promover a separacdo dos analitos de
interesse (PESSOA, 2012; ARAUJO 2014).

A auséncia de metodologias padronizadas para o desenvolvimento analitico possibilita
que a escolha seja feita de acordo com a estrutura do laboratério (PESSOA, 2012), avaliando
sempre fatores como disponibilidade, capacidade técnica, tempo de analise, custo, precisdo,
faixa de aplicacdo e adaptabilidade, entre outros (GHISELLI, 2006). Devido as baixas
concentragdes em que 0s compostos se encontram sdo necessdrios cuidados especificos e
eliminacdo de interferentes, tais como limpeza dos materiais utilizados na coleta com dgua
ultrapura e solventes organicos, cuidado no transporte e estocagem, armazenamento a
temperaturas de 4°C. Ap6s a coleta normalmente sio aplicadas técnicas filtracdo para
remog¢ao de soélidos, ajuste do pH em alguns casos, extragdo e concentracdo dos analitos

(YING, 2007).

2.9. Atividade estrogénica

Os desreguladores enddcrinos possuem diversos mecanismos que podem causar
alteracdes no sistema enddcrino. Uma delas € a atividade estrogé€nica, que consiste na
capacidade de uma substincia em se ligar a um receptor de estrogénio e produzir uma
resposta, ou seja, € a capacidade de producdo de respostas qualitativamente similares as
respostas produzidas pelos estrogénios como o 17B-estradiol, que diversas vezes é utilizado
como padrdo de comparagdo em ensaios in vitro. (BILA, 2005).

Segundo a International Union of Pureand Applied Chemistry (IUPAC), os hormo6nios
esteroides possuem uma estrutura quimica bdsica de 17 dtomos de carbono dispostos em
quatro anéis ligados entre si (A, B, C e D), estrutura conhecida como ciclo-pentano-peridro-
fenantreno (Figura 6). O anel fendlico A € por onde ocorre a ligagdo aos receptores
estrogénios (RAIMUNDO, 2007). Nos desreguladores enddcrinos que possuem atividade
estrogénica observa-se em comum o grupo fendlico, que € considerado fundamental para a
alta afinidade de ligacdo da substancia ao receptor de estrogénio, traduzindo-se na ocorréncia

de estrogenicidade (BIRKETT e LESTER, 2003; KIDD et al., 2012).
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Figura 6: Estrutura quimica comum dos esteroides

Estudos indicam que, o efeito potencial de uma substancia quando em contato com
outra numa mesma solugdo € diferente do efeito de uma substancia isolada. Sumpter e Jobling
(1995) concluiram que a combinac¢do de substincias estrogénicas € consideravelmente mais
potente do que cada substancia estrogénica sozinha, ou seja, a atividade estrogénica do 17f3-

estradiol pode apresentar efeito aditivo quando avaliado juntamente com outro estrogénio.

2.10. Ensaios utilizados na avaliacao da atividade estrogénica

Muitos ensaios sdo utilizados para determinar a atividade estrogénica em amostras
ambientais, tanto ensaio in vivo quanto in vitro. Os ensaios in vivo costumam incluir a
avaliacdo do comportamento, crescimento, desenvolvimento, morfologia, pesagem e
histologia de orgdos reprodutivos, niveis de hormoénios no sangue e sintese de proteinas,
enquanto os ensaios in vivo avaliam a proliferacdo de células animais, sintese de hormonios e
enzimas esteroides, ligacdo nos receptores de estrogénio, analises bioquimicas e ensaios com
gene recombinante (GRAY et al., 1997).

Os ensaios in vitro tém algumas vantagens, tais como, ndo utilizam animais,
sensibilidade a baixas concentracdes, especificidade, sdo mais econdmicos e rdpidos,
requerem pouca quantidade de amostra e podem ser aplicados para misturas complexas (dguas
naturais, lodos biolégicos, etc) (BERESFORD et al., 2000). No caso dos ensaios in vivo eles
possuem vantagens tais como a possibilidade de explicagdes para os mecanismos de absor¢ao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Sdo ensaios utilizados hd décadas em testes
toxicoldgicos e andlise de riscos, abrangem larga faixa de mecanismos, fornecem a
compreensdo e avaliagdo do sistema enddcrino (GRAY et al., 1997, ZACHAREWSKI, 1997).

Dos ensaios in vivo destacam-se dois ensaios cldssicos em roedores para a identificacio

de substancias estrogénicas: o ensaio uterotrofico, que avalia a alteracdo do peso uterino e o
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ensaio de cornificagdo da mucosa vaginal, em que o objetivo € detectar as mudancgas
histoldgicas nas células epiteliais da mucosa vaginal (BAKER, 2001). Ensaios com peixes
também sdo frequentemente utilizados uma vez apresentam menor custo e complexidade
(SOTO et al., 1995). Nos peixes a atividade estrogénica ¢ medida pela capacidade dos
compostos de induzirem a sintese do biomarcador vitelogenina (VTG) no plasma sanguineo, a
VTG € uma proteina que possui importantes fun¢des no sistema reprodutivo, ela € sintetizada
pelo figado e transportada pelo sangue para os ovarios. Estd presente no organismo de fémeas
e machos, normalmente os niveis de VTG nos organismos dos machos € muito baixa e nao
detectada, entretanto quando os peixes machos sdo expostos a substincias estrogénicas sdo
capazes de produzir VTG, podendo essa ser utilizada como evidencia de exposicdo a
substancias com atividade estrogé€nica. Dessa forma, € muito util na avaliagdo em ambiente
aquéticos, por exemplo. (SCHMID et al., 2002; FOLMAR et al., 2000; JOHNSON et al., 2000;
HANSEN et al., 1998; IRWIN et al., 2001, PANTER et al., 1998). Além de peixes, outros
organismos sd0 utilizados para avaliar a atividade estrogénica via indugdo da sintese da proteina
VTG, tais como pdassaros, anfibios e répteis (OECD, 2002).

No caso dos ensaios in vitro, os mais utilizados englobam ensaios de interacdo com
receptores hormonais, ensaios de proliferacdo de células e ensaios de gene repdrter em células
de mamiferos ou leveduras (BAKER, 2001). O ensaio E-screen avalia a estrogenicidade de
uma amostra através do crescimento celular pela mitose das células cancerigenas MCF-17,
quando em contato com substincias estrogénicas (SOTO et al., 1995). Outros ensaios muitos
utilizados sdo os que usam a cepa de Saccharomyces cerevisiae recombinantes que possuem
um receptor de estrogénio como via de sinalizac¢do, dentre eles o mais utilizado € o ensaio
Yeast Estrogen Screen (YES) (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). Os ensaios in vitro
determinam a atividade estrogénica total de uma amostra negligenciando quais compostos sao
responsaveis por essa atividade. A atividade estrogé€nica total na amostra é entdo comparada

com a atividade do estrogénio endégeno 17f-estradiol, e pode ser expressa como equivalentes

de estradiol (EQ—EZ) (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).

2.10.1. Ensaio in vitro YES

No ensaio YES, a cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae foi modificada por

técnicas de engenharia genética, onde € incorporada uma sequéncia de DNA do receptor



37

humano de estrogénio (REh) no cromossomo principal da levedura, que possui plasmideos
que carregam o gene reporter lac — Z, que em contato com substancias estrogénicas liberam a
enzima [ — galactosidade. Esta quando secretada para o meio de analise provoca a
metabolizacdo do substrato clorofenol vermelho p-d-galactopiranosida (CPRG), que
inicialmente possui coloracdo amarelada e muda para a coloracdo rosa (ROUTLEDGE e
SUMPTER, 1996; CEDAT et al., 2016).

A Figura 7 representa o percurso do estrogénio desde sua entrada na célula da levedura
até a inducdo da B-galactosidase, e consequente mudanga da cor do meio. O mecanismo que
ocorre entre o estrogénio e o receptor € o “chave-fechadura”, especifico para expressar o gene
reporter lac-Z (ROUTLEDGE et al., 1997).

O ensaio YES € capaz de detectar concentracdes de 17B-estradiol na ordem de 0,02
ng.L"' (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). Os resultados podem ser visualizados a olho nu
com a uma mudanca de coloragdo do meio e a quantificagdo colorimétrica, sendo detectada
por espectrofotometria. Os resultados obtidos no ensaio sdo comparados aos resultados do
controle positivo de 17 PB-estradiol, sendo os resultados expressos em concentracdo de
equivalente 17B-estradiol (EQ-E2) (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). Essa determinacao é
feita com base nos valores de CEsg, que € o valor que elucida 50% da resposta da curva dose-
resposta do 17-estradiol (CEDAT et al., 2016).

Alguns fatores devem ser considerados na andlise dos resultados, por exemplo a
toxicidade da amostra, que pode afetar o crescimento da levedura durante o ensaio, fato que

pode ser comum em amostras ambientais (FRISCHE, et al., 2009).

Figura 7: Esquema do sistema de expressdo de atividade estrogénica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae recombinante para o ensaio YES.
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Legenda: (1) modificacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae para uma forma capaz de
acoplar-se aos elementos de respostas de estrogénios (ERE); (2) e (3) expressdo do REh no
plasmideo e ligacdo do estrogénio ao receptor (4) expressdo do gene receptor da lac—Ze
quando em contato com estrogénio produzindo a enzima [-galactosidase (5) e (6) a B-
galactosidase € lancada no meio, metaboliza o substrato CPRG, alterando sua cor de

amarelada para avermelhada.
Fonte: Adaptado de ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996

2.11. Ensaios toxicolégicos

Os ensaios toxicoldgicos surgiram em grande escala na década de 60, considerada
marco da preocupacdao do homem com a polui¢do gerada pelos processos tecnoldgicos. A
Ecotoxicologia surgiu para complementar as andlises fisico-quimicas que tradicionalmente
sdo realizadas nos efluentes e corpos d’dgua (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

A toxicidade refere-se a capacidade de uma substincia, produto ou conjunto de
substancias possuem de provocar efeitos danosos aos organismos quando estio em contato.
Estes efeitos incluem alteracdes comportamentais, alteracdo de crescimento ou reprodugdo,
até mesmo a morte dos organismos (AREZON et al., 2011). A Tabela 3, disponivel no item
2.4, demonstra através da literatura que essas alteracdes podem atingir diferentes niveis
tréficos da cadeia alimentar.

Os efeitos a exposi¢ao de um organismo aos DEs variam de acordo com o periodo de
vida. Estudos demonstraram que durante o periodo intrauterino, perinatal, juvenil ou

puberdade, considerados periodos criticos pois os sistemas ainda estdo em desenvolvimento
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apresentam maiores riscos a saide (FRYE et al., 2012). A Resolucio CONAMA n° 430
(BRASIL, 2011), regula o lancamento de efluentes liquidos e exige que sejam realizados
ensaios de toxicidade com pelo menos dois organismos de diferentes niveis tréficos.

Karci et al. (2014) avaliaram a toxicidade do organismo-teste Vibrio fischeri assim
como a formagdo dos compostos intermedidrios durante a degradacdo do Nonilfenol pelo
tratamento H,O,/UV e concluiu que mesmo com a geracdo de subprodutos como formaldeido,
polietoxilato de alquilfenol entre outros compostos nao identificados, a toxicidade foi alterada
de 30 para 9% ao longo de 120 minutos de tratamento. Ensaios ecotoxicoldgicos realizados
com organismo Vibrio fischeri demonstraram que 20 mg.L"' de BPA causou inicialmente um
efeito inibitério de 75%, entretanto apds 120 minutos de oxida¢do com 2,5 mM de H,O,/UV
esse resultado diminuiu para valores nao toxicos, ou seja, a eliminagao do composto diminuiu
a toxicidade aguda (HANCI et al, 2014). Cedat et al. (2016) também avaliaram com o
organismo Vibrio fischeri, antes e ao longo do processo de degradacdo de 5 uM de El1, E2 e
EE2 usando 50 mg.L'1 de H,O,/UV em d&gua residual. A mistura antes do tratamento
apresentou inibi¢ao de 35% e apds o tratamento o efeito de inibicao foi de 38%.

Outro ensaio de toxicidade aguda e subaguda foi realizado por Chen et al (2006) ao
avaliar a toxicidade larval do peixe Japanese medaka (Oryzias latipes), para a concentracdo de
60 uM de BPA na presenca de 50 mg.L" de H,O,/UVC, eles observaram uma diminuigdo da
toxicidade aguda (apds 72 horas) e subaguda (ap6s 7 dias). A solugdo inicial mostrou 43% de
toxicidade aguda e 58% de toxicidade subaguda com taxas de sobrevivéncia larval
significantemente aumentada, indicando que o tratamento H,O,/UVC foi eficaz na redugao da
letalidade larval e sugere que os intermedidrios téxicos ndo foram produzidos (CHEN et al,

2006).

2.12. Tratamentos para remocao de desreguladores endécrinos em matrizes aquosas

As estacdes de tratamento de dguas residudrias constituem uma das principais fontes
de contaminantes emergentes no meio ambiente, uma vez que recebem efluentes provenientes
das fontes geradoras como residéncias, hospitais e industrias (AQUINO et al., 2013). Diante
disso, muitos estudos foram realizados para avaliar a remocdo dos DEs em estacdes de
tratamento de 4gua e esgoto. Baronti et al (2000) demonstrou que um processo de lodos
ativados de uma ETE na Itdlia removeu 95% de E3, 87% de E2, 85 % de EE2 e apenas 61%

de El. Enquanto Johnson e Sumpter (2001) relataram que o processo de lodos ativados
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remove em torno de 85% do E2, E3 e EE2. Carballa et al (2004) ao investigarem a remog¢ao
de DEs nas ETE na Espanha, tais como o E2 e a E1 concluiram que no tratamento primario, o
E2 foi parcialmente removido (20%). Em contrapartida, no tratamento biolégico (processo de
lodos ativados) o E2 foi removido 47%, alcangando uma remogao global na ETE em torno de

65%.

A remocdo de DEs em estagdes de tratamento de esgoto é incompleta, uma vez que os
tratamentos convencionais ndo sdo projetados para a remog¢do de tais compostos organicos
(LEECH et al., 2009; LIU et al., 2009), o que pode causar sérios danos a saide dos seres
vivos, mesmo que os DEs se encontrem em baixas concentragdes. Dessa forma, € necessdria a
utilizacdo de tratamentos tercidrios tais como nanofiltracdo, osmose inversa, processos
oxidativos avancgados, ozonizacdo e adsorcdo em carvao ativado (GEBHARDT e
SCHRODER, 2007; JAMES et al., 2014; LOWENBERG et al., 2014) para promover a

remog¢do completa tanto da matéria organica e patdgenos como de compostos organicos.

2.12.1. Processos oxidativos avancados

Os processos oxidativos avangados (POAs) baseiam-se na geracdo de radicais
hidroxilas (HO®), espécie quimica altamente oxidante e ndo seletiva, que pode promover a
degradacdo de compostos orginicos mais rapidamente.A Tabela 7 mostra que o radical
hidroxila possui o segundo maior potencial de oxidac@o dentre os oxidantes, perdendo apenas
para o Flior (HUANG et al., 1993). O sucesso desse processo se deve a altas constantes de
reacdo entre os radicais HO® e muitos poluentes. Os radicais HO® podem modificar a
estrutura quimica de compostos organicos recalcitrantes, os tornando mais simples, de menor

massa molecular e mais biodegradaveis (GOGATE ePANDIT, 2004).

