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RESUMO

SILVA, P. R. M. DA.Remocéao de atividade estrogénica do hormonio +stradiol em
processos de oxidacdo de aguas para abastecimer2013. 98 pDissertacdo (Mestrado) —
Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universida&idé?aulo, Sdo Carlos, 2013.

Muitos oxidantes quimicos reativos acarretam néurapde estruturas moleculares complexas
de varios tipos de compostos organicos decomposdera estruturas mais simples e
propiciando condi¢cdes melhores para uma efetiva dgdmicro-organismos na degradacao
biolégica. A presenca de hormonios, entre elesekiradiol, em estacdes de tratamento de
esgoto e em aguas subterraneas e superficiaisaresiecessidade de uma avaliagdo dos
processos de tratamento convencionais. O objetgtedrabalho foi a andlise e remocao de
hormonios através de técnicas de cloracdo e ozdiuzde amostras reais de dguas de saida
de filtro de estac¢Bes de tratamento de agua (EDpsyadas pelo Servico Autdbnomo de Agua
e Esgoto (SAAE) de Séo Carlos (ETA Centro), quaacdguas dos ribeirdo Feijao e coérrego
Espraiado e pela Sociedade de Abastecimento de Agbaneamento S/A (SANASA) de
Campinas (ETAs 3 e 4), que capta aguas do rio itibRoram realizados ensaios
contaminando-se as amostras corfi-&gtradiol, que é o hormo6nio natural mais preseate
meio ambiente, em concentracdo de 6.000 hgsubmetendo-se tratamento com dosagens
em torno de 0,5 e 2,0 mgtldesses oxidantes, em tempos de contato de, riespeente, 10

e 30 min. As amostras submetidas a contaminacdatamiento e as de controle (sem
contaminagcdo e tratamento) foram analisadas atrdaéemocdo do PBrestradiol com a
verificacdo da atividade estrogénica das amostwasepsaios de Sistema de Expressao de
Estrogénio Induzida por Levedura BioluminescenteY(BS), que apresentou-se como uma
ferramenta simples. Os resultados apresentados trabtlho demonstram que a oxidagao
por ozbnio se mostrou mais eficiente do que agpefacloro para a remocéo da atividade
estrogénica causada, Unica e exclusivamente, p@eestradiol para uma dosagem inicial
desse horménio relativamente alta (6.000 Hp.LTodavia, em todos os ensaios a
concentracdo final da atividade estrogénica perognecima do limite de quantificacao
desses hormonio, indicando que a remocdo ndo foipleta, mesmo em condi¢cbes
favoraveis, isto é, matriz limpa, com padrdes de&ltidade para os parametros fisico-
quimicos.

Palavras-chaves: B7Estradiol, Oz6nio, Cloro, Atividade Estrogénicd, ¥ES.






ABSTRACT

SILVA, P. R. M. DA. Removal of estrogenic activity of the hormone I¥estradiol in
oxidation processes for drinking water.2013. 98 pDissertacdo (Mestrado) — Escola de
Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Séao ,Pg&boCarlos, 2013.

Many reactive chemical oxidants cause the disrappiothe complex molecular structures of
various types of organic compounds decomposing thémsimpler structures and providing
better conditions for effective action of micro-armgsms in the biological degradation. The
presence of hormones, includingBt&stradiol in sewage treatment plants and grourgtwat
and surface water shows the need for an evaluafieonventional treatment processes. The
aim of this study was the analysis and removal ofmwones through techniques of
chlorination and ozonation of real samples of oufjiter water in water treatment plants
(WTP), operated by the Servico Autbnomo de Aguasgob (SAAE) of Sdo Carlos (Center
WTP), which captures waters from Espraiado streathFeijdo stream and the Sociedade de
Abastecimento de Agua e Saneamento S/A (SANAS/AGampinas (WTPs 3 and 4), which
captures water from the Atibaia river. Assays wesdormed contaminating the samples with
17B-estradiol, which is the natural hormone more prese the environment, in a
concentration of 6.000 ng:Lsubmitting themselves to treatment with dosagesrafind 0.5

to 2.0 mg.L* of these oxidants in times of contact, respecived and 30 min. The samples
subjected to contamination and treatment and cosammples (without contamination and
treatment) were analyzed by removing34estradiol with estrogenic activity verification of
the samples by Bioluminescent Assays or Estrogduoeible Yeast Expression System
(BLYES), which was presented as a simple tool. idselts presented here demonstrate that
the oxidation by ozone was more effective than witlorine to remove estrogenic activity
caused solely by PBrfestradiol for an initial dosage of the hormoneatigkly high (6000
ng.L ) However, in all experiments the final concentatbf estrogenic activity remained
above the limit of quantification of these hormagriadicating that removal was not complete,
even under favorable conditions, clean matrix wdihality for drinking water physico-
chemical parameters.

Keywords: 1B-Estradiol, Ozone, Chlorine, Estrogenic ActivitBL YES.
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1. INTRODUCAO E JUSTIICATIVA

Os processos oxidativos tém sido cada vez maiszadds no tratamento de
determinados tipos de despejos industriais conteuthstancias organicas recalcitrantes a
acao de micro-organismos que atuam na degradagi@giba.

Muitos oxidantes quimicos reativos acarretam ndurapde estruturas moleculares
complexas de varios tipos de compostos organica®ntgondo-as em estruturas mais
simples e propiciando condi¢cdes melhores para uetava acdo de micro-organismos na
degradacéo biologica.

Embora a posicado relativa de um oxidante na estml@otencial de reducdo seja
indicativa de sua capacidade de oxidar outras raaj@la néo € indicativa da velocidade de
reacdo, nem qudo completa serid esta reacdo noagge & formacdo de GG HO
(CAVALCANTI, 2009).

Estudos mostram que os desreguladores endocrimpssisspeitos de provocar
desenvolvimento de algumas doencas como cancer ateamde Utero e de prostata,
desenvolvimento sexual anormal, reducéo de featkdmasculina, aumento de incidéncia de
ovarios policisticos, alteracdo de glandulas tdesj disturbios nas func¢bes do ovério
(crescimento folicular e a ovulacdo), na fertili@a@ gravidez. Em animais podem desregular
a reproducao e o desenvolvimento dos organismsisp @mo, induzirem, irreversivelmente,
caracteristicas sexuais femininas em peixes mapbdgndo levar a esterilizacdo ou reducéo
da reproducdo (COLEMAN et al., 2005; HARISSON et 97, REIS FILHO, 2008).

O 17-estradiol € o principal estrogénio natural, res@orl pela formacdo das
caracteristicas femininas e odnd&tinilestradiol é o principal estrogénio sintétiemcontrado

nas pilulas anticoncepcionais e aplicado nas &saj@ reposi¢cdo hormonal.

A presenca desses horménios em estacfes de trédamhenesgoto e em aguas
subterraneas e superficiais mostra a necessidadende avaliacdo dos processos de

tratamento em uso referente a eficiéncia de remdeésas substancias (FERREIRA 2008).
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Processos como a cloragdo, ozonizagdo e os prgcessativos avancados (POA),
como a fotocatalise, fotélise zB1,0, e GJ/UV, sdo tecnologias que tém se mostrado bastante
promissoras na remocao desses micropoluentes fFesan amostras ambientais (BILA et al
2007).

A preocupac¢do com a remocado de desreguladoresreraidé recente, e ainda ndo ha
regulamentacdo especifica para estes micropoluénesntrados em mananciais na ordem
de pg ou ng.t'), bem como ainda ndo ha completo entendimentengzsinismos envolvidos
na oxidacdo destas substancias utilizando-se ditsyeagentes oxidativos. Técnicas mais
sensiveis, rapidas e que nao requerem significaitifeaestrutura laboratorial, como
bioensaiosn vitro, vém impulsionando pesquisas na area de monitotant® mananciais,

efluentes e aguas para abastecimento humano.

E importante verificar a existéncia desses miciopuies em mananciais e avaliar a
sua remocao apds a interacdo entre esses poluemnesdiferentes agentes oxidantes
comercialmente viaveis, como o cloro e o ozbniopregando técnicas modernas para a

identificacdo e quantificacéo da atividade estragén
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a remoc¢éaceskeogenicidade do hormonio &7

estradiol quando adicionado a agua efluente dossfitle duas estacdes de tratamento de agua
em escala real.

Para tanto, foram objetivos especificos:

a) Avaliar e comparar os processos de oxidagdo do draonlB-estradiol com

cloro e com 0z6nio em duas matrizes.

b) Avaliar a aplicabilidade do teste BLYES para quaar a estrogenicidade do

residual de hormdnio e dos subprodutos formadasgetiacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Processos Oxidativos

Os processos oxidativos, como a cloragéo ou ozgéiz@&mpregados normalmente no
tratamento de efluentes e de aguas para abastécimenano, vem demonstrando eficiéncia
na remocdo dos desreguladores endoécrinos (SNYDER.,e2003; MONTAGNER et al.,
2011). O cloro, tradicionalmente utilizado na dé=igdo de aguas para abastecimento de
esgotos, como é o caso do Brasil e Estados Unitos, vem se mostrado uma técnica
promissora e adequada para a oxidacao de desregpdaghddcrinos. Entretanto, a formacgao
de subprodutos da oxidacdo desperta preocupacio,quie tem sido observado que mesmo
amostras que tenham tido a remocdo dos desregesademdocrinos, permaneceram
apresentando atividade estrogénica por conta dsispgrcia de subprodutos da oxidacdo
(SNYDER et al., 2003; WESTERHOFF et al., 2005; PEREet al., 2011).

O cloro oxida a membrana celular e pode causarfroagiies nas moléculas levando
a mutacdes genéticas. Em ETAs o cloro gas € ofdesite mais utilizado no Brasil, sendo
gue este quando aplicado na agua tende a dimiauimpbl, enquanto que os hipocloritos
tendem a aumentar (PEREIRA et al., 2011).

Quando o cloro gasoso ou hipoclorito de sodio shoianado a agua, ocorre a sua
hidrolise e a solugdo passara a conter basicanterae formas de cloro livre: o acido
hipocloroso (HOCI) e o ion hipoclorito (OFI O equilibrio e as reac¢des quimicas séo
intimamente dependentes do pH e da temperaturao s&pida e reversivel. Em pH alto
(maior que 8,5) predomina em solug¢do o ion hipdologue possui taxa de inativacao de
micro-organismos menor do que o acido hipocloroesqual predomina em pH mais baixo
(menor que 6,5). Se houver ambnia na 4gua a sopgssivelmente contera cloro combinado
na forma de monocloramina, dicloramina e/ou trenhoina, sendo a propor¢cdes dessas
também relacionadas ao pH da solucdo (USEPA, 1@B4)oro residual livre somado ao

cloro residual combinado é denominado cloro resithial.
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A cloragdo de moléculas e matéria organica reqdtdormacdo de subprodutos de
oxidacao, entre eles os trihalometanos, acidosbétiwos, halocetonas, entre outros.

E importante ressaltar que a preocupacdo com s#asancias é recente, e ainda nio
ha regulamentacdo especifica para os desreguladndggrinos, bem como ainda nao ha
completo entendimento dos mecanismos envolvidoexidagcdo destas substancias Assim,
mostra-se necesséria a realizacdo de pesquisas &@est, que envolvam técnicas para
identificar e quantificar a estrogenicidade de amassantes e apds processos oxidativos como
a cloracdo (MONTAGNER et al., 2011).