Tabela 7: Potencial de oxirredugdo de agentes oxidantes

Espécie quimica E°V
Fldor 3,03

Radical Hidroxila 2,80
Oxigénio atdmico 2,42
Ozo6nio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78

Permanganato de potdssio 1,68
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Acido hipocloroso 1,49
Cloro 1,36
Fonte: TEIXEIRA e JARDIM, 2004

Segundo Teixeira e Jardim (2004) os radicais hidroxilas gerados nos POAs sdo
aplicdveis principalmente em efluentes com compostos biorefratarios. O Quadro 1 mostra

algumas vantagens e desvantagens desse tipo de tratamento.
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Quadro 1: Aspectos positivos e negativos na utilizacdo dos processos oxidativos avancados

Vantagens

Desvantagens

Combinag¢do com outros processos para pré
ou pés-tratamento, o que reduz o custo do
tratamento

Em alguns processos utilizam logos tempos
de reacdo

Versatilidade e eficiéncia, pois diversas
classes de poluentes podem ser
completamente mineralizadas, incluindo
compostos refratarios.

Podem gerar subprodutos indesejaveis ou
toxicos

Decomposicao dos reagentes utilizados como
oxidantes em produtos de menor impacto ao
meio ambiente.

E necessédria mao de obra qualificada

Os POA’s podem ser aplicados no tratamento
de contaminantes cuja concentragao seja
muito baixa (ppb, por exemplo)

Os custos podem ser elevados

Nao apenas transferem os compostos de fase
(como ocorre nas técnicas de membrana,
entre outros) mas os modifica quimicamente

Na maioria dos casos, os POA’s ndo geram
residuos, com excecdo de alguns processos
que podem envolver precipitacao

Fonte: MORALIS, 2005; TEIXEIRA e JARDIM, 2004.

Existem diversos métodos de POA, todos em comum a geragdo do radical hidroxila,

podendo ser classificados como (TEIXEIRA e JARDIM, 2004):

* Homogéneos: ocorre quando o substrato e o agente oxidante formam somente uma

fase.

* Heterogéneo: ocorre quando o sistema € formado por mais de uma fase entre substrato

e o catalisador.

Os POAs podem ou ndo ser combinados com a radiagdo ultravioleta, alguns exemplos

de tratamentos de acordo com essas classificagdes estdo ilustrados no Quadro 2.

Quadro 2: Processos oxidativos avangados

Processos Homogéneos Heterogéneos
H,0,/UV
FOtOO;/[S?;tOH Fotocatdlise Heterogénea
Fotoquimico H,0,/05/UV (TiO,/O,/UV)
Cl/uv
Nao fotoquimico O3/H;0, Ogs/catalisador

Reativo de Fenton

Fonte: HUANG et al. (1993)
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2.12.2. Fotolise

Segundo Koller (1952) a luz ou qualquer outra radiacdo eletromagnética &
caracterizada por um fluxo de fétons onde a quantidade de energia é representada pela
Equacio 1.

hc

E= N Equacido 1

Sendo:

E: a quantidade de energia (J)
h: constante de Plank
c: velocidade da luz

A: comprimento de onda (m)

A radiacdo ultravioleta ¢ uma fracdo da emissdo luminosa e pode ser dividida em
quatro tipos: UVA (315 a 400 nm), UVB (280 a 315nm), UVC (200 a 280 nm) e UV- vicuo
(40 a 200 nm). A fotdlise € uma dissociacdo que ocorre quando a molécula do composto
absorve um féton, e a energia desse foton supera a energia de ligacdo dessa molécula,
causando dessa maneira a ruptura na ligagdo quimica dos compostos. E um processo que com
a presenca de um agente oxidante pode levar a mineralizagdo completa de compostos

(ARAUJO, 2002; GALINDO et at., 2001).

2.12.3. Fotodegradacio H,O,/UV

E um POA classificado como homogéneo que combina o agente oxidante peréxido de
hidrogénio (H,0,) com radiagdo ultravioleta, principalmente dentro da faixa UVC. A radiagcdo
emitida por lampadas ultravioletas é capaz de fotolizar as moléculas de H,0O,, levando em
muitos casos a degradacdo parcial de compostos recalcitrantes em elementos mais
biodegraddveis. Ademais, podem ser utilizados em baixos fluxos de dgua e com baixas
concentracdes de H,O,, garantido assim bom custo beneficio em relacio a outros processos de

degradacio de micropoluentes (CEDAT et al., 2016).
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Segundo Crittenden et al. (1999), a fotdlise do H,O, € a clivagem da molécula devido
a energia gerada pelos fétons (hy), produzindo dois radicais hidroxila, como mostrado na
Equacao 2.

H>0; + hy254 nmy — 2 HOe Equagao 2

Os principais fatores do meio reacional que influenciam o processo sdo: dosagem de
H,0,, intensidade da radiacdo ultravioleta, pH, tempo de exposicdo a radiagdo, estrutura do
composto e as caracteristicas do efluente (SLOKAR e LE MARECHAL, 1998).

A fotodegradagdo utilizando peroxido de hidrogé€nio possui como vantagem a nao
formacgao de Bromatos e desinfetantes, nao havendo necessidade de tratamento de gases ou
disposicdo de rejeitos. Entretanto, tem como desvantagens a turbidez das amostras que pode
interferir na penetracdo de radiagdo UV e menor eficiéncia de geracdo estequiométrica de
HO®. (KOMMINENI et al., 2000).

A Tabela 8 apresenta alguns estudos utilizando o processo H,O,/UV na remogao de
desreguladores enddcrinos, onde pode ser visualizado diferentes matrizes aquosas e doses do

agente oxidante, variando dessa maneira a taxa de remog¢do em cada tratamento avaliado.

Tabela 8: Trabalhos relacionados ao estudo com H,O,/UV

Compostos Matriz Condicoes Remocio (%) Referéncia
OLMEZ-
< . . . [HzOz] = 85
Agua potavel enriquecida 71 HANCI et
BPA 1 mg.L"; pH 100
com 20 mgL.” BPA 6.5: 120 min al., 2015
[H,0,] 50=30;
A [H,0,] = 50; — 50
hneto N GO535 0, TEOLI0 anain
35 . -1, IASY) - B
BPA mgL"' de BPA WOmELS Hm0,300=80; 20
[H,0,] 400 =90
Agua potavel com 1,3 mgl’ [H,O,] =40 m _ .
ELE2,EE2 'deEleE2el5mel'de mell;55W, ©1° E299‘ EE2 = CED;;)TI e al,
EE2 1000 mJem™
< . . [HzOQ] = 10
Agua deionizada com 50 . E1 =E2=EE2= MA et al.,
ELE2,EE2 o1 de E1, E2 ¢ de EE2 mgr'II;J' 1C’ml_950 100 2015
‘ . [H0,]=15 E1=99,7,
Agua ultrapura com 50 pgL. I, AR MA et al.,
El, E2, EE2 U'de E1, B2 e de EE2 mg.L"; 1»950 EE2=78;E2 = 2015
mJcm 76
[HO:] =5 ROSENFELD
E2 e EE2 mg.L™"; 350 90 T et al., 2007

Agua superficial

mJ.cm™
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2.12.4. Fotodegradacao Cl/UV

O cloro é um desinfetante comumente utilizado para controlar sabor, odor, cor e
crescimento bacteriano em estacdes de tratamento de dgua. A radiacdo UV também € utilizada
para desinfeccdo de dgua potdvel e residual (WATTS e LINDEN, 2007). A combinagao
desses dois tratamentos dd origem a um POA homogéneo relativamente novo, com a
vantagem de acelerar o processo de degradacdo dos contaminantes (SICHEL et al., 2011).
Apesar de possuir estudos recentes segundo Watts et al. (2007), esse processo pode ser mais
eficiente do que processos consolidados segundo a literatura como POA utilizando peroxido
de hidrogénio.

Nesse processo, os radicais HO® e CI® sdo produzidos a partir da fotdlise, através das
reacoes representadas pelas Equacdes de 3 a 6 (FENG et al., 2007; WATTS e LINDEN, 2007;
BOLTON, 2010).

HOCI & H" + OCI Equacio 3
HOCI/OCI + hy - HO®*/O* + CI° Equagdo 4
OCI'+ hy - O CP)+ CI Equacio 5
O (°P) +0, - O3 k=4,0x10° M''s™! Equacio 6

Estudos tem demonstrado que o CI/UV € eficaz na degradacdo de contaminantes
persistentes, por exemplo, desetilatrazina, sulfametoxazol, carbamazepina, diclofenaco,
benzotriazol, tolil-triazol, iopamidol, 17a-etinilestradiol (SICHEL et al., 2011), nitrobenzeno,
p-acido clorobenzéico, acido ciclohexandico e tricloroetileno (WANG e CHU, 2012).

Os subprodutos da desinfec¢do (DBPs) sdo sempre uma preocupacao quando o cloro é
usado. Entretanto, foi relatado que o processo de CI/UV ndo gera quantidades significativas
de trialometanos (THMs) ou acidos haloacéticos (HAAs) (ROSENFELDT et al., 2013;
WANG et al.,, 2016; ZHAO et al., 2011). A literatura ndo reporta muitos trabalhos
combinando cloro com radiagdo para degradacdo de estrogénios e bisfenol A. A Tabela 9
mostra alguns trabalhos envolvendo a fotodegradagdo CI/UV para alguns compostos

emergentes.



Tabela 9: Trabalhos relacionados ao estudo com Cl/UV
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Compostos Matriz Condicoes Re?‘lyz);;ao Referéncia
. Agua deionizada _ KONG, X. et al.,
Atrazina enriquecida com ImM [CL] =50 uM 0% 2016.
EE2 . Agua da torneira [HOCI] =1 100% SICHEL et. al,
Carbamazepina enriquecida com 1mgL™" mg.L" 100% 2011
Diclofenac d £ & 100%
Agua deionizada
Tbuprofeno  enriquecidacom 10pMde  [CL1=100uM  100%  <ANG: Y.etal,
IBP 2016
EE2 Agua residual enriquecida _ 35%
El com 1 pgL" de EE2, El e [CII%]L‘_P’S 40% HEY’z(()}l‘zet al.,
E3 E3 & 40%
Paroxetina Agua res1dua1_ 1enrlquemda [CIO,] = 3.75 100% HEY. G. et al.,
Tramadol com 1 pgl™ de cada me L 90% 2012
Risperidona farmaco & 70%
P Agua potével enriquecida 39 _ 1 X.YANGetal.,
Cafeina ngl.! de cafefna [C,] =3mg.L 20% 2016
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e Materiais
Para realizacdo dos experimentos foram utilizados os reagentes apresentados na
TabelalO.

Tabela 10: Reagentes utilizados nos experimentos

Reagentes Férmula quimica Marca Concentraciao
Per6xido de Hidrogénio H,0, Merk 30%
Hipoclorito de s6dio NaClO Sigma 5%
Acido cloridrico HCI Vetec PA
Hidréxido de sédio NaOH Sigma PA
Tiossulfato de sodio Na,S,05 Vetec PA
Acetonitrila CH;CN Tedia PA
Metavanadato de NH;VO; Merk PA

amonio
Bisfenol A (BPA) Ci5H 60, Sigma 99%
17 B Estradiol (E2) CisH»40, Sigma 99%
17 o Etinilestradiol CyoH240, Sigma 99%
(EE2)

Além disso, a dgua ultrapura utilizada no preparo das solugdes foi proveniente do
sistema Milli-Q da Millipore Corporation e o filtro de seringa de nylon pré limpo com
didmetro 13 mm e poro 0,22 pm da Analitica. Os reagentes utilizados no ensaio in vitro
YES: L-leucina, L-histidina, adenina, L-arginina-HCI, L-metionina, L-tirosina, L-isoleucina,
L-lisina-HCI, L-fenilalanina, L-icido glutamico, L-valina, L-serina, tiamina, piridoxina,
pantetonato de calcio, inositol, D-glucose, 4dcido aspartico, L-treonina, sulfato ciprico, sulfato
de magnésio, pirofosfato de potdssio, sulfato de amonio, sulfato férrico, hidroxido de
potéssio, biotina, CPRG (clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosida), todos de pureza >

98%, foram obtidos da Sigma-Aldrich.
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3.2. Solucao Estoque

As solucdes para os experimentos de fotodegradagdo foram preparadas em
Acetonitrila, na concentracdo de 1 g.L'1 de cada um dos desreguladores enddcrinos bisfenol
A (BPA), 17 B-estradiol (E2) e 17 a-etinilestradiol (EE2). A solubilizacio completa dos
compostos ocorreu instantaneamente. A solu¢do foi mantida refrigerada a aproximadamente
4°C para evitar a degradacdo dos compostos. Para realiza¢do dos experimentos a solugdo
estoque contendo 1 g.L'1 de cada DE foi diluida na matriz aquosa de cada experimento (dgua
Mili-Q, dgua da torneira ou 4gua residual) para concentragdo final de 100 pg.L" de cada um

dos DEs.

3.3. Aparatos experimentais

O sistema reacional para fotdlise (UV) e fotodegradacdo (CI/UV e H,O,/UV) nos
procedimentos experimentais estd apresentado na Figura 8. O sistema é composto por dois
reatores com 500 mL de capacidade, cada um utilizando uma lampada UV, um sistema de
recirculacdo de dgua que garante a manutencdo da temperatura sempre em 25°C, ndo
influenciando no processo de degradacdo, além de agitadores magnéticos. O sistema pode

funcionar com um ou dois reatores simultaneamente.

Figura 8: Sistema reacional utilizado nos experimentos fot6lise e fotodegradacdao CI/UV e
H,0,/UV
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Os experimentos foram realizados com irradiacio UVA e UVC. Foram utilizadas
lampadas que emitem radiacdo nos espectros UVA e UVC, ambas da marca Osram, com
poténcia de 6 watts. Suas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 11. A intensidade da

radiagdo ultravioleta foi medida através do radiometro Coler- Parmer series 9811.

Tabela 11: Especificacdes das lampadas UV

Lampada Comprimento de onda maximo (nm) Radiacdo mensurada (mW/cm?)
UVA 356 6,80
uvC 254 14,79

3.4. Configuracao dos processos oxidativos avancados

Os experimentos de fotodegradacdo dos DEs pelos POAs foram realizados utilizando
trés diferentes matrizes aquosas: dgua ultrapura (ultrapure water), dgua da torneira (tap water),
e d4gua residual (wastewater), esta ultima proveniente do decantador secunddrio pds
tratamento bioldgico, da estacdo de tratamento de esgoto da Fiocruz, localizada no Rio de
Janeiro, cujo tratamento do esgoto € baseado em um sistema de lodo ativado com vazao de
512 m’.dia”, tempo de retencdo do lodo entre 18-30 dias e tempo de retencdo hidrdulica de
16-24 h. A 4gua residual foi caracterizada através dos parametros fisico-quimicos e

microbiolégicos, como podem ser observados na Tabela 12.
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Tabela 12: Parametros Fisico-quimicos e microbiolégicos utilizados na caracterizacdo da

dgua residual
Parametro Unidade Método
Carbono organico total

(COT) mg. L’ 5310B

Andilises fisico - Nitrato e nitrito mg.L" 4110 B

quimicas Fosfato mg.L" 4110 B

Cloreto mg.L" 4110 B

Sulfato mg.L"! 4500 C
Analises Coliformes totais nmp* Colilert®
microbiolégicas Escherichia coli nmp Colilert®

*nimero mais provével

Todas as andlises (Tabela 12) referentes aos parametros fisico-quimicos foram
realizadas seguindo as metodologias descritas em (APHA, 2012) de acordo com os métodos
especificos para cada parametro. Para as determinacdes microbioldgicas, a quantificacdo de
coliformes totais e Escherichia coli antes, durante e depois dos tratamentos Cl/UV e
H,0,/UV, foi empregado o método Colilert seguindo os procedimentos descritos em USEPA

(1978).