Conforme relatado por Montagner (2011), a ozonizaein sido uma das técnicas
mais empregadas em diversas ETA devido ao seupattncial de oxidagdo que tem se
mostrado eficiente na desinfeccao, remocéo dacootrole de sabor e odor, decréscimo na
formacdo de sub-produtos de processos de oxidagiuento da biodegradabilidade e

também para a degradacao de contaminantes organicos

O ozbnio reage com moléculas organicas tanto pdgdo direta com o 0z6nio
molecular (Q) como pela reacéo indireta com os radicais liyradical hidroxila OHe, por
exemplo) formados pela decomposicdo do ozoénio em @eoso. No entanto a taxa de
formagao e consumo do OHe depende da matriz, edpesite do pH (alcalino), do tipo e da
quantidade de matéria organica. O o0z6nio molectdage seletivamente com ligacdes
insaturadas, anéis aromaticos e grupos amino, etajupie as reacdes com os radicais
hidroxilas sdo mais rapidas e ndo seletivas. Aésftta de remocédo depende, portanto das
constantes de reacdo do contaminante com o ozonmone os radicais hidroxilas
(MONTAGNER et al., 2011).

No entanto, determinadas aplicacdes requerem aicagéo de varias tecnologias de
oxidacdo, entre elas podem ser citadas a combirdgd@®sinfeccdo por ozénio com a UV,

como sendo:
- Efetiva: todos os micro-organismos sao suscetdvdissinfeccdo por 0zonio;

— Conveniente: além de a desinfeccéo eliminar comantés organicos e metais

oxidaveis, 0 0zonio reduz a dureza da agua,
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— 0Ozobnio nao adiciona outros elementos quimicos a,a&axceto Oxigénio;
— Econbmica: apresenta baixos custos inicial de alapit operacionais;
— Simples: instalacdo e operacdo descomplicadas;

- Comparativo com sistema convencional de desinfe@&osistemas com
exigéncia de cloro residual: para determinadosrsias (por exemplo, piscinas
publicas) ha a exigéncia legal de presenca de cksmual, requerendo a

combinacéo do sistema de oxidacdo por UV ou Ozémio a cloracéo.

Nestes casos 0 uso de ozénio é extremamente falopiis diminui 0 consumo de
cloro em até 90%, além de reduzir a formacéao Haltnmetanos.

A combinacdo de 0z6nio com radiacdo UV e perdxigldidrogénio (HO,), resulta

em processos de tratamento que podem ser maisogodajue apenas ozonio. Com isso, 0
0z06nio pode se decompor por mecanismos que envavgenacao de radicais HOe, os quais
sdo espécies mais reativas. Os processos caradteipela geracdo de radicais HOe séo
conhecidos como Processos Oxidativos Avancados P#As o radical HOe € um forte
agente oxidante capaz de destruir compostos quepodem ser oxidados por oxidagao
convencional, ou seja, por cloro. (ANDREOZZI et, d999, GLAZE, 1987, GLAZE e
KANG, 1989)

Os POAs sao caracterizados também pela sua vielsdéi) uma vez que a obtencao
dos radicais HOe pode ser por varios meios e coagbigs entre os oxidantes, de modo a se

obter uma associacdo apropriada para um problepegiéso.

Os POAs geralmente usam uma combinagdo de agextEni@s (HO, ou O),
irradiacdo (UV ou ultra-som) e catalisadores (ioretalicos ou foto catalisadores) com o

objetivo de gerar radicais HO-.

Esses radicais sdo espécies muito reativas e com deletividade, que reagem com a
maior parte das moléculas organicas com constaetesacdo na ordem de®®10 M™s*
(GLAZE,1987, ANDREOZZI et al., 1999).

Silveira (2004) usou em sua pesquisa a combinagsi@xidantes hipoclorito de sédio

e 0zOnio para remocao de matéria organica de édluespitalar e a posterior inativagdo de
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coliformes totais. A toxicidade gerada nos procesodesinfeccao foi avaliada &aphnia
similis. Os efluentes hospitalares apresentam semelhaosasfluentes domésticos no que
diz respeito a concentracdo de matéria organiddprroes e pH e ambos sao, geralmente,
coletados pela rede de esgotos e enviados paraanestacdo de tratamento. Contudo,
substancias como farmacos, desinfetantes e congpgstionicos, bem como organismos
patogénicos multirresistentes a antimicrobianoepodcorrer em elevadas concentragcdes nas

aguas residuarias hospitalares.

O sistema de tratamento bioldgico piloto utilizgdm SILVEIRA, 2004), constituido
por uma série de quatro contatores bioldgicos gntat em PVC, com volume Util de 40 L
cada, operando de modo continuo (configurando umpdede detencado hidraulico de 2 h em
cada uma das quatro unidades) mostrou-se adeqoatEndo-se remocdo de matéria
organica na ordem de 80% em termos de DQO, e man@rdo experimento atingiu-se
88,5% da remocdo de DQO para o tempo de detengé&muhico de 2,28 horas. A toxicidade
aguda do efluente, verificada dbaphnia similis aumentou apos adicdo de cloro, mas foi
reduzida quando houve descloracdo com tiossulfatosatio. Com adicdo de o0zonio,
verificou-se variabilidade nos resultados, mas|gemate houve aumento da toxicidade apés

aplicacdo de elevadas dosagens as quais foranshdaesara desinfeccgao.

Ferreira (2008) utilizou em sua pesquisa 0s preseds ozonizagéo esBi,0, para
remocgdo de estrogénios (t&stradiol e 1ld-etinilestradiol detectados em efluentes de
estacoes de tratamento de esgoto e em aguas eerg subterraneas, onde foram
investigadas as influéncias do pH e da dosagenedeim na remocao dos estrogénios, da
atividade estrogénica e na formacdo dos intermediaOs resultados mostraram que o0s
processos de ozonizagcao ¢HO, foram efetivos na remocéo desses estrogénios.HEB) p
a atividade estrogénica foi totalmente removidasme com baixas dosagens de ozénio (1
mg.L™), tanto para o processo de ozonizacdo quantoQeéraO,. Entretanto, em pH 7 e 11
a estrogenicidade nao foi completamente removidajapelmente devido aos subprodutos
formados pela oxidacao via radical HOs.

Pereira (2011) avaliou a oxidacdo de diferentecaunacoes de B7estradiol em
contato com cloro. No estudo, a influéncia da cotregdo inicial de I1Festradiol foi
observada, sendo que quanto maior a concentraicéd,imaior foi a remocao. Para a mesma
combinac&o de concentracédo de cloro (0,5 figeL.tempo de contato (30 min), obtiveram-se
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as eficiéncias de remocéo de 73, 47 e 39% parargewtracoes inicias de, respectivamente,
17p-estradiol de 10Qug L™, 1 pg L™ e 100 ng.[*. Foi verificado que o coeficiente CT
(produto da concentracdo de cloro e tempo de a)ntasualmente utilizado para avaliacao
do cloro em processos de oxidacdo, ndo se mostikkquado para avaliar o comportamento
da cloragao de Bfestradiol, pois nem sempre foi verificada umaeadagéo entre o aumento
do CT com aumento da remocéo d@-ggtradiol.

Utilizando o 0z6énio como desinfetante, Pereira {3Qkrificou que para a remocao de
17B-estradiol e estrona, foram necessarias dosagevadels desse agente oxidante para que
estes compostos ndo fossem mais detectados em QRQEMS/MS. A completa eliminacéo
(< LD) do estrona ocorreu com uma dose de 0z6nibodeg.L !, sendo que com a dosagem
anteriormente aplicada de ozénio, 3,8 nig.& concentracdo de E1 quantificada foi de 1,4
ng.L™ . Para a completa eliminac&o (< LD) d3¥tradiol a dose necessaria de 0z6nio foi de
4,2 mg.L}, sendo que com a dosagem anteriormente aplicadedtéo de 0,95 mgit a
concentracdo de E2 quantificada foi de 7,0 fig®@s limites de deteccédo encontrados para

ambos horménios é de 0,01 ng.L

Ao se comparar a eficiéncia de remocéo entrefeekiradiol e o estrona, verificou-se
gue nas condicdes estudadas p-&3tradiol apresentou uma maior remoc¢ao do quéranas
guando o cloro foi utilizado como oxidante. No emba quando o ozonio foi considerado
como oxidante, obteve-se uma maior remoc¢ao donestto que do Prestradiol (PEREIRA,
2011).

3.2. Desreguladores Enddcrinos

As substancias denominadas desreguladores end®c(idés) sdo uma recente
categoria de contaminantes ambientais que intenfaras funcdes do sistema endocrino.
Essas substancias sdo encontradas no meio améiertencentracdes da ordemidelL™ e
ng.L?, e sdo suspeitas de causarem efeitos negatiaiglé Bumana e animal.

Os interferentes endocrinos, por apresentarendatie de desregulacéo das glandulas

enddcrinas, produtoras de hormdnios, tém preocupimbistas e autoridades sanitarias em
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funcéo de sua rapida disseminacao pelas reservagudedo planeta. Estudos revelam que,
dependendo do nivel de concentracdo em que setmrooma agua, eles podem provocar a
feminilizacdo de peixes e anfibios, gerar anomaleaiais em moluscos e reduzir a taxa de
fertilidade de ursos polares, no caso do hemisfdoiie (VASCONCELOS,2012).

Suspeita-se, também, de que a presenca dessesitpslue dgua para consumo
humano esteja antecipando a primeira menstruacaoeminas e reduzindo o numero de
espermatozoides em homens. Esses compostos séaastongvupo de hormonios, entre eles
0s horménios sexuais naturais femininos estrond, (EAR-estradiol (E2) e estriol (E3), 0
estrogénio sintético ldetinilestradiol (EE2), usado em pilulas anticoncapais, € 0
bisfenol A, composto industrial que participa daducdo de varios produtos, como plasticos
policarbonatos, resinas epoxi, fungicidas e algutisos especiais de papel.
(VASCONCELOS, 2012)

Os DEs podem interferir com o funcionamento dcesist endocrino pelo menos de
trés formas: (1) mimetizam a acdo de um hormdénidégeno, como 0 estrogénio ou a
testosterona, afetando as fungbes que esses hoswamtrolam; (2) bloqueiam os receptores
hormonais nas células, impedindo assim a acdo @osdmios naturais; (3) afetam a sintese,
o transporte, o metabolismo e a excrecdo dos haoos\Oralterando dessa forma as
concentracdes dos hormdnios naturais no corpo (SO EUROPEIA, 1996). Alteracdes
nas funcgbes do sistema enddcrino podem prejudicaaltale do organismo, da sua
descendéncia ou de uma (sub) populacdo (BILA, 2GMHMARAES e DUARTE, 2007;
STAVRAKAKIS et al., 2008).

Efeitos tais como diminuicdo na eclosdo de ovogdakesaros, peixes e tartarugas;
feminizac&o de peixes machos; deformidade em pgdxeblemas no sistema reprodutivo em
répteis, passaros e mamiferos; e alteracdo nonsistaunolégico de mamiferos marinhos
tém sido associados a exposicao de espécies daiaraons desreguladores enddocrinos. Em
alguns casos esses efeitos podem conduzir ao ideddipopulacdo. Em seres humanos esses
efeitos incluem a reducéo da quantidade de esperrmamento da incidéncia de cancer de
mama, de testiculo e préstata, e a endometriog\(R005; REIS FILHO, 2008).

Em particular, efluentes oriundos de ETEs aparest&ma maior fonte de liberagdo de

compostos estrogénicos em rios, corregos e agpasfisiais, mostrando que a eficiéncia do
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tratamento, tanto em paises desenvolvidos como esendolvimento, € apenas parcial
(ZORITA et al. 2009).

As substancias classificadas como DEs, incluindumstéimcias naturais e sintéticas,
usadas ou produzidas para uma infinidade de feddis, podem ser agrupadas em quatro

classes:

a) Substancias sintéticas utilizadas na agriculturasees subprodutos, como

pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas;

b) Substancias sintéticas utilizadas nas indUstriasewes subprodutos, dioxinas,

PCBs, alquilfendis e seus subprodutos, HAP, ftaldisfenol A, entre outros;

c) Substancias naturais, como fitoestrogénios, taisoc@enisteina e metaresinol e

0s estrogénios naturaisft@éstradiol, estrona e estriol;
d) Compostos farmacéuticos, como o DES e @dimilestradiol.

O 17B-estradiol € um horménio esteréide natural libenaoloseres humanos e animais
e um potencial desregulador enddcrino, variandéveiside ng.[* (GENTILI et al., 2002;
STAVRAKAKIS et al., 2008; BLANQUEZ e GUIEYSSE, 20p&strégenos sao excretados
principalmente como conjugados inativos de acidésicos e glucurdnicos, os quais sao
clivados em esteréides estrogénicos ativos dum@sigrocessos tratamento de esgoto, sendo
lancados no ambiente (PURDON et al., 1994).

Pesquisas demonstram a presenca da estroprgsfradiol, como fonte de atividade
estrogénica em muitos efluentes (SOLE et al., 2@28yogénios naturais sdo encontrados em
efluentes de ETE e aguas superficiais em variaepao mundo (TERNES et al., 1999a,
BELFROID et al., 1999, LOPEZ e BARCELO, 2001).

Alguns agentes terapéuticos e farmacéuticos tands#fo na lista das substancias
classificadas como desreguladores enddcrinos. SEmohios sintéticos usados como
contraceptivos orais, na reposicao terapéutica er@opausa ou na prevencdo do aborto, tais
como, o DES e o Iretinilestradiol. A maior aplicagdo médica doodétinilestradiol tem
sido no desenvolvimento de pilulas contraceptiess,quais contéem de 30 a @ de
170-etinilestradiol (BEAUSSE, 2004). O DES foi muiteado nos anos 1970 na prevencgéo
do aborto (BIRKETT e LESTER, 2003).
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3.3. Estrogénios Naturais e Sintéticos

3.3.1. Hormonios sexuais

Os horménios esterbdides sdo produzidos nas gléndudocrinas e sdo excretados
diretamente na corrente sanguinea, estimulandoibindo a atividade metabdlica em outros
tecidos ou 6rgdos. Os hormdnios sexuais, que dantra maturacdo e a reproducéo, podem
ser classificados em trés grupos principais: (Lhasnonios sexuais femininos, tais como,
estrogénios e progesteronas, (2) os hormonios semasculinos, tais como, androgénios e
(3) corticosterdides, que sao divididos em glicobcoides e mineralocorticoides (BILA,
2005).

Todos os hormonios esterdides exercem sua acapgsdagem através da membrana
plasmatica e acoplam-se a receptores intracelulpfB¢G et al., 2002). Os hormobnios
esteroides, como o p#stradiol sdo um grupo de substancias ativasdic@mente que sao
sintetizadas a partir do colesterol, e tém em comoma estrutura de anel basica, constituida
de trés anéis hexagonais (A, B, C) e um anel pentddD), como apresentado na Figura 1.
Os estrogénios séo caracterizados por seu angldide, o qual tem o grupamento hidroxila
no carbono 3 e é o que lhe confere a atividadédicd, neste caso a atividade estrogénica, e
uma cetona ou um grupamento hidroxila no carbono S4b também referidos como

esteroides C18, por apresentar 18 carbonos enssuéues.

Figura 1 — Formula estrutural do 1B-estradiol (BILA, 2005)
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3.3.2. Propriedades fisico-quimicas dos estrogénios

Os estrogénios naturais estronap-gstradiol e estriol tém solubilidade em agua de
aproximadamente 13 mg'lLo estrogénio sintético &+tinilestradiol tem solubilidade mais
baixa, 4,8 mg.L* (YING et al., 2002). Todos esses estrogénios térsspo de vapor na faixa
de 2,3 x 13° a 6,7 x 10° mm Hg indicando baixa volatilidade. S&0 composiaginicos
hidrofébicos, em baixa volatilidade, moderadamesdéiveis em agua e adsorvem em
sedimentos/particulas solidas. E de se esperaa qusorcdo no solo, ou sedimento ou lodo
biolégico seja um significativo fator na reducdoadecentracdes na fase aquosa (LAl et al.,
2000). Durante o tratamento biolégico, provavelragparte desses estrogénios fica retida no
lodo biologico (na camada lipolitica das célulagdgvido a sua hidrofobicidade, e

consequentemente pode ocorrer bioacumulacao (E1085).

3.4. Uso e producéao

Os estrogénios naturais sao usados na medicinaniau(na terapia de substituicao
hormonal), no tratamento de distlrbios ginecol&Ggiemos tratamentos de cancer de prostata
e de mama. Na medicina veterinaria sdo usados quomotor de crescimento animal
(BILA, 2005).

3.5. Ocorréncia e destino no meio ambiente

Os estrogénios naturais (estronap-gstradiol e estriol) sdo excretados na urina por
mulheres, fémeas de animais e, em menor quantigaddyomens na forma de conjugados
polares inativos, predominantemente na forma deugiwmideos e sulfatos. No entanto,

estudos demonstram que esses estrogénios sdoradosmas ETE também na forma livre,
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sugerindo que ocorrem reacoes de transformacaaslssbstancias durante o processo na
ETE (JOHNSON e SUMPTER, 2001, TERNES et al., 1999a)

Devido ao efeito potencial dos estrogénios em espéle animais e humanos, fica
claro que a ocorréncia dessas substancias no edgoiéstico e aguas naturais sdo muito
importantes. Estudos demonstram que esses miceyehl e seus metabdlitos estdo
presentes em ambientes aquaticos, em faixas dergoagdes dag L™ e ng.L*, em varias
partes do mundo, tais como, Alemanha, Austria, iBr&3anada, Espanha, Holanda,

Inglaterra, Itdlia, Japdo, Suica, Estados UnidesdrUnido e Franca (BILA, 2005).

Uma vez no meio aquatico, 0s estrogénios estadasIpe varios processos, tais como
diluicdo, fotolise, biodegradacdo e sor¢cdo em sextios, em particulas organicas e no lodo
bioldgico, os quais podem contribuir para sua reéioda fase aquosa. O processo de
adsorcdo no lodo biolégico € de grande importanpe@is € o primeiro estagio de

biodegradacgao que contribui para sua remocéao do angbiente (CLARA et al., 2004).

Os processos de tratamentos convencionais em Uiac&nsistem em: tratamento
preliminar (gradeamento e caixa de areia), tratémnenmario (sedimentacédo primaria) e
tratamento secundario (tratamento bioldgico). Méamento preliminar os soélidos grosseiros
sdo retirados e muito pouca remocéo de micropasenbbservada. No tratamento primario,
hé a adsorgdo dessas substancias sobre os sd@ittmtodprimario. Substancias hidrofobicas,
como muitos desreguladores enddcrinos, sédo renwwdafase liquida junto com o lodo
primario. O grau de remoc¢ao de compostos orgaidmsstante e dependente da remocao de
sélidos suspensos pelo processo de sedimentag&ma@cao de poluentes organicos durante
o tratamento biologico inclui a adsor¢éo nos flogosrobianos e posterior remogéo no lodo
biolégico, degradacdo quimica e biologica, e tr@ms&cao e volatilizagdo durante a aeracdo
(BILA, 2005).
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3.6. Bioensaios para determinacao de atividade estrog&ai

Segundo Raimundo (2011), dentre os bioensaios, ngaie baseado nas interacdes
antigeno-anticorpo, denominado YES (Yeast Estr@meen) desenvolvido por Routledge e
Sumpter (1996) vem sendo largamente utilizado paaaaliacdo da atividade estrogénica de
amostras ambientais tais como efluentes de ETEsaguperficiais, aguas estuarinas, agua

tratada bem como para avaliar a eficiéncia deatites tipos de tratamento de efluentes.

No YES a atividade estrogénica de compostos quané&anedida utilizando uma
linhagem de leveduré&saccharomyces cerevigague contém um gene de estrogeno humano
(hER), capaz de responder a agentes estrogénicedidanatravés da atividade ¢
galactosidade. O gene repérter do sistema quanti@a em contato com compostos
estrogénicos desencadeiam uma serie de reacOdmnmdsuna variacdo da intensidade da
resposta colorimétrica. Diferentes linhagens dedevas foram desenvolvidas por diversos
pesquisadores (JARDIM et al., 2012).

A analise dos resultados de bioensaiosvitro como os testes YES e BLYES
(Bioluminescent Yeast Estrogen Screen) sao basewmdasmparagédo entre as amostras e a
curva padréo elaborada rotineiramente. A expressdevedura tem correlacdo com as
diluicdes, ou concentracoes, realizadas e tem-s@lgetivo comparar resposta real obtida
através dos ensaios de diluicdo com o padrdo deérefia, ou seja, o f#stradiol (E2). Esta
comparacao resulta na poténcia relativa das amspstxgressas em E2 equivalente. Para os
testes YES e BLYES, bem como na maioria dos bicensa vitro, a determinacdo da
poténcia relativa é feita com base nos valores @g, Ejue é o valor que elucida 50% da
resposta da curva padréo d@-Eétradiol (JARDIM et al., 2012; BILA, 2005).

E importante ressaltar que os testes sdo muitoiveésschegando a limites de
quantificacdo de até 2 nglde equivalente E2 para o YES (ROUTLEDGE e SUMPTER,
1996) e em 0,1 ngt.de equivalente E2 para o BLYES. Considerandoaesaitsibilidade dos
ensaios, a pureza dos reagentes e a limpeza dpsu@gmtos, vidrarias e materiais utilizados
nas diversas etapas envolvidas na calibracao, perépaamostras e ensaios devem ser sempre
alta, ja que uma quantidade minima de qualquert&utia que interfira no teste podera

resultar na expresséao errada dos bioensaios.
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Mesmo os recipientes de vidro utilizados para aemaz os meios devem ser
cuidadosamente limpos, ja que qualquer contamingg@o compostos que expressam
positivamente ou com inibicdo em relacdo levedws \ndros podem afetar a resposta dos
bioensaios, causando resultados falso positivasibigdo do crescimento da cepa (FISHER
2013; JARDIM et al., 2012).

Os testes YES e BLYES tem sido utilizado com suxessidentificacéo de atividade
estrogénica de compostos especificos de amostiaigraais e no controle de processos de
tratamento de agua para abastecimento humano #uéetes industriais e sanitarios. Em
geral, a matriz analisada é submetida a um procaswsior de concentracdo, geralmente
utilizando a extragdo em fase solida (SPE), quesidmempregada com sucesso na detec¢éo
de horménios e farmacos desreguladores endocrddROIM et al., 2012; BILA, 2005;
SNYDER et al., 2003).

Leskinen et al. (2003) desenvolveram uma nova ¢jahm de Saccharomycesjue
responde ao agente estrogénico emitindo luz (biolesséncia). As células dessa levedura
naturalmente ndo possuem receptores para estreg@muioandrogénios. As linhagens
utilizadas no ensaio foram entdo desenvolvidagta pa inser¢cdo do gene para expressao do
receptor de estrogénio humano. Neste sistema, ogr&fuzido liga-se aos elementos de
resposta do estrogénio, que foram inseridos ene foromotor em um plasmidio. Este
promotor controla a expressao do geneatglume fflucque codifica a producdo da enzima
luciferase. A levedura é capaz de emitir luz quagatba em contato com alguma substancia
que se liga ao hER, ativando o promotor e estingdaansintese de luciferase (que metaboliza

o substrato luciferina, produzindo luz).

Sanseverino et al. (2005) desenvolveram outra dahm luminescente de
Saccharomyces cerevisa@bamada Bioluminescent Yeast Estrogen Screen (BE)YEssa
linhagem foi construida a partir da mesma linhagenRoutledge e Sumpter (1996), apenas
com outro sistema repoérter. O sistema reportecdostruido em um plasmidio contendo todo
0 aparato do gene lux, obtido de bactéria lumimgsceEsta diferenca € importante, pois
dispensa a adicdo do substrato luciferina, um reagde alto custo. Este ensaio se mostrou
muito sensivel, uma vez que a emissdo de luz @oden detectada com facilidade e

quantificada em poucas horas fornecendo limitegudatificacdo em niveis de pg'L
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Bergamasco (2010) comparou o0s bioensaios usantiohagens desenvolvidas por
Leskinen (2003) e Sanseverino (2005) e verificoa grotocolo descrito por Sanseverino et
al. (2009), com a utilizacdo de levedura biolumbease, se mostrou mais sensivel e mais
simples, uma vez que nao haveria necessidade derati reagentes para promover a
expressao de cor. Esse protocolo foi aplicado erarsls estudos, inclusive no presente
trabalho de mestrado, interessados na determirdagé@dividade estrogénica de substancias
guimicas e amostras complexas. (JARDIM et al.,, 2BANSEVERINO et al., 2009;
SANSEVERINO et al., 2005).