3.4.1. Fotolise

A partir da concentracdo inicial de 100 ug.L"' de cada DE em dgua ultrapura, as
amostras foram expostas somente a radiacdo ultravioleta UVA e UVC com objetivo de avaliar
o percentual de degradacdo. As amostras ndao sofreram corre¢do de pH, sendo seu valor igual
a 5. Os experimentos foram realizados por 120 minutos, com retiradas de aliquotas a cada 20

minutos.
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3.4.2.Fotodegradacao H,O,/UV

Nesta etapa foram realizados testes preliminares a fim de se obter concentracdes
adequadas de perdxido de hidrogénio para os testes posteriores. Nos testes preliminares foram
testadas concentracoes de 1, 3, 5, 15, 30, 50, 75 e 100 mg.L'1 peréxido de hidrogénio.

Para o processo de H,O,/UV, os experimentos foram realizados em duas matrizes aquosas
(ultrapura e residual), como representado na Figura 9. Na dgua ultrapura foram testados dois
diferentes tipos de fontes luminosas: UVA e UVC, além do teste branco, ou seja, em auséncia
de radiacdo. Para cada fonte luminosa foram analisadas duas concentracdes, 3 e 30 mg.L" de
H,0,; e trés valores de pH (5, 7, 9) para cada concentracdo. Nos experimentos com agua
residual foi testado apenas a radiagdo UVC e 3 mg.L'1 de H,0,. Para essa matriz foram
testados trés valores de pH (5, 7, 9). A duracdo da reacdo foi distinta para cada anilise,
variando entre 20 e 120 minutos. Aliquotas foram retiradas a cada 2 minutos para reacdes em
dgua ultrapura e a cada 5 minutos para experimentos utilizando dgua residual, para posteriores
andlises cromatogréficas.

O monitoramento do pH inicial e final das solucdes foi utilizado o equipamento pH MB
10 da Marte e o valor de pH das solucdes foi ajustado utilizando HCI (0,01 N) para acidificar
a amostra e NaOH (0,1 N) para alcalinizar a amostra.

Para determinar a concentragdo de per6xido de hidrogénio nas amostras foi empregado
o método do metavanadato de amoénio (NOGUEIRA; OLIVEIRA; PATERLINI, 2005) com
leitura em 457 nm, na faixa de concentragdo entre 2 e 100 mg.L'1 de H,O,. Este método
consiste na reagdo entre o fon metavanadato, que possui coloracdo amarelada e o peréxido de
hidrogénio em meio 4cido, leva a formagao do cétion peroxivanadio, que altera a coloracao da

amostra para avermelhada, como pode ser observado na Equagao 7.

Vo; + H* + H,0, - VO3t +3H,0 Equagio 7
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Figura 9: Esquema experimental para fotodegradacao H,O,/UV

H,O ultrapura H,0 residual

I ‘ ,
| sem radiaco | | uvA | uVC @a

¥ v v 4
[H,0,]=3 mg/L | «——1/ [H,0,]=30 mg/L | [ [H,0,1=3 mg/L |—

{5 — EDes
—— Ea
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3.4.3. Fotodegradaciao Cloro/UV

Ap0s testes preliminares, onde foram avaliadas as concentragdes 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5, 2;
5,10, 12, 15 e 20 mg.L'1 de cloro, obtidas através do reagente Hipoclorito de sédio 5%, foi
adotado para esse estudo as concentragdes 1 e 2 mg.L'1 de cloro. A Figura 10 apresenta um
esquema com as matrizes aquosas e as condi¢des experimentais para a fotodegradagao CI/UV.
Nos experimentos realizados em dgua ultrapura as condi¢des foram: auséncia de radiagdo,
radiacdo UVA e UVC. Para cada condi¢do foram testadas duas concentragdes de cloro, 1 e 2
mg.L"! e por fim, para cada concentracdo de cloro foi avaliado trés valores de pH (5, 7 e 9).
Os experimentos utilizando &4gua residual foram realizados sob a melhores condig¢des
estudadas, ou seja, utilizando radiagdo UVC e 2 mg.L'1 de cloro, entretanto para o pH foram
testados os trés valores. Por fim, os testes realizados em dgua de torneira utilizaram somente o
cloro disponivel na prépria dgua, nao sendo assim adicionado hipoclorito de sédio a solugao.
Para esse experimento foi adotada a radiacdo UVC e auséncia de luz, além da avalia¢do dos
trés valores de pH (5, 7 ¢ 9). Quando foi necessario ajustar os diferentes pH das solugdes, foi
utilizado HCI (0,01 N) para acidificar a amostra e NaOH (0,1 N) para alcalinizar a amostra.

De acordo com a matriz aquosa, o tempo de reagcdo variou entre 5 € 90 minutos. Foram
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retiradas aliquotas a cada 30 segundos no caso da dgua ultrapura e dgua da torneira, enquanto
para dgua residual as aliquotas foram retiradas a cada 5 minutos. Essas aliquotas tiveram o
objetivo de avaliar a degradacdo de cada composto ao longo da reagdo. Ao fim do processo
foi acrescentado tiossulfato de sédio em todas as amostras para interromper a reagao,
posteriormente foram filtradas e acondicionadas em vials para realizacio das anélises
cromatograficas. Para monitorar o cloro total e residual presente nas amostras durante o
processo, foi utilizado o kit Pocket Colorimeter II (Hach). O monitoramento do pH inicial e

final das solug¢des foi utilizado o equipamento pH MB 10 da Marte.

Figura 10: Esquema experimental para fotodegradacao Cloro/UV

H,O torneira H,O ultrapura H,O residual
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—

i

‘
l1cn=1mg/t |l =2 mg/L | [Cl] = 2 mg/L

i

[

3.5. Método cromatografico para CLAE/FLU

A quantificacdo dos desreguladores enddcrinos BPA, E2 e EE2 foi realizada por
cromatografia liquida de alta efici€éncia com detector de fluorescéncia (CLAE/FLU), da marca
Agilent Technologies 1200 series. Foi utilizado uma coluna C18, Zorbax Eclipse plus (Sum,
4,6x250 mm) Agilent Technologies. Foram injetados padroes de BPA, E2 e EE2 para obter o
tempo de retencdo e avaliagdo da sensibilidade do detector. Os pardmetros cromatograficos
fluxo, volume de injecdo, tempo de retengdo, pressdo, temperatura e fase moével foram
ajustados de forma a melhorar as condi¢des de anélise. A selecdo do comprimento de onda de
emissao e excitacdo foi adotada com base na literatura assim como os solventes acetonitrila e

dgua ultrapura acidificada com HCI (0,01 N) a pH 3. A Tabela 13 mostra as condi¢des
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operacionais adotadas. Antes das injecdes todas as amostras foram filtradas com filtro de

nylon com didmetro 13 mm e poro 0,22 um (Analitica).

Tabela 13: Condic¢des cromatogréficas utilizadas

Coluna C18, Zorbax Eclipse plus, Sum, 4,6x250mm
Comprimento de onda de emissao 310 nm
Comprimento de onda de excitacio 230 nm
Fluxo 1,2 mL.min
Volume de injecio 100 uL
Pressao 100 bar
Temperatura 26°C
Tempo de corrida 9 minutos
BPA = 6,5 minutos
Tempo de retencio de cada composto E2 = 6,9 minutos
EE2 = 8,6 minutos
Fase mével (Acetonitrila: Agua ultrapura pH 3) 50:50 (isocratico)

3.5.1. Construcao da curva analitica

A partir da solucdo estoque, a curva analitica usada na CLAE/FLU foi preparada
diluindo em dgua os compostos BPA, E2 e EE2 em nove concentragdes, na faixa variando
entre 0,1 a 100 p g.L'1 de cada composto. A construgdo da curva foi realizada pela injecdo de
padrées dos compostos na faixa mencionada por trés vezes, sendo assim seu valor

determinado em func@o da média dos valores obtidos da triplicata.

3.5.2 Determinacao dos limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de quantificacdo e detec¢ao foram determinados segundo Anvisa (2003),
limite de deteccdo € a menor quantidade de uma substancia presente numa amostra que pode
ser detectada, ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas, enquanto limite de quantificacdo € a menor quantidade de uma substancia em

uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob condigdes
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experimentais estabelecidas. Os cdlculos foram adotados segundo método da Anvisa (2003).
Dessa maneira, a estimativa do limite de detec¢ao pode ser feita segundo a Equacdo 8 e a

estimativa do limite de quantificagdo segundo a Equagdo 9.

LD = % Equacgdo 8
LQ = % Equacao

Onde, DPa € o desvio padrio do intercepto com o eixo y de, no minimo, 3 curvas de
calibracao construidas e IC € a inclinag¢do da curva de calibracdo. A Tabela 14 apresenta os
limites de quantificacdo e deteccdo para cada composto obtido pelo método cromatografico

descrito no item 3.5.

Tabela 14: Limites de deteccio e quantificagdo BPA, E2 e EE2

Desregulador endécrino  Limite de deteccao (ug.L") Limite de quantificacao (ng.L™h

BPA 0,84 2,8
E2 0,22 0,72
EE2 0,26 0,88

3.6. Avaliacao da atividade estrogénica por meio do ensaio in vitro YES

O ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) desenvolvido segundo a metodologia de
Routledge e Sumpter (1996), adaptado por Bila (2005) foi usado para avaliar a atividade
estrogénica das amostras antes, durante e apds os processos ClI/UV e H,0,/UV nos tempos
determinados. Para esse ensaio foram analisadas treze amostras, dentre elas uma amostra
contendo somente os padroes de BPA, E2 e EE2 na concentragdo 100 p.L'l de cada composto,
considerada imediatamente antes dos tratamentos, as doze amostras restantes foram coletas
nas concentracdes e valores de pH descritos na Figura 11. As amostras decorrentes do
tratamento Cl/UV foram coletadas em 2 e 5 minutos de tratamento, enquanto as amostras

provenientes do processo H,O,/UV foram coletas em 5 e 20 minutos de tratamento.
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Figura 11: Esquema experimental ensaio in vivo YES
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3.6.1. Limpeza e descontaminacao das vidrarias

A andlise de substincias em concentracdes traco exige uma limpeza especifica dos
materiais utilizados nas andlises, com o intuito de evitar contaminacdo por meio de
interferentes. A metodologia especifica de lavagem implementada no Laboratério de
Engenharia Sanitdria (LES) foi na vidraria e em todos os materiais utilizados durante o
trabalho, com o objetivo de remover possiveis interferentes. O processo consistiu
inicialmente na lavagem de vidrarias, com dgua da torneira, para depois serem deixados de
molho em uma solu¢do de detergente extran da Merk a 5 % por um periodo de 24h. Ap6s o
periodo de molho, os materiais foram enxaguados 10 vezes com 4gua da torneira e em
seguida com &dgua ultrapura. Iniciou-se a limpeza com os solventes, primeiramente com
acetona, seguida pela dgua ultrapura, etanol e finalizacdo com 4dgua ultrapura. As vidrarias
foram depositadas sobre bandejas forradas com papel aluminio para secagem em temperatura

ambiente.
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3.6.2. Preparaciao das solucoes utilizadas no ensaio YES

As solucdes foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas em temperatura
ambiente, com exce¢do da solucdo de vitamina e de CPRG, que foi armazenada em geladeira.
Ap0s a esterilizacdo as solugdes somente foram abertas em capela de fluxo laminar. O preparo
das solugdes (Meio Minimo, Glicose, Acido L-aspartico, L-treonina, Sulfato de Cobre,

Vitamina, CPRG e Meio de Cultivo) estd disponivel no ANEXO 1.

3.6.3. Cultivo da cepa da levedura (Saccharomyces cerevisiae) recombinante

O ensaio YES utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae, a cepa recombinante
utilizada no presente trabalho foi obtida por doagdo da professora Marcia Dezotti do
Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRIJ. O preparo da cepa foi realizado sempre
em capela com fluxo laminar segundo a metodologia desenvolvida por Routledge e Sumpter

(1996) com algumas modificagoes.

3.6.4. Procedimento do ensaio in vitro YES

O ensaio foi realizado em uma placa estéril de 96 pocos em capela de fluxo laminar,
de como ilustrado na Figura 12. O procedimento utiliza duas placas, sendo a primeira de
diluicdo e a segunda de anélise, onde serd realizado o ensaio. Cada placa € dividida em 8
fileiras que s@o nomeadas de A até H, contendo 12 poc¢os em cada fileira. Em um primeiro
momento foi adicionado 10 pL. de 4gua ultrapura em todos os pocos dos brancos (controle
negativo) das placas de andlise. Posteriormente, a etapa de diluicdo comecou com a adi¢ao de
200 pLL da amostra no primeiro pogo da primeira fileira da placa de diluicdo. Em seguida, com
o auxilio de uma pipeta multicanal (12 canais), foram adicionados 100 pL de dgua ultrapura
nos onze pogos restantes da primeira fileira. A partir dai foi iniciada a diluicdo seriada da
amostra na proporcao 1:2, retirando-se 100 pl. do primeiro para o segundo poco, 100 puL do
segundo para o terceiro poc¢o, assim sucessivamente até o décimo segundo pog¢o que obteve
volume final de 200 pl.. A cada transferéncia de amostra entre os pogos foi realizada uma

homogeneizac¢do com o auxilio da prépria pipeta.
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Depois de diluidas, com uma pipeta multicanal o volume de 10 pl. da amostra é
transferido imediatamente para cada poco da fileira A e C da placa de andlise, comecando
pelos pocos da placa A, sendo as fileiras A e C correspondentes a mesma amostra, uma vez
que o ensaio € feito sempre em duplicata. Posteriormente, deixou-se evaporar totalmente,
dentro da capela de fluxo laminar, para dar prosseguimento ao ensaio. Na placa de anélise é
sempre utilizada uma fileira para amostra e uma fileira para o branco, intercaladamente, a fim
de evitar contaminacao.

Apé6s a evaporagdo, foram adicionados na placa 200 plL do meio de andlise,
primeiramente nas fileiras dos brancos e posteriormente nas fileiras da amostra. O mesmo
procedimento executado nas amostras € realizado para a andlise do 17B-estradiol, utilizou-se
uma solucdo estoque na concentracio de 54,48 pg.L”' preparada a partir do padrio 17p-
estradiol em etanol, que € considerado o padrdo dos ensaios de atividade estrogénica, sendo
assim, € usado como controle positivo no ensaio YES para demonstrar a resposta estrogénica.
Dessa maneira, as fileiras A e C correspondem a amostra em duplicata, enquanto a fileira E e
G correspondem ao controle positivo e as fileiras B, D, F e H correspondem ao branco

(controle negativo). A figura 12 mostra uma placa de andlise ap6s todo o procedimento.

Figura 12: Ilustragdo da placa de andlise com amostra, branco e controle positivo (17 B-

estradiol)
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As placas foram fechadas com fita adesiva e levadas ao agitador (Marca IKA,
modelo MS-3), onde foram homogeneizadas por dois minutos e transferidas para a estufa, na

qual permaneceram por 72 horas a 30°C. Ao final das 72 horas, ja € possivel observar a
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mudanca de coloragdo nos pocos quando ha atividade estrogénica, que passam de amarelo a
tons de rosa. Quando retiradas da estufa, as placas foram levadas ao espectrofotdometro (Marca
Softmax, modelo SpectraMax M3) e lidas nos comprimentos de onda de 575 nm para cor e
620 nm para turbidez). Foi plotada uma curva do perfil do controle positivo 17B-estradiol ao
longo dos cinco ensaios. Apds a leitura, seguindo o protocolo de biossegurancga, as placas e
todo material que esteve em contato com a Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificada foram autoclavados a 121°C por 15 minutos antes do descarte, a fim de inativar a
levedura que esteve em contato com o material. Ainda que este OGM - organismo
geneticamente modificado seja pertencente a classe de risco 1 (baixo risco individual e baixo
risco para a comunidade - organismo que ndo causa doenca ao homem ou animal), os
protocolos para OGM sdo obrigatérios. Com base na curva dose-resposta do controle positivo
17B-estradiol, o limite de deteccdo para cada ensaio pode ser calculado. A atividade

estrogénica superior a 10% do valor do branco foi avaliada como positiva.