Pereira (2011) avaliou os efeitos de biotoxiciddds amostras cloradas em um teste
in vivo com peixesDanio rerio. Observou-se que, mesmo apos a cloracdo das asostr
contaminadas com esse hormonio, ainda foi obseratididade estrogénica nas mesmas, 0

gue pode demonstrar que os subprodutos da cloapgésentam atividade estrogénica.

Hu et al (2003) estudaram a formacéo de subprodl#adoracéo de Prestradiol e
sua atividade estrogénica. Os ensaios foram reakizeom concentrac&o inicial de g L™
de 1P-estradiol, pH 7,5 e temperatura 25 °C. Foi estadadoncentracdo de 1,46 mg.te
hipoclorito de sodio, nos tempos de contato de300,60, 120 e 180 min. Os subprodutos
identificados apresentaram atividade estrogénina,ddéerentes intensidades, e a eles foi
atribuida a atividade estrogénica observada na égueda. A maxima atividade estrogénica
foi observada nas solucdes cloradas a 10, 30 @r§yoe foi pouco menor a observada antes
da cloracédo. Para os tempos de contato de 120 enikt80a atividade estrogénica foi 40%
menor do que a inicial. No caso dos tempos de twoir&riores a 60 min, a presenca de
monocloro-E1 foi a origem principal da atividadé&r@génica. Nos tempos de 120 e 180 min,
a atividade foi atribuida & presenca de 2,4-diekizee 2,4-dicloro-E1.

Fisher (2013) estudou a oxidacdo dop-Estradiol com cloro em agua de
abastecimento, com foco na avaliacdo da remoc&stdagenicidade utilizando o teste YES.
A escolha pela cloracéo foi feita visto que esteti@tamento mais difundido no Brasil, assim
as concentracbes e tempos de contato estudado®ntarfitsam definidos de forma a
corresponder aqueles utilizados regularmente eacéss de Tratamento de Agua, porém nos
ensaios apresentados, foram observados alguneprablnas curvas dose-resposta do teste
YES. O principal problema encontrado, e que ocoerauodos os ensaios, foi a resposta fora
do esperado para as amostras cofirelstradiol mais concentradas. Como um bioensaio

vitro, o teste YES deve atender a alguns requisitos guaeaas curvas dose-resposta das
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amostras possam ser comparadas com confiabilidedecurva padréo. Entretanto, algumas
destas condi¢cdes ndo foram completamente atendaakesenvolvimento de seu trabalho,
como é o caso do paralelismo que deve existir estiirvas dose-resposta e a curva padrao.
Ainda, algumas de suas amostras causaram um efativo, associado a toxicidade, no

desenvolvimento da levedura durante o teste, gopjedicou as curvas dose-resposta.

Raimundo (2011) avaliou em sua tese, através deenfil anual, a qualidade dos
mananciais e da agua tratada de Campinas (SP)lapdoea presenca de cafeina, estrona,
17B-estradiol, estriol, progesterona, testosterona, a-€etihilestradiol, = mestranol,
levonorgestrel, dietilestilbestrol, triclosan, 4%atilfenol, 4-n-nonilfenol, bisfenol A,
fenolftaleina e atrazina empregando extracdo em dékda (SPE) e cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS/MS¥icado o potencial estrogénico das

amostras usando o bioensaio Bioluminesce YeasidgestrScreening (BLYES).

Os resultados de atividade estrogénica endossarbaixa eficiéncia das ETA na
remocdo de compostos interferentes enddcrinos;ipalmente no periodo de estiagem, uma
vez que 40 % das amostras de agua tratada apresentastrogenicidade positiva para o
bioensaio empregado. Todas as amostras de agua dmesentaram estrogenicidade que
variou entre 0,06 e 6,54 ngE2equi'.L O BLYES apresentou-se como uma ferramenta
simples, que pode ser empregada na avaliagaeiratida qualidade da agua distribuida a
populacdo no diagnostico de potencial interfe@eaiddcrina.

N&o houve correlacdo entre a resposta obtida pofEBLe a resposta esperada
calculada com base nos contaminantes detectadesaespectivas estrogenicidades, o que
permite pressupor que outros compostos ndo aba@datesse trabalho estariam
potencializando esses efeitos, mesmo que efeitagy@mcos tenham sido observados nas

amostras de agua bruta.
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4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios de cloracao e ozonizacdo das amosteapuddiltrada, obtidas das ETAs
de Campinas (SANASA) — com captacdo de agua nétiiaia — e Sado Carlos (SAAE) —
com captacdo de agua no Ribeirdo Feijdo e do Rib&spraiado — contaminadas confi-17
estradiol, foram feitos no Laboratério de Tratarnefwtancado e Reuso de Aguas (LATAR)
da Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC). Asteam contaminadas foram tratadas em
condi¢gbes extremas, ou seja, menores dosagem dantxie tempo de contato e maiores
dosagem de oxidante e tempo de contato para amdmsntes, comumente utilizados nos
tratamentos de agua convencionais. As variaveidagsspara monitoramento foram: pH, cor
aparente, turbidez, cloro total, residual de oz@mofase liquida e ozénio em fase gasosa,
cujas metodologias estdo descritasStandard Methods for the Examination of Water and
WastewatefAPHA, 2012). A estrogenicidade foi avaliada ptelste BLYES.

4.1.Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentef:HStradiol (pureza 99%) de marca Sigma-
Aldrich; Acido Cloridrico, Acido Sulfurico, Metakssilfito de Sddio, Tiossulfato de Sédio e
lodeto de Potassio padrdes analitico de marca VHipoclorito de Sédio de marca Merck,
Hexano grau HPLC de marca Panreac; Acetona grauCHB& marca Mallinckrodt
Chemicals; e Metanol e Acetonitrila graus HPLC deca J.T. Baker.

4.2.Preparo das Solucbes

A solugcédo estoque de fI-&stradiol utilizada nos experimentos de cloracadee
ozonizacao foi preparada a uma concentracdo dentO0' em metanol e estocada a 4°C.
Nas ocasifes das contaminacdes das amostras délthgda obtidas das ETA de Sao Carlos

e de Campinas, foram preparadas solucées interrizsdide 1.000 mg:t a fim de
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incrementar as amostras com esse horménio em 6@00. Tal concentracdo hormonal foi
escolhida a fim de ndo se obter remocéo total don®wwio nas amostras, podendo-se
comparar a eficiéncia e eficacia dos diferenteodus, tempo de contato e concentracao dos

ensaios de oxidacéo.

Foram preparadas solugbes de metabissulfito deo s8¥i (m/v) para remover os
agentes oxidantes apdés o tempo de contato desejaldoiodeto de potassio 2% (m/v) e
tiossulfato de sédio 0,025 mot‘Lpara verificacdo da producdo de ozdnio pelo método
iodométrico (adaptado de APHA, 2012).

4.3. Experimentos de Cloracao

Os experimentos de oxidacdo com hipoclorito decstatam realizadas no LATAR e
conduzidas em béqueres de bdérax com capacidade lies? e submetidos a agitacdo

mecanica (jar test).

Amostras de aguas filtradas das ETAs de Séo CartlessCampinas foram analisadas
para os parametros cloro total, cor aparente, daebe pH, seguido de dopagem d@-17
estradiol em 6.000 ngle submetidas a diferentes condi¢cdes de tempordatoe dosagem
de hipoclorito de sddio. ApoOs alcancados os tengmsgontato previamente estipulados,
adicionou-se 1 mL de metabissulfito de sédio 3%lar de amostra para consumir o cloro

residual presente.

ApoOs essa etapa, todas as amostras foram trat@dasoddo com a metodologia

analitica desenvolvida para avaliar a atividadeogéhica das amostras tratadas.
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4.3.1. Método DPD

As concentracdes de cloro total das amostras foeterminadas pelo métoatoro-
total, com a utilizacdo de reagente para analise de téal de marca Hach. A metodologia
do fabricante € uma adaptacdo de um métodStdodard Methods for the Examination of
Water and WastewatgAPHA, 2012). A leitura colorimétrica da solucdm fealizada no
espectrofotometro Hach, modelo DR2800 no métoddate total, reportando os resultados

das analises em mg'lde C}.

4.4. Experimentos de Ozonizagao

Os experimentos de oxidacdo com o0zonio foram ddig no LATAR. A unidade de
ozonizagdo, onde foram realizados os ensaios dlgi® com ) consiste de trés partes
principais: o gerador de 0z6nio, o analisador dmmre a coluna de contato.

O gerador de ozonio, Figura 2, consiste em umse&stde bombeamento de ar,
seguido da concentracdo do teor de oxigénio atrdgésma peneira molecular seguido da
geracdo de oz6nio em uma corona, resultando encamente gasosa com concentragao fixa
de ozdnio. Para medir concentracdo desse oxidantese gas na corrente de entrada coluna
de contato, utilizou-se um analisador de ozonifatecante In USA Inc. modelo H1, Figura

3, sendo a medida feita por absorcao na regiddtidwioleta.



Figura 2 — Gerador de ozonio.

Figura 3 — Analisador de oz6nio.
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Foi utilizada uma coluna de contato fabricada enflie@ com cerca de 230 cm de
altura, 5 cm de didmetro e volume de trabalho de 12, A corrente de o0zb6nio foi
continuamente introduzida na coluna de contatové@grale um difusor de pedra porosa, que
gera bolhas, localizado na parte inferior das aduia parte superior da coluna foi acoplado
um sistema de coleta d&-gas o qual consiste em um frasco contendo 500 mlotle&o de
iodeto de potassio 2%, o qual lava a corrente d& Bigura 4 apresenta uma foto da unidade
de ozonizacéo.

Figura 4 — Unidade de ozonizacao.

Amostras de aguas filtradas das ETAs de Sédo CaRos/ de Campinas/SP foram

analisadas para os parametros cor aparente, tarbigeH, seguido de dopagem de [{7
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estradiol em 6.000 ng’l. Essas amostras foram ent&o submetidas & 0zomjzagé consiste
em uma corrente contendo 0zOnio em uma concentnagiba de 50 g.H) introduzida
continuamente na coluna de contato, com a vazatadm em 15 NL:h Pela variacdo do
tempo, dosagens diferentes de ozonio foram intiddeazmas amostras, variando de 0,5 a 2,0
mg.L* de Q. Depois de alcancada a dosagem desejada, o sideegeracéo de ozénio era
desligado, a solugcao devidamente homogeneizadapejsdde atingido os diferentes tempos
de contato entre o agente oxidante e a amostraidarde foi consumido com a adicdo de 1
mL de metabissulfito de sédio 3% por litro de ameogiara consumir 0 ozénio presente. Uma
amostra de cada um dos ensaios foi retirada p@aaatificacdo do ozonio residual pelo
método de indigo-Blue, bem como a titulagio dacgmude iodeto de potassio adicionada no
off-gas(APHA, 2012).

ApoOs essa etapa, todas as amostras foram trat@dasoddo com a metodologia

analitica desenvolvida para avaliar a atividadeogéhica das amostras tratadas.

4.4.1. Método lodométrico

Para realizar a afericdo do equipamento de mediedmr6nio na fase gasosa (0z6nio
contido na mistura de oxigénio e ozénio aplicadaeaiana de contato), adicionou-se a coluna
de contato 2,0 L de solugdo de lodeto de Potas¥io Apds a submissdo do sistema a
ozonizacdo nas condi¢cdes dos experimentos, umat@amfms analisada pelo método
iodométrico, que consiste na acidificacdo da araosbm acido sulfdrico e titulagdo com
tiossulfato de sddio 0,025 N, utilizando solucacadeédo como indicador. Para o calculo da
producdo média de 0z6nio no sistema, utilizou-sguacao (1)
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B Nr x ﬂur x VKI x 24000 x 60

Coluna ~—
v x tx 1000
gmesira
1)

p

Peoluns producdo de 0z6nio na coluna de contato{ ),

N:: normalidade do Tiossulfato de Sédio (m3)L

A4, diferenca entre o volume de solucdo de Tiossultle So6dio consumidos na
titulacdo da amostra e do branco (mL);

Vki : volume da solugéo de lodeto de Potassio adidmna coluna de contato (L);
Vamostra VOlume coletado de amostra para titulacdo (mL);

t: tempo de aplicacdo de 0zdnio na coluna de cofiaty;

24000, 60, 1000ratores de conversao de unidades;

Apoés a determinacdo de oz6nio dentro da colunazdeizacdo, pode-se calcular a

dosagem de ozdnio, em mg.pela equacéo (2)

Fxrx 1000
Coluna ~— Vi x 60 (2)

Deons= dosagem de ozénio na coluna de contato ()g.L

P = producéo de 0zbnio na coluna de contatogg

t: tempo de aplicacao de ozonio na coluna de cofiaty;

Vki: volume da solucéo de lodeto de Potassio adicmnacdtcoluna de contato (L);

1000, 60 fatores de conversao de unidades;

O procedimento descrito foi também aplicado nardetecdo das concentracdes de

off-gasnesse sistema e nos experimentos.
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4.4.2. Método Indigo-Blue

A concentracdo de ozonio residual na fase aquosamastras foram determinadas
pelo métoddndigo-blue com a utilizacdo do kihccu-Vacde marca Hach. A metodologia e
kit do fabricante € uma adaptacdo de um métodstaledard Methods for the Examination of
Water and WastewatgAPHA, 2012). A leitura colorimétrica da solucém fealizada no
espectrofotometro Hach, modelo DR2800 no métodmweaange reportando os resultados

das analises em mgllde Q.

4.5.Extracdo Por Fase Solida (EFS)

A EFS é uma ferramenta util para extracdo e cormgid de micropoluentes em
amostras aquosas. Na EFS foram utilizados cartuddextracdo em fase de resina C18 de
500 mg e 3 mL de marca e BondElut (para BLYES)atheicacdo da Agilent Technologies.
Antes de passar a amostra pelos cartuchos, os rmdsram sistematicamente condicionados
pela lavagem com 3 X 2 mL de Hexano, seguido pgr2LmL de Acetona e 3 X 2 mL de
Metanol, por ultimo 5 X 2 mL de agua ultrapura (Bdead) em pH 3, com adi¢cdo de &cido
cloridrico. Em seguida, passou-se através dosatersy numa taxa de 20 mL.itinl L de
amostra para andlise por BLYES, sem correcdo de@duido por uma lavagem do cartucho
com 5 X 2 mL de solucéo 1:9 de metanol com aguaputa, para a retirada de possiveis

contaminantes retidos nos cartuchos (adaptado BNIES, 2003).

Os cartuchos para andlise por BLYES foram encardogao Laboratério do Setor de
Andlises Toxicoldgicas (ELTA) da CETESB para amalis qual disponha da infraestrutura e
tecnologia necessarios para a realizacdo desteoeAsaetapas envolvidas na concentracéo
da amostra por extracdo em fase solida se resumeforce a esquematizado na Figura 5. e
o0 sistema de extracao/eluicdo estd apresentadigma 6, o qual utiliza um sistema a vacuo
composto por um manifold, uma bomba a vacuo e siigemangueiras para transportar a

amostra para os cartuchos contendo resina C18.
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Figura 5 — Cartucho e principais etapas empregadasm EFS (Adaptado de Araujo, 2006).

Figura 6 — Sistema de extracao/eluicdo.
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O fluxograma das etapas da metodologia analititizada para a determinagédo do

17B-estradiol e da atividade estrogénica estao apiasenna Figura 7.

[ Adicéo de 1p-estradiol 1

(até concentracdo d.000 ng.L™Y)

[ Oxidac&o da amostra ]_
/ Extracdo em Cartucho C18\

condicionado com:

- 3x2mL de hexano
- 1x2mL de acetona

- 3x2mL de metanol

- 5x2mL de agua (pH 3)
N /

[ Eluicdo com 4x1 mL de acetona ]

[ Secagem com nitrogénio gasoso]

Figura 7 — Esquema da metodologia analitica utilizia na extracdo da amostra em EFS.

4.6.Teste BLYES (Bioluminescent Yeast Estrogen Screen)

A metodologia analitica utilizada nesta pesquisalésenvolvida por Sanseverino et
al. (2005) a qual se baseia no empregoSdecharomyces cerevisiaecombinante, que
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contém o receptor de estrégeno humano (hER) e &amitpuando em contato com compostos
estrogénicos.

Os ensaiosn vitro foram realizados na CETESB utilizando um lumindgmatictor
X3 contendo um dispensador de reagentes Flex Diwgy Bmbos da marca Perkin Elmer.

Para a quantificacdo dos ensaios, utilizou-se grama SigmaPI5t

Para o ensaio de atividade estrogénica, os mesktrasos das amostras usados para a
determinacdo quimica foram secos sob fluxo deeNposteriormente, os analitos foram

redissolvidos em solucéo de dimetilsulféxido (DMSIC.

Os reagentes descritos também foram preparadoEn&$B, seguindo o protocolo
de Sanseverino et al. (2005). A vidraria utilizaaa todas as etapas, desde a coleta até os
ensaios, foi dedicada exclusivamente ao teste Bl YB6Bforme metodologia de coleta para
pesticidas no Guia nacional de coleta e preservalgioamostras: agua, sedimento,

comunidades aquaéticas e efluentes liquidos (CETEARA, 2011).

4.6.1. Preparo de solucdes e padroes

O meio de cultura minimo para o ensaio utilizad@ @aanalise por BLYES, o qual é
idéntico ao do YES (YMM), foi preparado com a adi¢ie 1 L de agua ultrapura, contendo
0S seguintes reagentes:

13,61 g de KHPOy;

1,98 g de (NH).SO;;

4,2 g de KOH, 0,2 g de MgS(e

1 mL de solucéo de Fe$@0,8 g [*.

Em seguida, a solucéo foi esterilizada por 10 minaeitoclave a 121 °C. Finalmente
foram adicionadas as seguintes solucfes de amdosacpreviamente esterilizadas nas

mesmas condi¢des descritas anteriormente:
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50 mL de L- Histidina 10 g &;

10 mL de adenina 5 g't.

2 mL de L-arginina 10 gt;

2 mL de L-metionina 10 gt;

3 mL de L-tirosina 10 g t;

3 mL de L-isoleucina 10 g't:

2 mL de L-fenilalanina 10 g't:

2 mL de L-&cido glutamico 50 gt
5mL de L-valina30gt; e

10 mL de L-serina 37,5 gL

A solucéo de vitamina foi preparada em 500 mL deaagitrapura pela adicdo dos
seguintes reagentes, seguido de filtracdo da sokigémembrana de 0,22n e conservacgao

em refrigerador:
20 mg de tiamina Sigma;
20 mg de piridoxina;
20 mg de acido Pantotenico;
100 mg de inositol; e
50 mL de biotina 0,02 gt

Para o preparo de 1 L de meio de crescimento (YMNtG)feita a mistura das

seguintes solucoes:
854,5 mL de meio minimo;

10 mL de solugéo de vitamina;
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100 mL de solucgao de glicose 20 %;

25 mL de solucéo de &cido aspartico 47y L

8 mL de solugéo de treonina 24 §;le

2,5 mL de solucéo de sulfato de cobre (Il) 10%g L

Em seguida a solugao foi filtrada em membrana 22 n. Para o meio utilizado em
placa, adicionou-se 1,3 g de Agar Nobre por liteo sblugdo do meio YMMG. Para os
ensaios, 18 solucdes foram preparadas em placgascamacentracdes que variaram na ordem
de 102 a 10" mol L™ de E2 e 5QiL de cultura.

Culturas estoque de E2 foram preparadas adiciorse@® % de solucao de glicerol
40 % em ampolas de 2 mL, sendo, em seguida, aradasrem freezer a -70 °C.

Para o cultivo das cepas, linhagensSaecharomyces cerevisi8.YES (responsiva
e quantitativa a estrégeno) e BLYR (controle ddcidade, apresentando resposta positiva
guanto o meio é favoravel ao crescimento da lewgdusbtidas a partir de culturas
congeladas, foram colocadas para crescer em ugofaes vidro contendo 30 mL de meio
minimo. A solucéo foi mantida sob agitacdo em shakZb0 rpm, até atingir densidade 6ptica

de 1 em 600 nm (D), que ocorreu em cerca de 22 h, a 30 °C.

4.6.2. Anélises das amostras

Um dia antes dos ensaios, as linhagens foram dgslemlas e rapidamente
transferidas para um frasco contendo 30 mL de YMMKs$&sculturas foram agitadas até atingir
DOgoo (densidade Optica a 600 nm) préximo a 1. Em segud culturas foram diluidas em
volumes apropriados de meio de crescimento pavatse uma solucao final com R§igual

a 4. Finalmente, 50L das culturas foram transferidos para os orificias micro-placas.

Todos os ensaios foram realizados com uma placterm a linhagem BLYES e
outra placa com a linhagem BLYR. As placas foratA@agitadas em vortex por 20 s e entao
incubadas a 30 °C. Foi realizada medida de lumémesa das microplacas em luminémetro
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apos 3 h de incubacgdo. Para os extratos, foramsf8itdiluicdes seriadas partindo de uma
solugéo 100 vezes concentrada das amostras. Fosadas 10QL de amostra por poco em
microplaca de 96 pocos, assim como {iQ@os controles negativos (DMSO 1 %) e positivo

(E2), conforme Figura 8.

1 2 3 4 5 & 7 2] 9 10 1 12
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Figura 8 — Mapa da microplaca indicando a distribu¢do dos controles, amostras e padrdo de
E2 no ensaio BLYES (adaptado de ELDRIDGE et al., 24).

O critério de positividade para as amostras em dergke atividade estrogénica
significativa foi a média da resposta do contragativo, contendo cultura de leveduras com
solugéo de solvente DMSO 1 %, mais trés vezes waesadrdo (n = 6). A concentragao
efetiva 50 % (CEky) dos compostos foi calculada avaliando-se o por@dio da porgao linear
da curva dose resposta, considerando a respostamanidos controles negativos
(SANSEVERINO et al., 2009). O limite de deteccadd)lLadotado para o método foi a
concentracdo de E2 capaz de provocar efeito iguatitgério de positividade.

As leituras de luminescéncia obtidas com a linhaB&MES foram corrigidas no caso
de existir toxicidade com a linhagem BLYR, desde qutoxicidade desta ndo fosse maior
gue 1,5 (razéo entre a luminescéncia de backgreanldiminescéncia da amostra). Para estes

casos, as medidas foram repetidas em concentraggieses ou desconsideradas. As curvas
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dose e resposta foram construidas com dados dedaneei luminescéncia obtidas para
diferentes diluicbes das amostras, sendo normalizath termos de porcentagem de resposta
maxima de E2. Os resultados observados no lumiméméttor X3 foram tratados no
programa SigmaPIBt A Figura 9 ilustra os procedimentos de expressageteccdo da

atividade estrogénica.

Levedura detecta estrogénio na agua

Lumindmetro .
.ﬂ ™Y
Sinalizador 2
- - .
i luminescente e

Gene de
bactéria

Figura 9 — Processos de expressao e deteccao deith@scéncia do teste BLYES
(VASCONCELOS, 2012).