3.6.5. Analise dos resultados do Ensaio YES

Como descrito anteriormente as amostras sdo lidas nos comprimentos de onda 575 e
620 nm. Apds as leituras das absorbancias foi construido os graficos com as curvas dose-
resposta do ensaio. A absorbancia de 620 mede a turbidez do po¢o devido ao crescimento da
levedura, enquanto a absorbancia de 575, que avalia a mudanca de cor no ensaio e
consequentemente indica atividade estrogé€nica. Dessa maneira, para corrigir a resposta
estrogénica de cada poco de amostra ocasionada pela turbidez, prosseguiu-se com a aplicagao

da férmula contida na Equacao 10.

AbscoririgidaAmostra = AbS575Amostra - (Abs620Amostra - AbSGZOBranco) Equagéo 10

A correcdo foi feita para cada pogo da placa, utilizando os valores de absorbancias
obtidos nos dois comprimentos de onda para cada concentra¢do na curva. Para calcular esta
correcdo, utilizou-se a média dos valores das absorbancias das duas fileiras de brancos
correspondentes as amostras (fileiras B e D ou F e H), resultando na média de 24 amostras de

branco. Assim, os dados apresentados correspondem a média das absorbancias das amostras



60

analisadas em duplicata. As curvas dose-resposta do controle positivo 17B-estradiol e da
amostra foram construidas relacionando-se os valores da absorbancia corrigida em funcdo da
concentracdo, em escala logaritmica. As curvas dos extratos das amostras foram expressas em
percentual, sendo construidas da mesma forma que a curva dose- resposta do padrdao 17 -
estradiol. O coeficiente CEsy representa a concentracdo que elucida 50% da maior resposta
obtida da B-galactosidase no ensaio YES, em relacdo a curva padrao. Os valores de CEsy do
17B-estradiol foram determinados a partir de sua curva dose-resposta. Para as substancias
padrées também foi calculado o CEsy a partir de sua curva padrdo. Para o cdlculo do CEs

usou-se o programa Origin® 6.0.

3.7. Ensaios Ecotoxicologicos

Foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos com dois organismos testes. Ensaios de
toxicidade cronica com algas Raphidocelis subcapitata e o microcrusticeo Ceriodaphnia
diibia, de acordo com a metodologia descritas na ABNT NBR 12648 (2018) e NBR 13373
(2017), respectivamente. Os experimentos CI/UV foram realizados na concentraco 2 mg.L™
de cloro, em dgua ultrapura, radiacdo UVC e pH 7, sendo as amostras analisadas em 2 e 5
minutos de tratamento, enquanto os experimentos H,O,/UV foram realizados com 3 mg L' de
H,0,, pH 9, também em 4dgua ultrapura e radiagcdo UVC, e as amostras foram avaliadas apds 5
e 20 minutos de tratamento. No tempo inicial, ou seja, imediatamente antes do tratamento (0
minutos), na concentragdo inicial de 100 p g.L'1 de BPA, E2 e EE2, sua toxicidade também foi

avaliada.
3.7.1. Organismo-teste Ceriodaphnia dubia

As amostras foram analisadas na concentra¢do 100%, utilizando dgua de cultivo como
controle negativo das amostras. Foi exposto um organismo por béquer, ja com o alimento,
sendo utilizado 10 réplicas para cada tempo analisado. Os frascos-testes foram mantidos
entre 24 e 26°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuriddo por no maximo oito
dias. Os organismos foram alimentados diariamente e as solugdes-teste foram renovadas no

terceiro e quinto dia apds o inicio do teste. A cada troca de solucdo, transferiu-se o
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organismo para a nova solucdo com alimento, anotando o nimero de filhotes produzidos em
cada réplica. O teste foi encerrado quando 60%, ou mais, das fémeas adultas sobreviventes
no controle tiverem produzido no minimo 15 organismos jovens. Para a andlise estatistica

dos dados foi utilizado o programa Tox stat.
3.7.2. Organismo-teste alga Raphidocelis subcapitata

As amostras foram analisadas na concentracdo de 100% com 5 réplicas para cada

tempo analisado. O método de ensaio bioldgico consiste na exposicdo de uma suspensio de
algas conhecidas, na ordem de 10* e 10° cel/mm3 na amostra por um periodo de 72 horas

sob iluminag¢@o continua e temperatura entre 23 e 27°C. O efeito toxico € determinado pela
comparacdo da reproducgdo ou inibi¢do do crescimento da biomassa de algas nos recipientes
com o controle, onde nao € adicionado amostra, sob as mesmas condi¢des de ensaio. Na
contagem do numero de células foi utilizada a camera de Neubauer.

O fator de toxicidade foi determinado pela Equagado 11.

IC = “== x 100 Equagdo 11

onde,

IC € a porcentagem de inibi¢dao da multiplicag@o das células algaceas
Ma é a média de do nimero de células das solucdes- teste

Mc € a média do numero de células do controle
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Degradacao dos desreguladores endécrinos por fotdlise

A fotdlise dos DEs foi realizada em pH 5, utilizando uma mistura de BPA, E2 e EE2
com a concentracio inicial de 100 pg.L”' de cada composto. A Figura 13 apresenta os

resultados para fotélise dos DEs sob radiacao UVA e UVC.

Figura 13: Degradacido dos DEs BPA, E2 e EE2 por fotdlise em dgua ultrapura (a) UVA; (b)
UVC; condicdes iniciais: 100 ug.L" de cada DE, T=25°C, pH = 5.
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Esses resultados mostraram que os processos apresentaram eficiéncias de remocao
diferentes para cada composto, o BPA apresentou valores de degradacdo menores do que os

estrogénios avaliados nos dois tratamentos, variando sua degradacdo entre 18 e 70% para
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radiacdo UVA e UVC, respectivamente. Isso pode ser explicado pela estrutura do BPA, uma
vez que quanto mais complexa a molécula e maior a presenca de fendis mais dificil se torna
sua degradacdo pelo processo de fotdlise (ZHOU e FANG, 1997). Todos os compostos
apresentaram maiores taxas de degradacdo no tratamento utilizando radiacdo UVC em relagcao
a radiacdo UVA. A maxima remocao dos compostos pelo processo fotdlise foi de 89% dos
compostos E2 e EE2 no tratamento com radiagio UVC em 120 minutos, enquanto nas
mesmas condi¢des no tratamento UV A essa remocao foi de aproximadamente 28%.

Alves et al (2016) e Iseck (2015) observaram uma remogao do E2 de 88% e 75%
respectivamente, com concentracio inicial de tratamento 5 mg.L"' para radiacio UVC com
tempo de tratamento de 120 minutos. Resultados similares foram obtidos por Liu et al.
(2004), ao avaliarem a degradacao do E2, com 60% de degradacao quando exposto a radia¢io
UVC, enquanto que a degradagdo sob radiagdo UVA foi negligencidvel. Li Puma et al. (2010)
demonstraram que sob radiacdo UVA, os compostos E2 e E22 foram 20 e 25% removidos
ap6s 180 minutos de tratamento, aumentando para 60% ao utilizar radiagdo UVC para ambos
compostos. Neamtu e Frimmel (2006) ao realizarem experimentos em dgua ultrapura com
BPA na concentracdo de 119 mg.L"', observaram remocdo de 23% em 120 minutos de
tratamento sob lampada UVC. Por outro lado, Kondrakov et al. (2014) observou 100%
fotélise (UVC) de BPA em 130 minutos com concentragio inicial de 50 mg.L"'. Estudos
realizados por Frontistis et al. (2015) concluiram que a degradacdo do EE2 segue a ordem
UVC>UVA, a remog¢do do composto foi de 47 e 17% sob radiacio UVC e UVA,
respectivamente, apos 60 minutos.

O processo fotdlise direta ocorre baseada na absor¢do de fétons pela molécula do
composto, dessa maneira o comprimento de onda de absor¢do maxima de cada composto e o
comprimento de onda de cada lampada influenciam diretamente na taxa de degradacdo
(GALINDO et at., 2001). O BPA possui espectro de absor¢do UV mais intensa por volta de
230 nm (SANTOS, 2016), o E2 e EE2 apresentam uma fraca absor¢do na regido de 290 a
350nm (COWDHURY et al., 2011). De Liz (2013) demonstrou que a maior absor¢ao UV dos
estrogénios E2 e EE2 ocorre na faixa 200-300 nm com picos de absorcdo em 230 e 280 nm, o
que explica maiores taxas de degradagdo para radiacao UVC (200-280 nm) em relagcdo a
radiacio UVA (315- 400 nm), uma vez que absor¢do de fétons € muito mais forte nessa

regido para todos os compostos avaliados.
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4.2. Degradacao dos desreguladores endocrinos por HO,/UV

4.2.1. Matriz agua ultrapura

A degradacio dos DEs BPA, E2 e EE2 por UV/H,0, na concentracio de 100 ug.L" de
cada composto em dgua ultrapura foi avaliada sob as condi¢des de 3 e 30 mg.L"' de H,0,, na

auséncia de radiacao, sob radiagdo UVA e UVC e diferentes pH (5,7 ¢ 9).

4.2.1.1. Auséncia de radiacao

Nos ensaios sem uso de radiacdo ultravioleta, 100 pgL"' dos desreguladores
endéerinos foram mantidos no escuro por 90 minutos apés adico de 3 e 30 mg.L™ de H,0, e
ajustes de pH para valores iguais 5, 7 ¢ 9. Em todos os casos tanto para a degradacdo dos
compostos, assim como o consumo de H,O; foi insignificante.

Chen et al. (2007) ao realizarem ensaios no escuro com BPA, E2, EE2 e nonilfenol
(NP) com 10 mg.L'1 de H;0,, concluiram que ndao houve degradacdo de nenhum dos
compostos avaliados. Do mesmo modo, Chen et. al (2006) avaliaram que ndo houve remocao
de 60uM de BPA com 50 mg.L"' de H,O,. Huang et al. (2010), concluiram que o BPA na
presenca de 2 mM de H,0, em pH 8 ndo sofreu degradacdo relevante no experimento
realizado no escuro.

A presenca do agente oxidante H,O, ndo é suficiente para que ocorra a degradacdo,
uma vez que é necessdria a radiacdo para que ocorra a ativagao do H,O,, ou seja, ocorra sua
fissdio homolitica e consequente dissociacdo em radicais hidroxila, isso ocorre em
comprimentos de onda curta, uma vez que a absor¢do de energia maxima do H,O, ocorre em

254 nm (TEIXEIRA E JARDIM, 2004; LEAHY e SHREVE, 2000; SHEN e WANG, 2002).

4.2.1.2. H,O,/UVA

Os compostos foram avaliados utilizando a radiacdo UVA em nas concentracdes 3 e

30 mg.L" de H,0, e nos pH 5, 7 e 9 por 120 minutos. A Figura 14 ilustra a fotodegradacio do
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BPA, E2 e EE2 em funcdo do tempo na concentracio de 3 mg.L"' de H,O5 e a Figura 15 para

a concentragdo de 30mg.L"' de H,O, em diferentes pH.

Figura 14: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por H,O,/UVA em 4gua ultrapura (a) pH 5, (b) pH
7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [H,O,] = 3 mg.L'l; T =25°C.

0.0 T T J
0 40 80 120

tempo (min)




66

Figura 15: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por H,O,/UVA em dgua ultrapura (a) pH 5, (b) pH
7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [H,O,] = 30mg.L'1; T=25°C.
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Assim como na fotdlise, a degradacio do BPA foi menor do que dos outros
compostos. EmpH 5e 3 mg.L'lapés 120 minutos de tratamento, o BPA foi 40% removido,

enquanto E2 e EE2 atingiram 47% de remocao (Figura 14(a)). Além disso, a remog¢ao para as
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duas concentragdes de H,O, apresentaram maior eficiéncia em pH 9. Esse valor de pH
contraria a literatura para o caso de dguas residuais, justificando que para valores alcalinos os
ions bicarbonatos e carbonatos atuam como sequestrante de radicais hidroxila, como

representado nas Equacoes 12 e 13 (EPA, 1998; MELO et al., 2009).

OH® + CO* - OH + CO; - Equacio
12

HO® + HCO3 - H,0+ CO; - Equacdo
13

Comparando as concentracdes de H,0, utilizadas (3 e 30mg.L™"), a mdxima remocdo
dos compostos ocorreu na concentracdo 3 mg.L'l, demonstrando que o aumento da
concentracdo de H,O, ndo vem acompanhado do aumento da eficiéncia de remog¢do, uma vez
que o excesso de H,O, aumenta a concentracdo de radicais hidroxila, ocorrendo reagdes
competitivas que produzem um efeito inibitério na degradacdo (DOMENECH et al., 2001).

A maxima remog¢do dos DEs ocorreu na concentragao 3 mg.L'1 em pH 9, alcancando
60% de remocdo para os estrogénios (E2 e EE2) e 58% para o BPA, valores superiores a
fotdlise sob radiagdo UV A, que atingiu 18, e 28% para BPA, E2 e EE2, respectivamente, isso
porque o H,O; pode ser facilmente convertido em radicais HO® quando irradiado por UV,
entdo a adi¢dao de H,O, aumenta a taxa de degradacdo aumentando a concentraciao de radical
hidroxila (ZHANG et al, 2010).

Huang et al. (2010) observaram que a degradacao por HO,/UVA de 43.8 uM de BPA
com 2 mM de H;0, em pH 8 foi de 65% em 3 horas de experimento. Por outro lado, no
processo de fotdlise UVA os autores ndo observaram degradacdo significante com uso da
radiacio UVA isoladamente. Apesar do H,O, sofrer fotdlise e consequentemente gerar
radicais hidroxilas em 254 nm, o tratamento H,O»/UVA foi capaz de aumentar a efici€éncia do
tratamento em relacdo a fotlise UVA e H,O, no escuro. A Tabela 15 mostra o consumo H,O,

para os testes realizados em presenca de radiagdo UV A nos 3 valores de pH avaliados.

Tabela 15: Consumo de H,O; no processo H;O,/UVA em édgua ultrapura dos DEs.

Condicoes [H20;] inicial mg.L'1 Consumido (%)
3 23
30 17

pHS
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DH7 3 23
30 18
3 22
pH® 30 19

4.2.1.3. H,0,/UVC

Os experimentos utilizando radiagdo UVC também ocorreram na presenca de 3 e 30
mg.L" de H,O, e nos pH 5, 7 e 9. As Figuras 16 e 17 apresentam a fotodegradacio do BPA,

E2 e EE2 em fun¢do do tempo para as concentracdes 3 e 30 mg.L'1 de H,O,, respectivamente.