4.6.3. Tratamento dos dados

Com os valores das leituras de absorbancia, oadss foram tratados no programa
SigmaPlo?, o qual gerou os gréficos sigmoidais, encontrop@sos maximos, minimos e
médios do padrédo de E2, calculou o logaritmo ddgaorédio, a equacao da reta (bem como
seus coeficientes angular e linear), seu coefieiglet correlacdo e os valores des£CE&
concentracdo molar (molYl e em ngE2equivil Os itens citados encontram-se

demonstrados na Figura 10 apresentada por Bil&j20@eproduzida por Fischer (2013):
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Curva doserespostahipotética

50
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CAx D
EX
s

Concentracio da droga

Figura 10 — Grafico retirado de Fisher (2013), ilusando os pontos utilizados para o calculo
do CEso.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Ensaios de Cloracao

Os ensaios de cloracao foram conduzidos em difsserdancentracbes e de tempos,
usualmente utilizados em estacfes de tratamentogda convencionais, em triplicata nas

amostras de agua filtradas estudadas.

5.1.1. ETA de Sé&o Carlos (SAAE)

A ETA de Séo Carlos realiza tratamento das aguatsdas do Cérrego Espraiado e
do Ribeirdo Feijdo, realizando operagfes unitagiastratamento o tratamento por ciclo
completo que inclui: coagulagéo, floculacdo, demghn, filtracdo, cloracdo e fluoretacéo,

com as devidas correc¢des de pH em cada uma das.etap

Foi coletada, em 19/01/2013 (periodo de chuvasy amostra de cerca de 10 L de
agua filtrada dessa estacdo com as seguintes axésticas: cor aparente 1 mg.lPt-Co;
turbidez 0,70 UNT; pH 6,9; e cloro total < 0,05 hig.

Apoés a realizacdo dessas andlises, a amostra fmlidéi em fracbes de 1,4 L,
fortificadas com 1f-estradiol e submetidas a duas diferentes condigéesdoracdo: cloro

total inicial de 0,39 mg.t, por 10 min; e cloro total inicial de 1,38 md,Lpor 30 min.

Observou-se que nos ensaios com quantidades mederdspoclorito de sédio
adicionadas, ap6s transcorridos os 10 min de reagéoro residual caiu de 0,39 mg.para
0,28 mg.L*, enquanto que para os maiores caiu de 1,38 ggka 0,60 mg.t, ap6s os 30
min. Observou-se, também, que o pH final das sekicdiu para 6,3.

Dessa forma, verificou-se uma demanda significafpaa cloro, sobretudo nas
replicatas de maiores dosagens do agente oxidarfiabela 1 reporta as condi¢cdes variaveis

do experimento.
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Tabela 1 — Condi¢6es experimentais nos ensaios #leracdo de agua da ETA de S&o Carlos

. Concentracdo de Concentracao de
Concentracdo de  Tempo de

Ensaio . ' cloro total cloro total
17p-estradiol contato (min)

aplicado (mgL?) residual (mgL™)

SCCh1 10 0,39 0,28

SCCh2 10 0,39 0,28

SCCh3 1 10 0,39 0,28
6.000 ngL

SCCh4 30 1,38 0,60

SCChL5 30 1,38 0,60

SCCL6 30 1,38 0,60

5.1.2. ETAs 3 e 4 de Campinas (SANASA)

As ETAs 3 e 4 de Campinas tratam a agua captadia ddibaia, tratam a agua pelo
tratamento de ciclo completo que inclui: pré clamccoagulacéo, floculagdo, decantacgéo,

filtracdo, cloroamoniacao e fluoretacdo, com adddesvcorrecdes de pH em cada uma das
etapas.

Foi coletada, em 01/02/2013 (periodo de chuvasy amostra de cerca de 10 L de
agua filtrada dessa estacdo com as seguintes exésticas: cor aparente <1 mg.[Pt-Co;
turbidez 0,14 UNT; pH 7,1; e cloro total 0,76 mg.L

ApoOs a realizacdo dessas analises, a amostra Vmlidéi em fracdes de 1,4 L,
fortificadas com 1f-estradiol e submetidas a duas diferentes condigigesnsaio de
cloracdo: cloro total inicial de 0,76 mg-Lpor 10 min; e cloro total inicial de 1,18 mg,Lpor
30 min. Nas triplicatas de menores concentra¢coedade ndo foram adicionado hipoclorito
de sddio, devido a presenca de cloro livre na awmnost
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Observou-se que nos ensaios com quantidades meleooksro, apos transcorridos os
10 min de reacéo, o cloro residual caiu de 0,76 thgara 0,68 mg.t, enquanto que para os
maiores caiu de 1,18 mg'lpara 1,12 mg.t, ap6s os 30 min. Observou-se, também, que o

pH final das solu¢des nao foi alterado apos osi@nsa

Dessa forma, verificou-se uma demanda pouco stgtifea por cloro. A Tabela 2
reporta as condic¢des varidveis do experimento.

Tabela 2 — Condicdes experimentais nos ensaios dleracdo de agua da ETAs 3 e 4 de Campinas

. Concentracdo de Concentracao de
Concentragédo de  Tempo de

Ensaio _ _ cloro total cloro total
17p-estradiol contato (min)

aplicado (mgL?)  residual (mgL™)

CPSC1 10 0,76 0,69

CPSC2 10 0,76 0,69

CPSC3 N 10 0,76 0,69
6.000 ngL

CPSCi4 30 1,18 1,12

CPSC}5 30 1,18 1,12

CPSCi6 30 1,18 1,12

5.2.Ensaios de Ozonizacao

Os ensaios de ozonizacdo das amostras de agadddtdas ETAs foram conduzidos
em diferentes concentracfes do agente oxidanteesrgm, em duplicata.

Como se pode ver a seguir, assim como Pereira 2@tificou, o residual de 0z6nio
na fase liquida estava proximo ao limite de detakdmétodo indigo (APHA, 2012) e foi
praticamente desprezivel nos calculos do ozéniswuido. Outra importante observacao é
gue a taxa de aplicacdo do 0z6nio varia com o tedepmntato. Pode-se observar variacao na

taxa de aplicacdo de ozbnio para as mesmas cosdipdeque 0s experimentos foram
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realizados em batelada, portanto expostos a vasag@mo temperatura, variagdo de tenséo
da rede elétrica que alimenta o gerador e outros.

5.2.1. ETA de Séo Carlos (SAAE)

Foi coletada, em 12/04/2013 (inicio da estiagenma amostra de cerca de 10 L de
agua filtrada dessa estacdo com as seguintes erésticas: cor aparente 1 mg.IPt-Co;
turbidez 0,65 UNT; pH 6,2; e cloro total < 0,05 mig.

Apés a realizacdo dessas analises, a amostra fimiddi em fracdes de 2,0 L,
enriquecidas com BPfestradiol e submetidas a duas diferentes condigéeszonizagéo:
aplicacdo de 5 segundos de o0zénio, acarretandodi&@ioa0,5 mg.[* de @ (considerando
uma vazéo de 15 NL’he uma producéo de o0z6nio de 50 ghd), seguido de um tempo de
contato de 10 min; e aplicacédo de 20 segundos @lei@mzacarretando em adicéo 2,0 mb.L
de G (considerando as mesmas vazéo e producédo de améniconadas acima), seguido de

um tempo de contato de 30 min.

Ao final dos ensaios de ozonizagao, verificou-se quozonio residual na amostra
encontrava-se proximo a “zero” em todos os ensdims. observado, também, que a
guantidade de ozénio retida off gasé inferior a dosagem tedrica aplicada. Com osrgalo
tedrico de ozb6nio aplicado e com o valor de oz&etido nooff gas por subtracdo do
primeiro pelo segundo, obtém-se 0 0zénio consunidate do 0zénio aplicado pode ter sido
consumido pela amostra e/ou ter permanecido enfiosoa gasosa no interior da coluna de

ozonizagdo. Esses valores podem ser verificaddsinela 3.
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Tabela 3 — Condi¢Bes experimentais nos ensaios demnizacao de agua da ETA de S&o Carlos

Tempo Concentragdo Concentracdo Ozonio

Concentragéo _ . Ozo6nio
. de de ozbnio de ozbGnio  Presente .
Ensaio de 18- _ ' Consumido
. contato aplicado residual no off
estradiol . 1 1 (mg)
(min) (mgL™) (mgL™)  gas(mg)
SCQ1 30 2,0 0,04 0,61 3,39
SCG2 N 30 2,0 0,04 0,46 3,54
6.000 ngL

SCG3 10 0,5 0,01 0,31 0,69
SCQ4 10 0,5 0,03 0,46 0,54

5.2.2. ETAs 3 e 4 de Campinas (SANASA)

Foi coletada, em 17/04/2013 (inicio da estiagenmma mmostra de cerca de 10 L de
agua filtrada dessa estacdo com as seguintes axésticas: cor aparente <1 mg.[Pt-Co;
turbidez 0,16 UNT; pH 6,8; e cloro total 1,32 m§.lAp6s a coleta da amostra, adicionou-se
Metabissulfito de Sodio 3% (m/v) até a concentragho cloro total chegasse em

< 0,05 mg.L*, para que a amostra ndo apresentasse excesstedaggree redutor.

Apés a realizacdo dessas analises, a amostra fmid#i em fracdes de 2,0 L,
fortificadas com 1f-estradiol e submetidas a duas diferentes condig@e®zonizacao:
aplicacdo de 5 segundos de ozénio, acarretandod&ioa0,5 mg.l* de @ (considerando
uma vazéo de 15 NL’he uma producéo de oz6nio de 50 gh®), seguido de um tempo de
contato de 10 min; e aplicacdo de 20 segundos @leimzacarretando em adic&o 2,0 mb.L
de G (considerando as mesmas vazéo e producédo de aménitionadas acima), seguido de
um tempo de contato de 30 min.

Ao final dos ensaios de ozonizagao, verificou-se quozonio residual na amostra
encontrava-se proximo a ‘“zero” em todos os ensdims. observado, também, que a
guantidade de ozonio retida off gasé inferior a dosagem tedrica aplicada. Com osrgalo
tedrico de oz6nio aplicado e com o valor de ozgeitdo nooff gas por subtracdo do

primeiro pelo segundo, obtém-se 0 0zénio consunidae do 0zénio aplicado pode ter sido
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consumido pela amostra e/ou ter permanecido enfosoa gasosa no interior da coluna de

ozonizagdo. Esses valores podem ser verificaddsinela 4.

Tabela 4 — Condic¢des experimentais nos ensaios d®izacdo de agua da ETAs 3 e 4 de Campinas

Tempo Concentracdo Concentracdo Ozo6nio

Concentragao _ _ Ozonio
_ de de ozonio de ozonio  Presente _
Ensaio de 18- _ _ Consumido
, contato aplicado residual no off
estradiol . 1 1 (mg)
(min) (mgL™) (mgL™)  gas(mg)
CPSQ1 30 2,0 0,04 1,53 2,47
CPSQ2 L 30 2,0 0,04 2,29 1,71
6.000 ngL
CPS Q3 10 0,5 0,01 0,77 0,23
CPS Q4 10 0,5 0,03 0,77 0,23

5.3. Atividade estrogénica das amostras

Bioensaios estrogénicos e androgéniaosvitro baseados em leveduras tem se
estabelecido com uma ferramenta rapida e pratiGaqeantificacdo da atividade estrogénica
de substancias ou amostras. Um interferente emdy@omo € o caso do fi-éstradiol, pode
agir de diversas maneiras e comprometer a saudestsdo o desenvolvimento e o sistema
reprodutor. A linhagem de levedura usada nestaltrabque utiliza uma proteina de receptor
humano e elementos de resposta para ativar a figitsclo gene reporter, ndo é capaz de
identificar um interferente enddcrino especificopauvez que as leveduras ndo possuem
sistema enddcrino. Dessa forma, estutlowivo se fazem necessarios para elucidar, em
detalhes, os efeitos provocados por compostodeneates endocrinos no organismo. Ainda
assim, os ensaios de BLYES tém sido usados comdemamenta decreeningnicial para
a determinacdo da atividade estrogénica de um cstmpa amostra em diversos trabalhos
cientificos, principalmente para verificar a renmck estrogenicidade de uma amostra apos
algum tratamento especifico (SANSEVERINO et alQ®0
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Com o uso do software SigmaPlpfoi calculada a atividade estrogénica a parts do
gréaficos plotados da intensidade de biolumineseéfmtintagem por segundo — CPS) versus o
logaritmo da concentracdo (fator de concentracacomeentracdo molar — log M) para as
cepas de BLYES. Foi calculada adgEa partir do ponto médio da parte linear da caose-
resposta destes ensaios. As amostras foram cadddempositivas quando apresentaram
aumento da luminescéncia em pelo menos 3 concéesage forma a tornar possivel a
realizacdo de regresséao linear. O resultado foiessp em nanogramas equivalentes de E2
por litro de amostra (ngE2equiv'), sendo este o quociente entre os§36 E2 e o Ck da
amostra, calculado com base na regressao linea .oRantrole positivo do ensaio, a fim de
verificar que ndo hé inibicdo da expresséo da lenees amostras foram também expostas as
cepas de BLYR.

Foi estabelecida a concentracdo tedrica de 6.082ewuiv L', pela contaminacéo
das amostras até 6.000 ngE2, para que fosse possivel comparar a eficiénciamecao da
atividade estrogénica entre a oxidacdo por clomez@nio, submetendo-se as amostras a
diferentes concentracbes dos agentes oxidantesemg®, como elucidado nos itens 5.1. e
5.2..

5.4. Amostras contaminadas com 1ff-estradiol e tratadas com cloro

Apés a etapa de concentracdo das amostras noschomtlC-18, estes foram
armazenados sob refrigeracdo até sua analise mwatébo do Setor de Analises
Toxicoldgicas da CETESB. O transporte dos cartuembse as cidades de Sdo Carlos — SP e
Sao Paulo — SP também foi conduzido sob refrigeraca

As variaveis que influenciam o resultado da atig@lastrogénica nos ensaios de
oxidacdo com cloro consistem em, basicamente: otraggio de 1F-estradiol, concentracéo
aplicada de cloro e tempo de contato. Outros fata@emo demanda da matriz pelo agente
oxidante pode ser relevante.

As Figuras de curva dose-resposta dp-dstradiol e das amostras (intensidade de
bioluminescéncia versus concentracdo molar) forgspodibilizada pela CETESB, obtida

para o ensaio BLYES (atividade estrogénica) e Bl(dRicidade).
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A curva padrdo de BPBrfestradiol resultante do ensaio no laboratorio @toiSde
Andlises Toxicoldgicas da CETESB (Figura 11) nalaala para determinacdo da atividade
estrogénica das amostras tratadas com cloro apsesdarmato sigmoidal, o que atende ao
esperado, pois € na inflexdo da curva que se obté&nncentracdo equivalente de E2,
conforme esquema da Figura 10. Obteve-se tambémammda faixa de luminescéncia,
expressa em CPS (contagens por segundo), o quespeaado e esta de acordo com 0s

resultados obtidos por Jardim (2012), Eldridgel.e{(2011), Raimundo (2011) e Sanseverino
et al., (2009).
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Figura 11 — Curva dose-resposta de B7estradiol (intensidade de bioluminescéncia versus

concentracdo molar) para a batelada de andlise denastras tratadas com cloro.
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5.4.1. Amostras da ETA de S&o Carlos

As Figuras 12 a 18 representam as curvas dosestasge atividade estrogénica do
branco (agua coletada na saida do filtro) e dast@asotratadas com cloro apds contaminacéo
por 17B-estradiol.
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Figura 12 — Curva dose-resposta para o Branco da arstra SC C}, (intensidade de
bioluminescéncia versus fator de concentra¢éo) pa@nalise de amostras de S&o Carlos tratadas

cloro livre.
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Figura 13 — Curva dose-resposta da amostra SC £l (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 12 replicata da arsiwa de Sdo Carlos com menores tempo de

contato concentracdo de cloro livre.
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Figura 14 — Curva dose-resposta da amostra SC £2 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 22 replicata da arswwa de S&o Carlos com menores tempo de

contato concentracéo de cloro livre.
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Figura 15 — Curva dose-resposta da amostra SC £3 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentragéo) — 32 replicata da arstva de Sao Carlos com menores tempo de

contato concentracao de cloro livre.

le+6
» i ] ® . L ® ) ° ™
o
\(_)/ le+5
o o)
8 G
(0]
o
0] O
]
;= o
E %) o
S5 1o 0 ©
§ let+4
m
® S. cerevisiaeBLYR
©  S. cerevisiaeBLYES
le+3 T T
0,001 0,01 0,1 1

Concentration Factor
Figura 16 — Curva dose-resposta da amostra SC £ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 12 replicata da arstwa de S&o Carlos com maiores tempo de

contato concentragéo de cloro livre.



67

le+6
o ® ® ® ™ . * ™ L4 .
o
O 1let+b
B’ o
3. )
()
2 o
Q
= O
e )
= lo 0 = ©
3 let+4
m
® S, cerevisiaeBLYR
0 S. cerevisiaeBLYES
le+3 T T
0,001 0,01 0,1 1

Concentration Factor
Figura 17 — Curva dose-resposta da amostra SC 43 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracéo) — 22 replicata da arstwa de Sao Carlos com maiores tempo de

contato concentracdo de cloro livre.

le+6
o » . o . . o o . o
o
Q/ le+5 4 o
(&)
LC> o
()
O O
0]
Q
= ©
€ 0
S ilNe! O o) Q
S le+4
m
® S. cerevisiaeBLYR
©  S. cerevisiaeBLYES
le+3 T
0,001 0,01 0,1 1

Concentration Factor
Figura 18 — Curva dose-resposta da amostra SC £ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 32 replicata da arstwa de S&o Carlos com maiores tempo de

contato concentracéo de cloro livre.
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Com base nas curvas de dose-resposta dos ensaioseip do programa SigmaPlot

foram obtidos os pontos maximos, minimos e médiospddrdo de E2, calculou-se o
logaritmo do ponto médio, a equacado da reta (bemocseus coeficientes angular e linear),
seu coeficiente de correlacdo e os valores dg €Eoncentracdo molar (expressa em mol L

e em massa (expressa em ngE2equfy. IAs amostras 1, 2 e 3, bem como as 4, 5 e 6,
representam as replicatas dos ensaios. A partiredodtados obtidos, foi possivel realizar um
tratamento estatistico, com a expressédo da méesajodpadrédo e desvio padrao relativo da
atividade estrogénica residual, representada naldab, e da remocédo da atividade

estrogénica, representada na Tabela 6.

Tabela 5 — Atividade estrogénica residual das amasas de agua filtrada da ETA de Sao Carlos,

contaminadas com 6.000 ngE2equiv'te submetidas a cloracdo

Atividade Atividade
Ensaio Estrogénica Estrogénica Desvio Padrdo  Desvio Padrao
Residual Residual Média (ngE2equivL?)  Relativo (%)
(hgE2equiv L")  (ngE2equiv L)
Br. SC C} 0,19 - - -
SCCh1 3928
SCCp2 2488 3208 1018 32%
SCCL3 <0,10
SCCL 4 273
SCCL5 294 299 29 10%
SCCL6 331

Obs: A amostraSC Cl, 3 ndo foi considerada para os tratamentos estatistis
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Tabela 6 — Remocao da Atividade estrogénica das astias de agua filtrada da ETA de Séao

Carlos, contaminadas com 6.000 ngE2equiv'Le submetidas & cloracéo

Atividade . o
. Remocdo da  Remocgao Médie . .
. Estrogénica o o Desvio Padrao
Ensaio _ Atividade da Atividade _
Removida Relativo (%)

Estrogénica (%) Estrogénica (%
(ngE2equiv L) J (4) J (%)

SCCh1 2072 34,5%
SCCh2 3512 58,5% 46,5% 17%
SCCh3 <0,10 100%
SCCh4 5727 95,5%
SCCh5 5706 95,1% 95,0% 0,5%
SCCL6 5669 94,5%

Obs: A amostraSC Cl, 3 ndo foi considerada para os tratamentos estatistis

Dos resultados, verifica-se que as amostras tmtadan cloro total inicial de
1,38 mg.! por 30 min apresentaram, em média, eficiénciaed®ocdo de estrogenicidade
2,05 vezes maior em relacdo as tratadas com aab fnicial de 0,39 mg.L por 10 min.
Constatou-se também que as replicatas com maionegmtracées de cloro por um intervalo
de tempo maior (SC €4, 5 e 6) apresentaram uma repetibilidade maiorelacdo as
replicatas com menores dosagens de cloro em menbteeglos de tempo (SC Ll e 2). O
fato pode ser explicado por ter ocorrido um eren@rio nestes ensaios, o que explicaria

também a perda da amostra replicada SGCI

Quantificou-se atividade estrogénica no brancalésedo filtro da ETA de S&o Carlos)
em 0,19 ngE2equiv t, valor bem préximo do limite de quantificacdo détouo (0,10
ngE2equiv [Y). Pode ter ocorrido uma contaminacdo cruzada @sse branco e uma das
amostras contaminadas com o hormonio estudado.vasseencontrado, caso presente na
amostra, ndo é preocupante, considerando que adageaida do filtro passaria ainda por
processo de cloracdo, no entanto, trata-se de dioativo de contaminagdo antrdpica no
manancial que abastece metade da cidade de S&s.(Jarka-se que se trata de uma analise

anica, sem replicatas, e, portanto, sem segurameaalpresenca.
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Verificou-se, também, uma significativa demandaagente oxidante pela matriz da

amostra, o que indica a presenca de agentes regutor

Todavia, a cinética de remocao da atividade estiogéas replicatas para aplicacao
de 1,38 mg.L* por 30 min, com residual de 0,60 mg.pode ser considerada baixa, em vista
de uma remocdo média de 95,0% da atividade estoagéle uma amostra com elevada
concentracéo inicial de pstradiol (de 6.000 ng). Elucidou-se que a taxa de remocéo da
atividade estrogénica na amostra pode ser redpaidamenores concentracées do hormonio
objeto do presente estudo.

5.4.2. Amostras das ETAs 3 e 4 de Campinas

As Figuras 19 a 25 representam as curvas dosestasge atividade estrogénica do

branco (agua coletada na saida do filtro) e dast@asotratadas com cloro apds contaminacéo
por 17B-estradiol.

le+6
—~ ® [ J
8 g . . L] °
8 le+5 ™
O] [
Q
c
()
o
0
]
;=
g 0 o
g le+4 v 0 o o o 0
el 0
® S, cerevisiaeBLYR
©  S. cerevisiaeBLYES
le+3 T T T
1 10 100

Concentration Factor
Figura 19 — Curva dose-resposta para o Branco da aystra CPS C}, (intensidade de
bioluminescéncia versus fator de concentracédo) pamnalise de amostras de Campinas tratadas

cloro livre.
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Figura 20 — Curva dose-resposta da amostra CPS  (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracao) — 12 replicata da arstva de Campinas com menores tempo de

contato concentracdo de cloro livre.
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Figura 21 — Curva dose-resposta da amostra CPS {2 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentragéo) — 22 replicata da arswa de Campinas com menores tempo de

contato concentracéo de cloro livre.
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Figura 22 — Curva dose-resposta da amostra CPS L3 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentragcéo) — 32 replicata da arstva de Campinas com menores tempo de

contato concentracao de cloro livre.
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Figura 23 — Curva dose-resposta da amostra CPS £ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracéo) — 12 replicata da arstra de Campinas com maiores tempo de

contato concentragéo de cloro livre.
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Figura 24 — Curva dose-resposta da amostra CPS 3 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracéo) — 22 replicata da arswa de Campinas com maiores tempo de

contato concentracdo de cloro livre.
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Figura 25 — Curva dose-resposta da amostra CPS {3 (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentragéo) — 32 replicata da arswa de Campinas com maiores tempo de

contato concentracéo de cloro livre.
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Com base nas curvas de dose-resposta dos ensaioseip do programa SigmaPlot

foram obtidos os pontos maximos, minimos e médiospddrdo de E2, calculou-se o
logaritmo do ponto médio, a equacdo da reta (bemocseus coeficientes angular e linear),
seu coeficiente de correlacdo e os valores dg €Eoncentracdo molar (expressa em mol L

e em massa (expressa em ngE2equfy. IAs amostras 1, 2 e 3, bem como as 4, 5 e 6,
representam as replicatas dos ensaios. A partiredodtados obtidos, foi possivel realizar um
tratamento estatistico, com a expressédo da méesajodpadrédo e desvio padrao relativo da
atividade estrogénica residual, representada naldab, e da remocdo da atividade

estrogénica, representada na Tabela 8.