Figura 16: Degradacao de BPA, E2 e EE2 por HO,/UVC em 4gua ultrapura (a) pH 5, (b) pH
7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [H,0,] = 3 mg.L™"; T=25°C.
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Figura 17: Degradacao de BPA, E2 e EE2 por HO,/UVC em 4gua ultrapura (a) pH 5, (b) pH
7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [H,0,] = 30 mg.L™"; radiagdo UVC; T=25"C.
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Na concentragdo 3 mg.L'1 de H,0O, para todos os valores de pH avaliados em 20

minutos de tratamento, os desreguladores enddcrinos foram removidos para valores abaixo do

limite de deteccdo do método (LD = 0,84; 0,22 e 0,25 pg.L'l, para BPA, E2 e EE2,

respectivamente). Ma et al. (2015) ao avaliarem a degradaciao do E2 e EE2 (50u g.L'1 de cada

estrogénio) por H,O,/UVC observaram uma remog¢ao de 73% em 120 minutos de tratamento,

utilizando 5 mg.L'1 de H,0,. Enquanto Andreozzi et al. (2003), avaliaram a degradagdo do

paracetamol ( 10'5M), em agua destilada, usando H,O,/UVC em pH 5, monitorando a redugao

do composto bem como a reducdo de COT, houve rdpida remogao do composto (mais de 90%

em pouco mais de 1 minuto) e a mineralizacao de 21% apds 4 minutos de reacdo. Além disso,

o aumento da concentracdo de peréxido de hidrogénio de 5,0 x 107 para 2,0 x 10 mol dm->,
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aumentou a mineralizacio de 21 para 40%, refletindo, porém, houve um aumento pequeno na
degradacdo do paracetamol. Em outra pesquisa realizada por Vogna et al. (2004), os autores
estudaram a degradacdo da carbamazepina (2x 10° mM) em 4gua destilada, utilizando
H,0,/UV (254nm e 5SmM de H,0,) com o pH da solu¢do mantido em 5. A degradacdo do
composto foi completa em 4 minutos de reacdo e a concentracdo de COT diminuiu de 35% no
mesmo periodo.

Nesse estudo, na concentracio 30 mg.L™' de H,0, a méxima remocdo alcancada foi de
97% em pH 9, demonstrando que o aumento da concentracio de H,O, de 3 para 30 mg.L"
nao afeta positivamente a eficiéncia do processo. Isso porque quando em excesso, o H,O, age
como um sequestrante de radicais hidroxila e ao reagir com o HO®, forma o radical
hidroperoxila (HO,®), menos reativo (E,= + 1,42 V) que 0 HO® (E,= + 2,80 V), diminuindo
assim a eficiéncia do processo (Equacdao 14), prejudicando a eficiéncia do processo

(SHARMA, 2015; HUANG e SHU, 1995).

HO*® + H,0, — H,0 + HOy' Equacio 14

Comprovando os efeitos do excesso de H,O, no processo de degradacdo dos
compostos, Hansen e Andersen (2012) analisaram a eficiéncia do processo H,O,/UV para as
concentracdes 10, 30, 60 e 100 mg.L'1 de H;0; na degradacdo de BPA, E2 e EE2 e
conclufram que o aumento da concentracio de H,O, de 10 até 60 mg.L"' foi acompanhada do
aumento da degradacdo dos compostos, porém ao adicionar 100 mg.L" de H,O, os compostos
sofreram reducdo na eficiéncia de degradacio em comparacdo ao valor 60 mg.L™". Outros
estudos mostraram que excesso de peroxido de hidrogénio inibe inversamente a taxa oxidagdo
dos compostos (INCE,1999; MURUGANANDHAM e SWAMINATHAN, 2004; YUE e
LEGRINI, 1992).

Além disso, para as duas concentracdes (3 e 30 mg.L'1 de H,O,) os melhores valores
de degradacdo dos DEs foram encontrados em pH 9. Corroborando com esses resultados,
Frontistis et al. (2015) ao estudarem a eficiéncia do tratamento em pH 3, 5 e 8 na remogado
de100 ug.L" de EE2 observaram que a eficiéncia da remogdo aumentou conforme o aumento
do valor de pH, atingindo remocdes de 92, 82 e 67% para os valores de pH 8, 5 e 3,
respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por Frontistis et al. (2012), onde o
aumento do pH de 5 para 8 fez com que a degradacdo completa do EE2 ocorresse em 5
minutos, ao invés dos 22 minutos necessarios no pH 5, indicando que mudancas no pH podem
afetar a taxa de formacgdo de espécies reativas de oxigénio. Ao contrdrio desses resultados,

Sharma et al. (2015) ao avaliar a degradacdo do BPA (0,22mM) pelo processo H,O,/UV
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variando os valores de pH em 5, 7, 10 e 12, observou que a melhor degradacdo ocorreu na
ordem de pH 5>7>10>12 em 350 minutos de tratamento, justificando esse resultado devido a
ndo acdo da acdo dos fons carbonatos e bicarbonatos, que agem como sequestrantes de
radicais hidroxila em valores 4cidos de pH, aumentando assim a degradagdo
(CAVALCANTE et al., 2005).

Em comparacdo a fotélise UVC, o tratamento UVC/H,0, obteve maior efici€éncia, em
20 minutos de tratamento a remo¢ao do EE2 aumentou de 20 para 100%, a razdo foi que
H,0,/UVC ¢ capaz de gerar rapidamente mais radicais hidroxila sob irradiacio UV do que
apenas UV, o que poderia ser explicado pelas Equacdes 15 — 17 (ZHANG et al., 2010). Hanci
et al. (2014) compararam a eficiéncia na degradacao de 20 mg.L'1 de BPA além da reducdo do
COT a partir dos processos UVC e H,O,/UVC (2,5mM de H;0,) e observaram que a fotdlise
alcancou remoc¢do de 52% de BPA e 10% de COT, enquanto a fotodegradagdao removeu

completamente o BPA, e 85% do COT em 120 minutos de tratamento.

H,O, +hv — 2 *OH Equacao
15

HO® + DEs — Intermedidrios Equacio
16

HO?® + Intermedidrios — CO, + H,0 Equacio
17

Comparado ao tratamento com H,O,/UVA, a eficiéncia de degradacdo aumentou de
35 para 100% em 20 minutos de reacdo, em pH 9 e concentracdo 3 mg.L'1 de H,0,, isso
ocorre porque apesar do H,O, ser fotoreativo em uma faixa de comprimento de onda entre
185-400 nm, os comprimentos de onda ultravioleta de baixa energia (200-280 nm) resultam
em maiores rendimentos de geracdo de radical hidroxila (BRAUN, 1997). Ao comparar a
degradaciao do EE2 pelos processos H,O,/UV utilizando radiacio UVA e UVC, Frontistis et
al. (2015) observaram um aumento da efici€éncia de remoc¢ao de 17 para 47% comparando a
radiacdo UV A com a radiacdo UVC, ap6s 60 minutos de tratamento. A Tabela 16 apresenta o

consumo H,0,/UVC, entre 20% e 28% do oxidante foi consumido durante o processo.

Tabela 16: Consumo de H,O, no processo H;O,/UVC em dgua ultrapura com os DE:s.
Condicoes [H,0,] inicial mg.L'1 Consumido (%)
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3 20
PH S 30 23
3 %)
pH7 30 26
3 23
PHO 30 28

4.2.2. Matriz agua residual

O uso de dgua ultrapura para simular 4guas naturais possui limitacdes, uma vez que
dguas naturais possuem substancias dissolvidas, suspensas e outras substiancias inorganicas
que podem afetar a degradacdo dos DEs estudados (KOUTANTOU et al, 2013; SILVA et al,
2012; XEKOUKOULOTAKIS et al, 2011). O ensaio com agua residual, coletada pods-
tratamento de lodos ativados no decantador secundario, foi realizado com 3mg.L'1 de
H,0,/UVC, variando o valor do pHem 5,7 ¢ 9 e 100 pg.L'1 de cada composto (BPA, E2 e
EE2). Os graficos que apresentam a evolucio da degradacdo do DEs no tempo de tratamento
estdo apresentados na Figura 18.

Os resultados indicam que em 90 minutos de tratamento os compostos atingiram
remocgao finais similares. A Figura 18(a), na qual mostra que E2 e EE2 foram 99% removidos,
enquanto o BPA foi 98% degradado em pH 5. Seguindo o comportamento dos experimentos
realizados em dgua ultrapura, a melhor condi¢dao de degradacao em efluente ocorreu em pH 9
(Figura 18 (c)), quando todos os DEs foram removidos a valores abaixo do limite de
quantificacdo. Resultado semelhante foi encontrado por Polo et al. (2013) ao avaliaram a
remog¢do do BPA (10 mg.L'l) em 4gua residual proveniente de uma estacdo de tratamento de
aguas residuais localizada em Granada, através do processo H,O,/UV (500uM) e observaram

a completa remocao do composto em 90 minutos de tratamento.
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Figura 18: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por H,0,/UVC em dgua residual de estacdo de
tratamento de esgoto (a) pH 5, (b) pH 7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [H,0,] = 3mg.L™;
T=25"C.
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Devido a complexidade da matriz, o tempo de tratamento aumentou de 20 para 90
minutos em relagdo a 4gua ultrapura, adotando condi¢des iniciais experimentais similares
(Figura 16, item 4.2.1.3). A diferenca do tempo de reacdo estd relacionada com a diminuicao

da concentragdo de HO® disponivel para reagir com os compostos € com agente oxidante
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devido a presenga de interferentes como matéria organica dissolvida, turbidez, bicarbonatos e
cloretos que agem como sequestrantes de radicais HO® para formar espécies reativas de
oxigénio, cujo potencial de oxidagdo € inferior ao HO® (SIRTORI, 2010). Cedat et al. (2016)
ao avaliarem a influéncia da matriz aquosa na remocao dos estrogénios E1, E2 e EE2 em 4gua
potdvel e dgua residual pelo processo HoOo/UVC (40 mg.L™") observaram reducio 10% na
degradacdo dos compostos em dgua residual em comparagdo a dgua potdvel. Essa perda de
eficiéncia também foi comprovada por Hansen e Andersen (2012) ao comparar a remocao de
E2, EE2 e BPA em &4gua da torneira e em agua residual, proveniente de uma estacdo de
tratamento de dguas residuais localizada na Dinamarca. O tratamento H,O,/UV (60mg.L'1)
demonstrou reducdo na degradacdo dos trés compostos em dgua residual. Em relacdo ao BPA
a eficiéncia caiu em 23% comparando a degradacdo em dgua da torneira e dgua residual,
enquanto para o E2 e EE2 essa reducgao foi de 15 e 18%, respectivamente.

A caracterizagdo quimica e microbioldgica da dgua residual antes, durante e depois do
tratamento foi realizada para o experimento em pH 9, e estd apresentada na Tabela 17. O
parametro nitrogé€nio total teve um aumento nos primeiros 10 minutos de tratamento e os
valores se mantiveram praticamente constantes até o fim do experimento. Carbono total (CT)
e carbono organico total (COT) tiveram uma redugdo de 37%, indicando que poderia ter
ocorrido mineralizacdo dos compostos durante o processo de fotodegradacdo. Enquanto os
parametros fisico-quimicos restantes mantiveram-se constantes ao longo do experimento.

Hanci et al. (2014) obtiveram resultados semelhantes ao avaliar a remo¢ao de COT
pelo processo H,O,/UVC de uma amostra de BPA (2Omg.L'1) em dgua natural de uma estacao
de tratamento de dgua localizada em Istambul. Em 120 minutos de tratamento a remog¢ao de
COT foi de 45%, entretanto ao alterar a matriz para dgua ultrapura alcangou 85% de remocgao.
Valores de remog¢ao de COT mais baixos foram obtidos por Frontistis et al. (2015), que
observaram uma remoc¢ao inferior a 10% na dgua residual, coletada numa estacdo de
tratamento na Grécia, em presenca de EE2 (100 ug.L™") para o tratamento H,0,/UVC.

A eficiéncia da desinfeccdo por meio do processo H,O,/UVC foi realizado pela
quantificacdo de E. coli e coliformes totais na 4gua residual. Os resultados indicaram a
remogao total de ambos os pardmetros nos primeiros minutos do processo, indicando que o
processo H,O,/UVC ¢ eficiente tanto para degradacao de DEs como para desinfec¢do de dgua

residual.
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Tabela 17: Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados nos tempos 0, 10, 45 e

90 minutos de tratamento H,O,/UVC em agua residual.

t=0 t=10min t=45min t=90 min
Carbono orgénico total
20,31 18,23 15,89 12,83
(COT)
Cloreto 53 53 53 54
Nitrito 0,4 0,4 0,4 0,4
Parametros fisico- :
quimicos Nitrato 1,2 1,6 1,6 1,3
(mg.L™" Fosfato 1.2 1,1 1.3 1,3
Sulfato 21 21 21 21
Parametros
Microbio](’)gicos Coliformes totais 50,5 x 10* 0 0 0
(ndmero mais
provdvel) Escherichia Coli 17,05 x 10* 0 0 0

No presente estudo, o consumo de H,O, apds diferentes tratamentos esta apresentado
na Tabela 18, que demonstra que esse foi parcialmente consumido apesar das altas remog¢des
dos compostos atingidas. Esses valores sdao maiores do que encontrados por Hansen e
Andersen (2012), que realizaram experimentos e observaram consumo 21% de H,O,

(concentracdo inicial de 60 mg.L™") em dgua potavel e 11% de dguas residuais.

Tabela 18: Consumo de H,O; no processo H,O,/UVC em dgua residual

Condicoes [H,0-] inicial mg.L'1 Consumido (%)
pHS 3 29
pH7 3 31

pH 9 3 31,5
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4.2.3. Ensaio in vitro YES

O Ensaio in vitro YES foi realizado para a condi¢do de tratamento que resultou em melhores
remogoes dos desreguladores BPA, E2 e EE2, variandoopHem 5,7 e 9.

As andlises foram realizadas a partir de uma solu¢do 100 pg.L"' de cada composto
(BPA, E2 e EE2) em 4gua ultrapura com 3 mg.L'1 de H,0O; e radiacio UVC. As amostras
foram analisadas imediatamente antes do experimento (tempo 0), apés 5 e 20 minutos de

tratamento.

4.2.3.1. Controle positivo 17 p-estradiol

Foi obtida uma curva dose-resposta do controle positivo 17 B-estradiol, produzida na
faixa de 2724 a 1,33 ng.L"". O limite de deteccio do ensaio foi de 10 + 3 ng.L™" e o limite de
quantificacdo 30 + 10 ng.L"' (Figura 19). A média do CEs, do controle positivo foi de 53,5
ng.L", enquanto a média do CEsy do BPA e EE2 foi de 73251,9 ngL"' e 42,7 ngL’,
respectivamente. A poténcia relativa do BPA, E2 e EE2 foi de 7X10'4; 1 e 1,25,

respectivamente.

Figura 19: Curva dose-resposta do controle positivo 173-estradiol no ensaio YES.
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4.2.3.2. Determinacio da atividade estrogénica durante processo H,O,/UVC

Andlises bioldgicas e quimicas sdo de grande importincia nesse trabalho, pois fica
evidente que a reducdo da atividade estrogénica ocorreu devido a remog¢ao dos desreguladores
enddcrinos e que subprodutos formados durante a fotodegradagdo nao apresentaram atividade
estrogénica, como pode ser visualizado na Figura 20. A Figura 20 mostra os valores de
equivalente 17 B-estradiol (EQ-E2) encontrados para cada tempo de tratamento analisado, de

acordo com o pH. O Anexo 2 mostra as curvas dose-resposta dos experimentos de acordo

com cada pH.

Figura 20: Valores de EQ-E2 (ug.L'l) em 0, 5 e 20 minutos de tratamento H,O,/UVC;
condigdes iniciais: [H,O,] = 3 mg.L'l, pHS5,7e9.
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Os resultados demonstram que a mistura aquosa de BPA, E2 e EE2 (100ug.L" de cada
composto) apresentaram atividade estrogénica, no valor de 265 + 6 ug L. Apés 5 minutos de
tratamento, o valor de EQ-E2 foi reduzido para 17,62 + 1,2 pg/LL em pH 5, para 2,13 £+ 0,10
pg.L'l no experimento realizado em pH 7 e abaixo do limite de detec¢do para pH 9. A
remo¢ao da atividade estrogénica foi comparativamente maior do que a remogdo dos
compostos, como pode ser observado pela Figura 16, item 4.2.1.3 que monstra a remo¢ao dos

compostos por tempo, nos experimentos em pH 5 e 7 apds 5 minutos de tratamento os
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compostos foram parcialmente removidos (76 e 70% para pH 5 e 7, respectivamente),
enquanto a remocao da atividade estrogénica foi de 94 e 99% para pH 5 e 7, respectivamente.
Dessa maneira a atividade estrogénica foi parcialmente removida, em pH 9 os compostos
foram removidos abaixo do limite de quantificacdo do método, resultando em valores de
atividade estrogénica abaixo do limite de deteccdo. Em 20 minutos de tratamento (figura 16),
os compostos foram removidos abaixo do limite de quantificacdo, resultando em valores de
EQ-E2 igualmente abaixo do limite de deteccdo do ensaio in vitro YES, demonstrando a
eficiéncia do tratamento para remocdo dos compostos avaliados e ndo formacdo de
subprodutos estrogénicos. A atividade estrogénica de um composto ou mistura € analisada
através da comparacdo entre a estrutura quimica do 17p-estradiol com a estrutura quimica do DE,
destacando o grupo fendlico, que se liga ao receptor de estrogénio, traduzindo-se na ocorréncia de
estrogenicidade (BIRKETT e LESTER, 2003; KIDD et al., 2012). Dessa maneira a redugdo da
atividade estrogénica das amostras demonstra que ocorreu clivagem ou mineralizacdo do grupo
fendlico, comum nos trés compostos em andlise (BPA, E2 e EE2), isso se justifica pela facilidade
do anel aromditico em sofrer substituicdes eletrofilicas, fazendo assim com que o fenol seja
altamente suscetivel a oxidacao por radicais hidroxila (MORAES E AZEVEDO, 2010).

Comparando os resultados obtidos nesse estudo com os de Rosenfelt et al. (2007),
temos a redugdo de 100% de atividade estrogénica pelo processo H,O,/UVC (5 mg.L'1 de
H,0,) na degradagdo de E2 (3ug.L") utilizando uma energia de 500 mJ cm™. Zhang et al.
(2010) obtiveram resultados similares, com 95% de reducdo da atividade estrogénica apds 40
minutos de tratamento de EE2 (2,63 mg.L") em dgua ultrapura na presenca de 5 mg.L"' de
H,0,/UVC e pH 6,8. Ainda coincidindo com esses valores, Linden et al. (2007) avaliaram a
reduc¢do da atividade estrogénica de uma solu¢do de dgua ultrapura contendo EE2 (1x 10" M)
na presenca de 5 e 10 mgL"' de H,O, e concluiram que atividade estrogénica foi
completamente reduzida para os dois valores de H,O, investigados, usando uma energia UV
de 200 mJ.cm™.

A atividade estrogénica do BPA (20 mg.L™") foi reduzida em 5 minutos de tratamento
em niveis nao detectdveis apds tratamento H,O,/UVC em &gua ultrapura (HANCI et al,
2014). Outros trabalhos obtiveram resultados semelhantes para diminui¢do da atividade
estrogénica paralelamente a degradacio do BPA (CHEN et al., 2006; NEAMTU e
FRIMMEL, 2006; FRONTISTIS et al., 2011).

Ja em dgua residual, Cedat et al. (2016) compararam a eficiéncia de reducdo da
atividade estrogénica utilizando duas concentracdes de H,O (30 e 50mg.L") em uma mistura

contendo E1, E2 e EE2 (5 uM) ap6s processo H,O,/UVC a 1000mJ.cm™. Para as duas
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concentracdes de H,O, estudadas, a remocdo da atividade estrogénica foi maior do que 90%,
indicando que além da eficiéncia de remoc¢do dos compostos o tratamento ndo formou
subprodutos estrogénicos. Esses resultados foram melhores do que os encontrados por Chen
et al. (2007) com a reducdo de cerca de 80% da atividade estrogénica de uma mistura de E2
(200 ng.L'l) e EE2 (1000 ng.L™") em dgua superficial nas condi¢des de [H,O,] = 10 mg.L" e
1000 mJ.cm™.

4.2.4. Ensaios Ecotoxicolégicos

As multiplas transformacdes que ocorrem nos POAs nem sempre sdo conhecidas, logo
para garantir a eficiéncia de um processo € necessdrio avaliar a toxicidade dos subprodutos
gerados ao longo do processo. A toxicidade cronica de uma solucdo 100 pg.L™' de cada DE
em 4gua ultrapura, foi avaliada por ensaios com os organismos testes Raphidocelis
subcapitata e Ceriodaphnia dubia antes, durante e ap6s os experimentos H,O,/UVC ([H,0,]

= 3mg.L'1, pH9) em 0, 5 e 20 minutos de tratamento.

4.2.4.1. Organismo-teste alga Raphidocelis subcapitata

A Figura 21 apresenta a contagem de células para cada ml da cultura apds 72 horas
de ensaio. A mistura aquosa de BPA, E2 e EE2 apresentou estimulo de crescimento das
células, o que segundo Li et al. (2017b) se deve a presenca de BPA na solu¢do que funciona
como agente estimulante. Em 5 minutos de tratamento também foi observado estimulo de
crescimento, entretanto menor do que antes do tratamento pois a concentracio de BPA
disponivel era menor (Figura 16 (c), item 4.2.1.3), tendo em vista que os compostos foram
parcialmente degradados. Ao fim do tratamento, em 20 minutos, a cultura de células
apresentou inibicdo de 42% no crescimento, isso pode ser explicado pela formacgdo de

subprodutos toxicos ao organismo teste avaliado.
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Figura 21: Resultados dos testes de toxicidade cronica com Raphidocelis subcapitata durante

a fotodegadacdo H,O,/UVC; condicdes iniciais: [H>O;] = 3mg.L’1, pH 9.
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4.2.4.2. Organismo-teste Ceriodaphnia dibia

Os organismo-testes apresentaram elevada sensibilidade a mistura de compostos
avaliados antes do tratamento, a solucdo com 100 ug.L"' de cada composto levou a morte de
60% dos organismos no terceiro dia de ensaio e ao quarto dia a 100% dos organismos. Isso
pode ser explicado pelo efeito sinérgico dos compostos BPA, E2 e EE2, uma vez que estes
compostos quando analisados isoladamente em outros estudos apresentam valores de CEs
proximos ao utilizado neste trabalho (SPADOTTO et al. 2017; JUKOSKY et al. 2008;
JASER et al. 2003). Para as amostras durante e pds tratamento (t = 5 e 20 minutos), a
mortalidade dos organismos atingiu 100% ao terceiro dia de ensaio, o que pode evidenciar a
formacdo de compostos téxicos oriundos do processo H,O,/UVC. Desta forma, a andlise
cronica de reprodugdo desta espécie nao pode ser feita por ter aparecido um efeito agudo no
periodo inicial do ensaio.

Os resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos indicam a importancia de realizacio
conjunta desse ensaio com a andlise de atividade estrogé€nica, uma vez que O processo
H,0,/UVC foi eficiente da remocao, mineralizacdo, desinfec¢do e eliminacdo da atividade

estrogénica, porém gerou subprodutos toxicos para os organismos analisados.
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4.3. Degradacao dos desreguladores enddcrinos por CI/UV

4.3.1. Matriz agua ultrapura

A degradacio dos DEs BPA, E2 e EE2 por CI/UV na concentracio de 100 pg.L"' de
cada composto em dgua ultrapura foi realizada a partir do Hipoclorito de s6dio 5%, resultando
em concentracdes de 1 e 2 mg.L™" de cloro livre na auséncia de radiacdo, sob radiacdo UVA e

UVC e diferentes pH (5, 7 e 9).

4.3.1.1. Auséncia de radiacao

A partir de uma solucio contendo 100 pug.L"' de BPA, E2 ¢ EE2 foram realizados
ensaios em presenca do agente oxidante cloro na auséncia de radiacdo ultravioleta durante 30
minutos. As Figuras 22 e 23 apresentam os resultados obtidos na presenca de 1 e 2 mg.L" de
cloro livre, respectivamente para os valores de pH 5, 7 e 9.

A Figura 22 (a) mostra que a degradacao dos compostos foi de 78% no pH 5. A
melhor condigdo de ensaio foi obtida na concentracio 2 mg.L"' de cloro em valor de pH 7,
onde em 30 minutos de reacdo todos os compostos atingiram 97% de remog¢do, consumindo
metade da concentracdo de cloro total disponivel. As Figuras 22 e 23 demonstram ainda que
melhores remogdes sdo obtidas em pH neutro, seguidas pelo pH 5 e posteriormente pH 9. Isso
ocorre devido a dissociagdo do 4cido hipocloroso em anions de hipoclorito, como apresentado
pela Equacao 18. No ensaio em pH 7 a espécie dominante é o dcido hipocloroso, que possui
maior rendimento quantico e menos efeito sequestrante de radical HO* do que o anion
hipoclorito, fazendo com que a maior eficiéncia de tratamento seja alcancada em pH neutro e
com tendéncia de diminuicdo em pH bésicos (MORRIS, 1966; DEBORDE E VON
GUNTEN, 2008; NOWELL e HOIGNE, 1992).

HOCI «» CIO" + H" Equacdo

18
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Figura 22: Degradacido de BPA, E2 e EE2 por cloragdo em dgua ultrapura (a) pH 5, (b) pH 7
e (c) pH 9; condig¢des iniciais: [Cl] =1 mg.L'l; T=25°C.
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Figura 23: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por cloragdo em 4gua ultrapura (a) pH 5, (b) pH 7
e (c) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] =2 mg.L™; T=25°C.
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Alum et al. (2004) estudaram o processo de cloragao para BPA, E2 e EE2 (100nM) em
dgua ultrapura e pH 7,5. Em presenca de 1 mg.L™" de cloro, os estrogénios E2 e EE2 foram
removidos abaixo do limite de detec¢do, enquanto o BPA sofreu 92% de degradacido apds

uma hora de reacdo. Em testes complementares, foi avaliada a degradacdo dos compostos para
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as concentragdes 0,25, 0,50, 1 e 2 mg.L'1 de cloro e ao final de 4 dias de experimento todos 0s
compostos haviam sido removidos abaixo do limite de detecgao.

Resultados similares foram encontrados por Pereira et al. (2013) ao avaliar a
degradacdo do E2 (100ug.L™") em presenca de 1 mg.L" de cloro em dgua de poco, obtiveram
94% de degradacdo em 30 minutos de tratamento e 98% em presenca de 2 mg.L'1 de cloro.
Hu et al. (2003) também estudaram a degradacdo do E2 por cloracdo e relataram que 100% de
E2 (50 mg.L") foi degradada ap6s 10 min de reacdo em pH 7,5 na presenca de 1,30 e 1,46
mg.L'1 de cloro (HU et al., 2003; LI et al., 2012). Outro trabalho para avaliar o processo de
cloracdo foi realizado por Bianchetti (2008) e demonstrou que o EE2 em &agua destilada foi
95% removido por meio da cloracdo em presenca de 3 mg.L'1 de cloro apds 30 minutos de
contato.

Somente a cloracdo € capaz de degradar os compostos devido a estrutura quimica dos
compostos, rica em fendis, que sdo atacados preferencialmente pela molécula seletiva do
cloro (LEE e VON GUNTEN, 2010). Segundo Li et al. (2017a) a degradacdo ocorre
primeiramente pela halogenacdo do anel aromadtico, seguida da clivagem do anel de benzeno
que permite a substituicdio dos dtomos de carbono pelo cloro, formando os compostos
trialometanos e dcidos acéticos halogenados.

Na Tabela 19 pode ser visualizado a porcentagem de consumo de cloro livre para cada
condi¢@o de ensaio, para os valores de remog¢do obtidos nesses experimentos o cloro ndo foi

totalmente consumido em nenhum dos casos.

Tabela 19: Consumo de cloro no processo de cloracdo em dgua ultrapura.

Condicoes [Cloro] inicial mg.L'1 Consumido (%)
pi : S
pi : %
pH ) %
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4.3.1.2. CI/UVA

Esses experimentos foram realizados nas condicdes: concentracio 1 e 2 mg.L”' de
cloro livre, valores de pH 5, 7 e 9, radiacdo UVA em 4gua ultrapura para 20 minutos de
tratamento. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 25 e 26, onde pode-se
concluir que a concentracdo onde ocorre a maior fotodegradacdo foi de 2 mg.L'1 de cloro livre
e pH 7. A Figura 24 mostra que a remog¢@o dos compostos foi de 95, 99 e 94% para os valores
de pH 5, 7 e 9, respectivamente. Enquanto, a Figura 25 mostra que em 20 minutos de
tratamento todos os compostos foram removidos abaixo do limite de quantificacdo do
método.

O aumento da eficiéncia do processo devido ao aumento da concentragdo do agente
oxidante cloro tem sido verificada por muitos autores, Wang et al. (2016) verificaram um
aumento de 57% na cinética da reacdo ao aumentar a concentracdo de cloro de 0,2 para 0,6
mM.

Em comparagdo com a fotdlise utilizando radiagdo UV A e os experimentos realizados
no escuro, esse processo demonstrou maior eficiéncia. Enquanto a fot6lise removeu 28% dos
estrogénios em 120 minutos de tratamento, o ensaio de cloracdo removeu 60% e o processo
Cl/UVA removeu 95% em 20 minutos para concentracio 1 mg.L™' de cloro livre em pH 9. A
maior eficiéncia do processo CI/UVA em relacdo a cloracio e fotdlise ocorre porque apesar
do radical hidroxila ndo ser seletivo e degradar um ampla gama de poluentes rapidamente, o
cloro € mais seletivo, degradando o grupo fenol, em especial, mais rapidamente do que o
HO®. Dessa maneira, o processo CI/UVA combina as vantagens do cloro disponivel na
cloracdo e do radical hidroxila, tornando esse processo mais eficiente que a cloragdo ou
fotdlise, isoladamente. (WATTS e LINDEN, 2007; FANG et al., 2014). Com a Tabela 20
pode ser visualizado a porcentagem de consumo de Cl para os experimentos realizados, em

nenhum dos casos o consumo ultrapassou 47%.
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Figura 24: Degradacao de BPA, E2 e EE2 por CI/UVA em &4gua ultrapura; (a) pH 5, (b) pH 7

e (¢) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] = Img.L™"; T=25°C
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Figura 25: Degradacao de BPA, E2 e EE2 por CI/UVA em &4gua ultrapura; (a) pH 5, (b) pH 7

e (c) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] =2 mg.L"; T=25°C
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Tabela 20: Consumo de Cloro no processo CI/UVA em dgua ultrapura.

Condicoes [Cloro]inicial mg.L'1 Consumido (%)
1 46
PHS 2 45
1 45
pH7 2 47
pH9 1 44
2 44
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4.3.1.3. CI/UVC

h]

Os experimentos utilizando radiacio UVC também ocorreram em presenca de 1 e 2
mg.L" de cloro livre e valores de pH 5, 7 e 9. Os experimentos para degradacio de 100 pg.L™"
de BPA, E2 e EE2 ocorreram em 5 minutos e as coletas realizadas em intervalos de 30
segundos. As Figuras 26 e 27 expressam a remocao de BPA, E2 e EE2 pelo tempo para as
concentracdes 1 e 2 mg.L" de cloro livre, respectivamente. Em todos os experimentos os
compostos foram removidos em concentragdes abaixo do limite de quantificagdo. Para as duas
concentracdes e radiagdes analisadas a maior eficiéncia de tratamento foi alcancada em pH 7,
podendo ser explicado pelo fato da dissocia¢do do dcido hipocloroso em anions de hipoclorito
(pKa 7,5) ser afetado pelo pH, e os rendimentos quanticos de acido hipocloroso a 254 nm em
temperatura ambiente serem muito superiores ao do anion hipoclorito (WATTS e LINDEN,
2007). Além disso, as constantes de velocidade de HOCI com HO® e CI” sdo mais lentos do
que os de OCI, tornando o processo mais lento para valores de pH alcalinos e &cidos.
(CONNICK, 1947; ZEHAVI e RABANI, 1972; JAYSON et al, 1973; MATTEW e
ANASTASIO, 2006).

Os resultados encontrados foram bem semelhantes com os encontrados por Kong et
al. (2016), quando a eficiéncia de degradagdo de Atrazina (ATZ) por CI/UVC aumentou de 40
para 52% com a diminui¢do do pH de 9 para 7, comprovando essa teoria, Xiang et. al (2016)
obtiveram um aumento de 15 para 30% de remog¢ao do Ibuprofeno (IBP) com o aumento do

valor do pH de 6 para 7.
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Figura 26: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por CI/UVC em dgua ultrapura; (a) pH 5, (b)
pH 7 e (c) pH 9; condicdes inicais: [Cl] = 1 mg.L™"; T=25°C

C/Co

C/Co

C/Co

109
' (@)
0.84 w
1\
[\
064 W -e- BPA
5%
“Neu -m- E2
04{ & e
N Yo _ -x- EE2
0.2- R N S~eeo_
e g T~
1.0% ey
(b)
0.841\
‘ \
\e
\
0.6- \‘ -
1 \
\ \
044 \
\
\

0.6

L

W,
0.4 Y

voel
\. _____
0.2- ‘* -
W —— TS~
0.0 : — A
0 2 4

tempo (min)



Figura 27: Degradacao de BPA, E2 e EE2 por CI/UVC em 4gua ultrapura; (a) pH 5, (b)
pH 7 e (c) pH 9; condigdes iniciais: [Cl] = 2mg.L"; T=25"C.
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O processo CI/UVC foi mais eficiente do que a fotodegradagao CI/UVA, ao comparar
a remogdo em 5 minutos de tratamento a 2 mg.L' de cloro livre e pH 5, a concentragio dos
DEs atingiu valores abaixo do limite de quantificacio do método para UVC e 90 e 80% de

remogao para os estrogénios e BPA, respectivamente para radiacio UVA. Isso pode ser

explicado pela maxima absorcdo do BPA, E2 e EE2 no comprimento de onda da radiacdo
UVC (SANTOS, 2016; DE LIZ, 2013).

Kong et al. (2016) avaliaram a remoc¢do de 10 mM de Atrazina (ATZ) em pH neutro
pelo processo de fotdlise e CI/UVC para diversas concentracdes de cloro (20, 50, 70 e 100
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uM). Especificamente, na dosagem UV de 500 mJ/cm?, o processo degradou ATZ em cerca
de 70%, enquanto aproximadamente 40% de ATZ foi removida apenas pela fotdlise.
Diferentemente dos resultados do presente trabalho a eficiéncia de degradacao em Cloro/UV
ndo foi fortemente dependente da concentragao inicial de cloro, especialmente quando o cloro
foi adicionado em concentragdes superiores a 50 mM. Resultados semelhantes foram
encontrados por Fang et al. (2014), ao avaliar a degradacdo do 4cido benzdico por ClI/UVC,
concluiram que para concentragdes acima de 50 mM de cloro livre a remog¢ao dos composto
alvo aumentavam muito lentamente. Entretanto, Rott et al. (2018) concluiram que o aumento
da concentracio do agente oxidante cloro de 1 para 2 mg.L"' aumentou a eficiéncia de
remocdo do BPA de 70 para 80%. A Tabela 21 mostra o consumo de cloro para os

experimentos CI/UVC em &dgua ultrapura.

Tabela 21: Consumo de cloro no processo Cloro/UVC em dgua ultrapura.

Condicoes [Cl]inicial mg.L'1 Consumido (%)
1 51
pH S 2 52
1 50
pH7 2 50
pH9 1 49
2 49

4.3.2. Agua da torneira

O tratamento convencional de uma esta¢do de tratamento de dgua no Brasil passa pelo
processo de cloracdo. Dessa maneira, foram realizados experimentos com a dgua da torneira,
coletada no Centro de pesquisa do trabalhador, Funda¢do Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, sem
adicao de cloro, utilizando apenas o cloro residual livre ja presente na dgua, que apresentou
1,4 mg.L" de cloro livre. Os experimentos foram realizados imediatamente apGs a coleta, no
escuro e na presencga da radiagdo UVC, variando o valor do pH em 5, 7 ¢ 9. Os experimentos
na auséncia de radiagdo duraram 20 minutos e as coletas foram realizadas a cada 2 minutos,
como apresentado na Figura 28, sendo o melhor valor de remocao alcancado em pH 7, com
50% para E2 e EE2 e 46% para BPA, enquanto os experimentos realizados na presenca de
radiacdo UVC apresentados na Figura 29, o tratamento durou 10 minutos, e em pH 5 e 7

atingiu concentragdoes abaixo do limite de quantificagdo do método, enquanto em pH 9
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removeu 99% dos estrogénios € 98% do BPA. Comparando os dois casos (com e sem
radiacdo), os valores de remoc¢ao atingidos em dgua ultrapura foram maiores em comparagao
a agua de torneira. Os valores de remocao relatados s6 foram atingidos devido a legislacdo
brasileira que permite a presenca de até 2 mg.L™' de cloro residual livre em dgua potével

(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Figura 28: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por cloracdo em dgua na torneira (a) pH 5, (b)
pH 7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] = 1,4 mg.L™; T=25°C.

1.0
K. :
0.8 !i*:::%:
I--—-:ff Ny
o 061 \~~..::f_=_—‘_=;=:—:-:~:!
o
(@] -
0.4 -o- BPA
02{ ™ E2
-&- EE2
1.0
".;I (b)
0-8-R \=§\
.\ *“s
. 06 .‘§§§.§\\§ *.—:::::::::::::
3 "R
© 041
0.2-
1.0
T ©
N
0.84 R‘*——O—\-\—:O ------------ °
i — ettt
o 0.6 A
o
O 0.4
0.24
0.0 - ' ' .
Q 15} D D q'Q

tempo (min)



94

Figura 29: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por CI/UVC em 4gua na torneira (a) pH 5, (b)
pH 7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] = 1,4 mg.L™; T=25°C.
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Li et al. (2017a), avaliaram a degradacdo do E2 (0,05 mg.L™") pelo processo de cloracdo
(0,5 m.L" de cloro e pH 6,5) em dgua da torneira alcancando 90% de remogdo em 20 minutos
de tratamento. Foi observado também que o aumento do pH para 7,2 elevou a remocao para
97%. Utilizando uma concentracio de cloro livre (6,1 mg.L™") mais elevada do que o presente
estudo, Sichel et al. (2011) analisaram a remog¢do de dicloflenaco, desetilatrazina e

sulfamexazol por CI/UVC, além de avaliar o comportamento do processo ao adicionar 40
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mg.L'1 de ureia e 100 mgL"' de 4cido citrico, resultando em 46 mg.L'1 de COT. O
diclofenaco e sulfamexazol foram 100% removidos tanto para dgua enriquecida, quanto para
dgua ultrapura, entretanto o desetilatrazina teve sua degradagdo influenciada pela adicao de
matéria organica, reduzindo a degradacdo de 25%, na dgua nao enriquecida para 18% na agua
com adicdo de ureia e &cido citrico. Outro estudo, realizado por Xiang et al. (2016),
compararam a degradacdo de 10 uM de IBP pelo processo CI/UV em &dgua potédvel e dgua
ultrapura na presenca de 100 uM de cloro em pH 7, e observaram que a degradacdo decaiu
9,2 % na agua potavel em relacdao a dgua ultrapura aos 20 minutos de tratamento, os autores
responsabilizaram a reducdo devido a presenca de bicarbonato e matéria organica dissolvida.
A Tabela 22 mostra os niveis de consumo do ClI para os experimentos realizados na cloracdo e
CI/UV na 4gua de torneira, demonstrando que o maior consumo atingiu 30%, em pH 9 na

auséncia de radiacao.

Tabela 22: Consumo de cloro no processo de cloragido e CI/UVC em 4gua da torneira.

Condicoes [Cloro] inicial mg.L'1 Consumido (%)
pHS 1,4 (sem radiagdo) 29
1,4 (com radiacao) 20
pH 7 1,4 (sem radiagdo) 29
1,4 (com radiacao) 20
pHO 1,4 (sem radiagdo) 30
1,4 (com radiacao) 20

4.3.3.Agua residual

Os experimentos com agua residual, coletada pds tratamento de lodos ativados, foi
realizado com 2 mg.L'1 de Cloro, radiacdo UVC, variando o valor do pH em 5, 7 ¢ 9, a
concentracdo inicial dos desreguladores endécrinos (BPA, E2 e EE2) foi de 100 pg.L™".Os
graficos apresentando a evolugdo das concentragdes pelo tempo de tratamento estdo
apresentadas na Figura 30. O experimento durou 90 minutos e as coletas realizadas a cada 5
minutos.

Os resultados indicam que em 90 minutos de tratamento, apenas em pH 7 o tratamento

atingiu valores de remog¢ao abaixo do limite de quantificacdo, em pH 5 e 9 a remocao foi de
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95 e 90%, respectivamente. Devido a complexidade da matriz o tempo de tratamento
aumentou de 5 para 90 minutos em relacdo a dgua ultrapura adotando as mesmas condi¢des

iniciais.

Figura 30: Degradacdo de BPA, E2 e EE2 por CI/UVC em &4gua residual de estacdo de
tratamento de esgoto (a) pH 5, (b) pH 7 e (c) pH 9; condicdes iniciais: [Cl] = 2mg.L™;
T=25°C.
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Rott et al. (2018) ao analisar a remocao de 0,77 pg.L'1 de BPA presente na dgua
residual de uma estagdo de tratamento de dguas residuais na Alemanha pelo processo Cl/UV

alcancou nivel de remocdo de 90% ao utilizar 3 mg.L”" de Cloro e radiacdo 1.0 kWh/m’. O
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mesmo trabalho avaliou a remocdo utilizando 3 mg.L'1 de H,0, e a taxa de remog¢ao diminuiu
para 60%. Para mesmas concentragdes iniciais de cloro, alterando somente a matriz dgua
ultrapura para agua residual, Wang et al (2016) observaram uma diminui¢do de 30% na
cinética da reacdo do processo CI/UV na degradacdo da Carbamazepina. Muitos trabalhos
indicam efeitos inibitérios da matriz dgua residual em tratamentos Cl/UV, considerando a
matéria organica dissolvida como principal sequestrante de agentes oxidantes e extintores de
radicais durante o POA (WANG et al, 2016). Além disso, os materiais dissolvidos na dgua
residual podem causar um efeito de sombreamento, impedindo ou diminuindo a absorcdo de
luz pelo composto-alvo e o agente oxidante (HANSEN E ANDERSEN, 2012).

A caracterizagdo quimica e microbioldgica da dgua residual antes, durante e depois do
tratamento foi realizada somente para o experimento em pH 7 e estd apresentada na Tabela
23. O parametro nitrogénio total apresentou um aumento nos primeiros 10 minutos de
tratamento e posteriormente os valores se mantiveram constantes, os parametros COT e CT
tiveram reducdo de 45%, indicando que ocorreu mineralizacio dos compostos BPA, E2 e
EE2, enquanto os parametros fisico quimicos restantes se mantiveram praticamente constantes
ao longo do experimento. Os parametros microbioldgicos Escherichia Coli e coliformes totais
foram totalmente removidos nos primeiros minutos de anélise.

Wang et al (2016) ao estudarem a influéncia dos parametros cloreto (CI) e carbono
inorganico (CI) sobre o processo de degradacao Cl/UV ndo observou efeitos relevantes do CI,
devido ao fato do CI reagir com HO® rapidamente e gerar HOCI que se ird se dissociar em
HO*® e CI' rapidamente, negligenciando dessa maneira o efeito da adicdo de CI" (JAYSON et
al, 1973; KLANING and WOLFF, 1985; VON GUNTEN, 2003). Por outro lado o CI inibiu
em 3,8% a velocidade da reac@o, uma vez que o HCOj', principal componente do CI, pode
reagir com o HO® e cloro em elevadas taxas, gerando o COj; que é muito menos reativo com o
composto alvo (YANG et al, 2015).

Os estudos de Li et al. (2016) mostraram que o nitrogénio amoniacal reduziu
significativamente a eficiéncia de remoc¢do do E1 e E2 por Cl/UV, as possiveis razdes sao que
o nitrogénio pode transformar rapidamente o cloro em cloramina, cuja capacidade de
oxidac@o é menor do que o cloro, além de diminuir a formacdo de radicais HO®, uma vez o
que a concentracdo de cloro livre foi reduzida. Ademais, o proprio nitrogénio amoniacal pode
ser oxidado em nitrito e nitrato pelo radical HO®, ocasionando maior consumo do principal

agente oxidante responsavel pela degradacao dos poluentes organicos (ZHANG et al, 2015).
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Tabela 23: Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos analisados nos tempos 0, 10, 45 e
90 minutos de tratamento ClI/UVC em 4gua residual.

t=0 t=10min t=45min t=90 min

Carbono orgénico total

21,31 17,37 13,92 11,83
(COT)
Cloreto 53 54 55 57
Parametros fisico- Nitrito 0.4 0.3 0.4 0.4
quimicos Nitrato 1,2 1,3 1,2 1,2
-1
(mg.L"™) Fosfato 12 12 13 13
Sulfato 21 25,8 32,4 31,1
Parametros . . 50,5x 10° 0 0 0
. . o . Coliformes totais
Microbiologicos
(niimero mais
provvel) Escherichia Coli 17,05x 10* 0 0 0

O consumo de cloro livre apds diferentes tratamentos estd apresentado na Tabela 24,

que demonstra que esse foi parcialmente consumido apesar dos altos valores de degradagdo

atingidas.

Tabela 24: Consumo de Cloro no processo CI/UV em 4gua residual.

Condicoes [Cloro] inicial mg.L'1 Consumido (%)
pH S5 2 34
pH7 2 34

pH 9 2 32
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4.3.4. Ensaio in vitro YES

Embora a reducdo dos compostos originais seja o objetivo especifico, também ¢&
necessario examinar o potencial estrogénico das solugdes tratadas que podem conter
subprodutos com atividade estrogénica. O Anexo 3 mostra as curvas dose-resposta dos

experimentos de acordo com cada pH.

O Ensaio in vitro YES foi realizado com a amostra obtida na melhor condi¢dao de
tratamento determinada nesse estudo, isto é, a partir de uma solu¢io 100 pg.L"' de cada
composto em 4gua ultrapura na presenca de 2 mg.L'1 de cloro, radiacdo UVC, variando
apenas o pH (5, 7 € 9). As amostras foram coletadas antes do tratamento (tempo 0), durante
(2,5 minutos) e ap6s (5 minutos). Os valores de EQ-E2 (ugL'l) obtidos ao longo do

tratamento estdo expressos na Figura 31.

Figura 31: Valores de EQ-E2 (pg.L'l) em 0, 2,5 ¢ 5 minutos de tratamento Cl/UVC;
condigdes iniciais: [C1] =2 mg.L"', pH 3,7 ¢9.
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Imediatamente antes do experimento (tempo 0) observa — se a atividade estrogénica no
valor de 265 + 6 ug.L"' de EQ-E2. Em 2,5 minutos de experimento somente a amostra em pH
9, embora com consideravel reducdo, ainda apresentou atividade estrogénica no valor de 0,87
+0,12 ug.L"". Apés 5 minutos de tratamento, todos os compostos foram removidos abaixo do
limite de quantificacdao (Figura 28, item 4.3.1.3) e atividade estrogénica também foi reduzida
para valores abaixo do limite de deteccao do método, mostrando que o tratamento foi eficiente
na remocao dos compostos e nao formagdo de subprodutos estrogénicos.

Wu et al. (2009) sugeriram que a atividade estrogénica dos DEs € reduzida quando

passam pelo processo de cloracdo (sem radiacdo), isso ocorre porque o anel fendlico é
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preferencialmente oxidado pelo cloro, reduzindo consequentemente a atividade estrogénica
(LEE et al, 2004). Rott (2018) observou reducao de 80% da atividade estrogénica total de uma
amostra de desreguladores endécrinos BPA e NP pés tratamento CI/UVC (3 mg.L™" de cloro)
em 4gua residual oriunda da Estacdo de tratamento municipal na Alemanha. Li et al (2016) ao
analisarem a reducdo da atividade estrogénica do E2 (500 p g.L'l) em agua ultrapura e dgua
residual pelo processo CI/UVC observaram redugdo da atividade estrogénica de 97,2 e 78,3%,
respectivamente em 5 minutos de tratamento com 10 mg.L™" de cloro.

Muitos estudos investigaram os efeitos do tratamento com Cl/UV na remog¢do de
compostos organicos € na formacdo de subprodutos de desinfeccio que podem imprimir
riscos (ZHANG et al., 2015; WANG et al, 2015; NAM et al, 2015), mas nao houve relatos de

remocgao de estrogénios e formacao de subprodutos estrogénicos.

4.3.5. Ensaios Ecotoxicolégicos

Os ensaios de toxicidade cronica para fotodegradacdo CI/UV foram realizados para
melhor condicdo de tratamento, ou seja, utilizando dgua ultrapura, concentracio 2 mg.L"' de

cloro, radiagdo UVC e pH 7. Os tempos analisados foram: 0; 2,5 e 5 minutos de tratamento.

4.3.5.1. Organismo alga Raphidocelis subcapitata

A Figura 32 mostra o crescimento da cultura de células utilizada no ensaio apds 72
horas para o controle, tempo 0, 2,5 € 5 minutos de tratamento. O ensaio crénico com 0
organismo-teste Raphidocelis subcapitata para fotodegradacdo Cl/UV apresentou forte
inibicdo no crescimento de células em ambos os tempos de tratamento analisados quando
comparados ao controle. A formagao de compostos intermedidrios, como organoclorados,
podem ter ocasionado alta toxicidade observada (SOUISSE et al. 2013), atingindo uma
inibicdo de 91% e 98% do crescimento das células expostas. Na amostra de mistura antes do
tratamento foi observado um estimulo do crescimento das células, sendo este fendmeno
explicado pela presenca do BPA, que funciona como agente estimulante ao crescimento das
algas nesta concentracdo (LI et al. 2017b). No entanto, o estimulo do crescimento ndo pode
ser encarado como um fator positivo, visto que o excesso de algas em ambientes naturais pode

ocasionar um desequilibrio ecoldgico.
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Figura 32: Resultados dos testes de toxicidade cronica com Raphidocelis subcapitata durante

a fotodegadacio Cl/UVC; condigdes iniciais: [Cl] =2 mg.L", pH 7.
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4.3.5.2. Organismo Ceriodaphnia dubia

Os ensaios cronicos realizados com organismo-teste Ceriodaphnia dubia
demonstraram grande sensibilidade dos organismos aos compostos analisados, uma vez que a
amostra de mistura antes do tratamento Cl/UV ocasionou mortalidade de 60% dos organismos
ao terceiro dia de ensaio e de 100% ao quarto dia. Tal fato pode ser justificado pelo efeito
sinérgico dos compostos E2, EE2 e BPA, pois estes mesmos compostos quando analisados
isoladamente em outros estudos apresentam valores de ECsy proximos ao utilizado neste
trabalho (SPADOTTO et al. 2017; JUKOSKY et al. 2008; JASER et al. 2003). Para as
amostras pds tratamento, a mortalidade dos organismos atingiu 100% ao terceiro dia de
ensaio, o que pode evidenciar a formacdo de compostos téxicos oriundos do cloro durante o
tratamento com UV (Manar et al. 2012), como os trialometanos que sdo estudados ha décadas
e estdo presentes como subprodutos em muitos tratamentos de dgua clorada (ROCK, 1977).
Desta forma, a andlise cronica de reproducdo desta espécie ndo pode ser feita por ter

aparecido um efeito agudo no periodo inicial do ensaio.
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A Tabela 25 apresenta as eficiéncias de remog¢ao de cada composto (BPA, E2 e EE2)

pelos processos oxidativos investigados.

Tabela 25: Eficiéncias de remocao dos DE pelos processos de fotdlise, H,O,/UV e CI/UV.
Matriz Processo Condig¢des BPA (%) E2 (%) EE2 (%) Tempo
(min)
Fotodlise pHS 18 28 28
UVA 120
Fotdlise pHS 70 89 &9
UvC
[H,0,] =3mg.L"; pH 5 40 47 47
[H,0,] =3mg.L"; pH 7 46 50 49
[H,0,] =3mg.L"'; pH9 58 60 60 120
H,0,/UVA | [H,0,] =30mgL";pH5 38 42 42
[H,0,] = 30mg.L"'; pH 7 40 42 42
[H,0,] = 30mg.L"; pH 9 48 50 50
[H,0,] =3mg.L"; pH 5 100 100 100
[H,0,] =3mg.L"; pH 7 100 100 100
[H,0,] =3mg.L"; pH 9 100 100 100 20
Agua ultrapura | H,0,/UVC | [H,0,] =30mg.L"; pH 5 94 96 956
[H,0,] = 30mg.L"; pH 7 95 96 96
[H,0,] = 30mg.L"; pH 9 97 97 97
[Cl] = Img.L"; pH S 78 78 78
[Cl] = Img.L"; pH 7 81 81 82
Cloragao [Cl] = 1mgL"; pH9 60 60 60
[Cl]=2mgL";pH 5 81 81 81 30
[Cl] =2mg.L"; pH 7 97 97 97
[Cl] =2mg.L"; pH 9 68 68 68
[Cl] = Img.L"; pH 5 95 95 95
[Cl] = Img.L"; pH 7 99 99 99
CI/UVA [CI] = Img.L""; pH 9 94 94 94
[Cl] =2mg.L"; pH 5 100 100 100 20
[Cl] =2mg.L"; pH 7 100 100 100
[Cl]=2mg.L"; pH9 100 100 100
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Continuacao da Tabela 25: Eficiéncias de remog¢do dos DE pelos processos de fotdlise,

HzOszV e CI/UV.

Matriz Processo Condig¢des BPA (%) E2 (%) EE2 (%) Tempo
(min)
Agua ultrapura [Cl]= Img.L"; pH 5 100 100 100
[Cl]= Img.L"; pH 7 100 100 100
Cl/UVC [Cl]= Img.L"; pH9 100 100 100 5
[Cl] =2mgL";pH 5 100 100 100
[Cl] =2mg.L"; pH 7 100 100 100
[Cl] =2mg.L"; pH 9 100 100 100
[Cl]=1,4mgL";pH5 42 42 42
Cloragio [Cl]=14mgL";pH7 46 50 50 20
Agua da [Cll=1,4mgL"';pH9 40 40 40
torneira [Cl]=1,4mgL";pHS5 100 100 100
Cl/UvVC [Cl]=1,4mgL";pH7 100 100 100 10
[Cl]=1,4mgL";pH9 98 99 99
H,0,/UVC | [H;0,]=3mgL";pH5 98 99 99
[H,0,] =3 mg.L"; pH7 99 100 100 90
Agua residual [H,0,] =3 mg.L"; pH9 100 100 100
Cl/UVC [Cl]=2mgL";pHS5 95 95 95
[Cl]=2mgL";pH7 100 100 100 90
[Cl]=2mgL"; pH9 90 90 90

Ao comparar a eficiéncia na degradacdo de 100 uM de Ibuprofeno (IBP), em pH 6
pelo processo CI/UVC e H,O,/UVC, Xiang et al. (2016) relataram que o composto foi 58%
removido por CI/UV, enquanto pelo processo H;O,/UV essa remocao foi de
aproximadamente 23%, em 5 minutos de tratamento.

Um estudo realizado por Sichel et al. (2011) comparou a efici€ncia dos processos
fotdlise, H,0,/UV (5mg.L"' de H,0,) e C/UV (1 mg.L" de Cl,), em 4gua da torneira,
utilizando uma lampada de baixa de pressdao de 80 W na degradacdo de EE2, Diflofenaco,
carmabazepina, benzotraizol, toliltriazol, Sulfametoxazol, desetilatrazina e lopamidol (1 pg.L’
' de cada composto). O EE2 foi completamente degradado pelo processo CI/UV, 95%
removido pelo processo HyO,/UV, enquanto a fotélise ndo resultou em valores significativos
de remocao, os compostos Benzotriazol, toliltriazol e iopamodiol, sulfametoxazol, mostraram

degradacao semelhante, na ordem ClI/UV> H,0,/UV> UV, ja desetilatrazina e carbamazepina
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foram removido melhor com H202/UV> Cl/UV> UV finalmente o diflofenaco foi totalmente

removido pelos processos HyO,/UV e CI/UV e alcancou 60% de remocao por fotdlise.
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5. CONCLUSAO

Os processos oxidativos avancados CI/UV e H,O,/UV foram eficientes na remocao dos
desreguladores enddcrinos BPA, E2 e EE2 sob diferentes condicdes experimentais,
apresentando diferentes eficiéncias de remocao.

O processo de fotdlise apresentou eficiéncia reduzida na degradacdo dos compostos
avaliados, apresentando em média 25% de degradacdo para radiacio UVA e 85% para
radiacdo UVC em 120 minutos.

A fotodegradacao H,O,/UV em 4gua ultrapura obteve melhor remocao na concentracao 3
mg.L'1 de H,0,, sob radiagdo UVC e pH 9, atingindo valores de remo¢do abaixo do limite de
deteccao para todos DEs em 10 minutos de processo, enquanto os experimentos realizados no
escuro nao apresentaram remocao significativa. Além disso, o processo H,O,/UVC foi capaz
de remover, abaixo do LQ, todos os DEs em &4gua residual de tratamento de esgoto em 90
minutos e simultaneamente promoveu a remocdo de E.coli e coliformes totais em 10 minutos
de processo. O ensaio in vitro YES revelou que durante o processo H,O,/UVC os possiveis
subprodutos formados ndo apresentaram atividade estrogénica. Por outro lado, os ensaios de
toxicidade com os organismos-teste Ceriodaphnia diibia e Raphidocelis subcapitata
demonstraram aumento da toxicidade durante o processo H,O,/UVC.

A cloragdo foi capaz de remover os DEs em 30 min em pH7, 2 mg.L"' de cloro livre em
dgua ultrapura, quando aplicado CI/UV A para as mesmas condi¢des a degradacdo ocorreu em
5 minutos e em 2 minutos para CI/UVC. Na dgua de torneira esse processo contou com 1,4
mgL" e removeu 40% dos desreguladores em 20 minutos quando nio foi utilizada radiacdo e
100% em 5 minutos no processo CI/UVC. A remocao dos compostos foi mais lenta em dgua
residual de tratamento de esgoto, necessitando de90 minutos e foi acompanhada da
desinfeccdo de Escherichia coli e coliformes totais em apenas 10 minutos de tratamento. O
ensaio in vitro YES mostrou que os subprodutos formados durante o processo CI/UVC nao
apresentaram atividade estrogénica. Entretanto, os testes ecotoxicoldgicos com Ceriodaphnia
diibia e Raphidocelis subcapitata demonstraram aumento da toxicidade ao longo do processo
CI/UVC.

Os ensaios ecotoxicoldgicos foram eficientes para avaliar da toxicidade cronica dos
desreguladores e seus subprodutos formados, antes e apds os experimentos. O organismo-
teste Raphidocelis subcapitata apresentou estimulo ao crescimento antes dos tratamentos e

inibicdo do crescimento ao fim dos dois processos. O organismo-teste Ceriodaphnia diibia
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apresentou grande sensibilidade aos compostos, € no quarto dia de ensaio nenhum organismo

exposto a amostra antes do ensaio havia sobrevivido.
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SUGESTOES FUTURAS
* Analisar os subprodutos formados pelo processo oxidativo avancado Cl/UV e
H,0,/UV

e Avaliar o comportamento de cada composto separadamente e em dupla para os
processos oxidativos avangados C1/UV e H,0,/UV

* Avaliar a toxicidade dos processos através de outros organismo-testes € na matriz dgua
residual
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ANEXO I - Protocolo de preparagdo das solugdes do ensaio in vitro YES

Preparacio da solucido de Meio Minimo

A soluc@o de meio minimo foi preparada misturando-se os seguintes reagentes em 1 L

de 4gua ultrapura:

* 13,61 g de KH2PO4

* 1,98g (NH4)2SO4

* 4,2g de KOH peletes

*0,2g de MgS0O4

* 1 mL de solucdo de Fe2(S0O4)3 (40 mg/50 mL de dgua ultrapura)
* 50 mg de L-leucina

* 50 mg de L-histidina

* 50 mg de adenina

* 20 mg de L-arginina-HCl

* 20 mg de L-metionina

* 30 mg de L-tirosina

* 30 mg de L-isoleucina

* 30 mg de L-lisina-HCl

* 25 mg de L-fenilalanina

* 100 mg de L-4cido glutamico
* 150 mg de L-valina e

* 375 mg L-serina

Preparacao da solucao de Vitamina

A solucdo de vitamina foi preparada pela adicao dos seguintes reagentes em 180 mL

de dgua:
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* 8 mg de tiamina

* 8 mg de piridoxina

* 8 mg de pantetonato de cdlcio

* 40 mg de inositol e

* 20 mL de solugdo de biotina (2mg/100 mL 4gua)

Preparacao da solucao de Glicose

A solugdo de glicose foi preparada a 20% m/v (20 g de glicose diluidos em 100 mL de
agua ultrapura).

Preparacao da solucao de Acido L-aspartico

A solucdo de 4cido L-aspartico foi preparada na concentragdo de 4 mg.mL-1, com

dgua ultrapura.

Preparacao da solucio de L-Treonina

A solugao foi preparada na concentracao de 24 mg/mL (600 mg/25 mL) de L-treonina

em agua ultrapura.

Preparacao da solucao de Sulfato de Cobre (II)

Uma solucdo de 20mM (0,5 g/100 mL) de sulfato de cobre (II) foi preparada com agua

ultrapura.

Preparacao da solucao de CPRG

A solucdo de CPRG foi ser preparada na concentracdo de 10 mg/mL com agua
ultrapura e armazenada a 4°C em frascos de vidro esterilizados e cobertos para evitar a

passagem da luz.

Preparacao do meio de cultivo

O meio de cultivo € preparado no dia do ensaio, a partir da mistura de 5 mL de
glicose, 1,25 mL de 4cido L-aspartico, 0,5 mL de vitamina, 0,4 mL de L-treonina, 125 pL de

sulfato de cobre e 45 mL de meio minimo.



ANEXO 2: Curvas dose-resposta das amostras de tratamento H,O,/UV
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ANEXO 3: Curvas dose-resposta das amostras de tratamento Cl/UV
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