Tabela 7 — Atividade estrogénica residual das amaas de agua filtrada das ETAs 3 e 4 de

Campinas, contaminadas com 6.000 ngE2equiv'le submetidas & cloracéo

Atividade Atividade
Ensaio Estrogénica Estrogénica Desvio Padrdo  Desvio Padrao
Residual Residual Média (ngE2equivL?)  Relativo (%)
(hgE2equiv L")  (ngE2equiv L)

Br. CPS C} <0,10 — - -

CPSCi1 1755

CPS C}2 1906 1839 77 4%

CPSCi3 1857

CPSCi4 500

CPS C}5 480 498 18 4%

CPS C}6 515
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Tabela 8 — Remocdao da Atividade estrogénica das astas de 4gua filtrada da ETAs 3 e 4 de

Campinas, contaminadas com 6.000 ngE2equiv'le submetidas a cloracéo

Atividade . o
. Remocdo da  Remocgao Médie . .
. Estrogénica o o Desvio Padrao
Ensaio _ Atividade da Atividade _
Removida Relativo (%)

Estrogénica (%) Estrogénica (%
(ngE2equiv L) J (4) J (%)

CPSCi1 4245 70,8%
CPS C}2 4094 68,2% 69,3% 1,3%
CPSC}3 4143 69,1%
CPS C}4 5500 91,7%
CPS C}5 5520 92,0% 91,7% 0,3%
CPSC}6 5485 91,4%

Destaca-se que as ETAs 3 e 4 da SANASA de CampiBBs diferentemente da ETA
do SAAE de Séo Carlos - SP, possui um pré-tratamemntsistema, que é a pré-cloracdo da
agua. Por conta disso, a agua chega aos filtrestdgdo de tratamento com residual de cloro
total. Optou-se por ndo remover esse agente oxddatamostra coletada para evitar uma
adicdo excessiva de agente redutor e por ser d=s@D, pois observou-se que a dosagem
de cloro na amostra no momento dos ensaios emaldinior se aproximava de 0,5 mg.L

(condicdo de menor dosagem neste trabalho)

Dos resultados, verifica-se que as amostras tratedan cloro total inicial de 1,18
mg.L* por 30 min apresentaram, em média, eficiénciaedeocdo de estrogenicidade 1,32
vezes maior em relacdo as tratadas com cloro tinadial de 0,76 mg.l' por 10 min.
Constatou-se também que as replicatas com maionegtracdes de cloro por um intervalo
de tempo maior (CPS £H, 5 e 6) apresentaram uma repetibilidade muitoeigante as

replicatas com menores dosagens de cloro em mentgeslos de tempo (CPSA, 2 e 3).

Depreende-se dos resultados obtidos que a demand@gnte oxidante da matriz de
Campinas é significativamente menor em relacdo SadeCarlos. Por esse fato, observou-se,

também, menores desvios padrdes da atividade éstoagresidual.
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Todavia, a cinética de remocao da atividade estiogéas replicatas para aplicacao
de 1,18 mg.L* por 30 min, com residual de 1,12 mg.pode ser considerada baixa, em vista
de uma remocdo média de 91,7% da atividade esimagéle uma amostra com elevada

concentracéo inicial de p#estradiol (de 6.000 ng).

5.5. Amostras contaminadas com 1ff-estradiol e tratadas com ozonio

Apés a etapa de concentracdo das amostras noschomtlC-18, estes foram
armazenados sob refrigeracdo até sua andlise rmratébo do Setor de Andlises
Toxicoldgicas da CETESB. O transporte dos cartuembse as cidades de Sdo Carlos — SP e

Sé&o Paulo — SP também foi conduzido sob refrigeraca

As variaveis que influenciam o resultado da atig@lastrogénica nos ensaios de
oxidacdo com o0zOnio consistem em, basicamente: eotragdo de Ifestradiol,
concentragdo aplicada de ozonio, 0zdnio consumtdmpo de contato. Outros fatores, como

a demanda da matriz pelo agente oxidante, poderslsgantes.

As Figuras de curva dose-resposta dp-dstradiol e das amostras (intensidade de
bioluminescéncia versus concentragcdo molar) forspodibilizada pela CETESB, obtida
para o ensaio BLYES (atividade estrogénica) e Bl(dRicidade).

A curva padrdo de BPBrestradiol resultante do ensaio no laboratorio @torSde
Andlises Toxicolégicas da CETESB (Figura 26) nalaaia para determinacéo da atividade
estrogénica das amostras tratadas com o0zo6nio, assim observado na Figura 11, apresenta
o formato sigmoidal, o que atende ao esperado.veisie uma ampla faixa de luminescéncia,
0 que era esperado e esta de acordo com os resutibtidos por Jardim (2012), Eldridge et
al., (2011), Raimundo (2011) e Sanseverino e{2009).
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Figura 26 — Curva dose-resposta de B7estradiol (intensidade de bioluminescéncia versus

concentracdo molar) para a batelada de andlise denastras tratadas com ozénio.

5.5.1. Amostras da ETA de Sao Carlos

As Figuras 27 a 31 representam as curvas dosestasge atividade estrogénica do

branco (agua coletada na saida do filtro) e dassta®o tratadas com ozénio apds
contaminagéao por Bfestradiol.
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Figura 27 — Curva dose-resposta para o Branco da arstra SC G, (intensidade de
bioluminescéncia versus fator de concentracao) pammnalise de amostras de S&o Carlos tratadas

com ozonio.



79

le+6
— ® [ L[] L ] ] ® PY
n ®
D- '
9/ le+5
2 o O o 5
S o
?
o} Q
=
g o
5 | o o
§ le+4
m
® S. cerevisiaeBLYR
© S. cerevisiaeBLYES
le+3 T T T
0.1 1 10 100

Concentration Factor
Figura 28 — Curva dose-resposta da amostra SC;Q (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 12 replicata da arsiwa de Sdo Carlos com menores tempo de

contato concentracéo de ozénio.
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Figura 29 — Curva dose-resposta da amostra SC;Q (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 22 replicata da arswwa de S&o Carlos com menores tempo de

contato concentracdo de ozonio.
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Bioluminescence (CPS)
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Figura 30 — Curva dose-resposta da amostra SC;@ (intensidade de bioluminescéncia

versus fator de concentracéo) — 12 replicata da arstra de Sao Carlos com maiores tempo de

Bioluminescence (CPS)

contato concentracdo de ozénio.
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Figura 31 — Curva dose-resposta da amostra SC;@ (intensidade de bioluminescéncia

versus fator de concentracdo) — 22 replicata da arstwa de S&o Carlos com maiores tempo de

contato concentragdo de ozonio.
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Com base nas curvas de dose-resposta dos ensaioseip do programa SigmaPlot
foram obtidos os pontos maximos, minimos e médiospddrdo de E2, calculou-se o
logaritmo do ponto médio, a equacao da reta (bemocgeus coeficientes angular e linear),
seu coeficiente de correlacéo e os valores dg €Eoncentracdo molar (expressa em migl L
e em massa (expressa em ngE2eqifiv As amostras 1 e 2, bem como as 3 e 4, representa
as replicatas dos ensaios. A partir dos resultabtidos, foi possivel realizar um tratamento
estatistico, com a expressdo da media, desvio paddesvio padrao relativo da atividade
estrogénica residual, representada na Tabela % eemlocdo da atividade estrogénica,

representada na Tabela 10.

Tabela 9 — Atividade estrogénica residual das amaas de agua filtrada das ETA de Sao Carlos,

contaminadas com 6.000 ngE2equiv'te submetidas & ozonizacdo

. Atividade Atividade Desvio
Ozonio ) L . . .
_ _ Estrogénica Estrogénica  Desvio Padréo Padrao
Ensaio Consumido _ _ o N _
(mg) Residual Residual Média (ngE2equiv L") Relativo
m
J (ngE2equiv LY  (ngE2equiv L™ (%)
Br.SCQ — <0,10 - - -
SCQG1 3,39 13,0
8,0 7,0 87%
SCG2 3,54 31
SCG3 0,69 17,0
56,1 55,3 99%

SCG4 0,54 95,2
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Tabela 10 — Remocéao da Atividade estrogénica das astras de 4gua filtrada das ETA de Séo

Carlos, contaminadas com 6.000 ngE2equiv e submetidas a ozonizag&o

Atividade . o
. Remocdo da  Remocéo Médie , .
) Estrogénica o o Desvio Padrao
Ensaio _ Atividade da Atividade .
Removida Relativo (%)

Estrogénica (%) Estrogénica (%
(ngE2equiv L) J (%) J (%)

SCQG1 5987 99,78%

99,87% 0,12%
SCQG2 5997 99,95%
SCG3 5983 99,72%

99,07% 0,92%
SCQG4 5905 98,41%

Dos resultados, verifica-se que as amostras geeativ maior consumo de 0z6nio
tiveram maiores remocdes da atividade estrogéricmstatou-se também que menores
desvios padrdes sao observados quando se analiem@agies dos contaminantes, as quais,

em média, foram superiores a 99,4%.

Depreende-se dos resultados obtidos que o ozémisupvdo pelas amostras €
préximo ao aplicado, sendo que nas replicatas $C €2 foi aplicado, teoricamente, 4,0 mg
de Q, enquanto que nas SG ®e 4, 1,0 mg de £0 ozbdnio consumido pelas amostras pode
ser menor do que o calculado, j& que o mesmo fantificado mediante a titulacdo as
solucéo de iodeto de potéassio presentefiigas e o 0z6nio residual da amostra, havendo a
possibilidade de parte do ozénio néo ter reagitler éicado em partes do aparato montado,
como nohead spacela coluna de contato, ou até uma demanda poreagritiante por parte

da matriz, como observado nos ensaios de cloragao.

N&o ocorreu boa correlacdo nos valores observael@ividade estrogénica residual
nas replicatas. Isso pode ter ocorrido por contardes na dosagem de ozoénio da amostra,
considerando que, para a aplicacdo desse agerdanti foi utilizado equipamento de
laboratério com elevada geracao de oz6nio pararadighbes dos ensaios (volume da coluna e
o tempo de contato), sendo necessario baixo terspapticacdo de o0z6nio na amostra e

tempo adicional para completar o tempo de contgteaficado para cada ensaio.
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Todavia, a cinética de remoc¢éo da atividade estiogéos ensaios de oxidagdo por
0z6nio pode ser considerada elevada, tendo emavigdficacdo de uma remog¢do minima de
98,41% da atividade estrogénica de uma amostraetewada concentracao inicial depi7

estradiol (de 6.000 ngl), com aplicacéo de 0,5 mg'lde G e em um tempo de contato de
10 min.

5.5.2. Amostras das ETAs 3e 4 de Campinas

As Figuras 32 a 36 representam as curvas dosestasge atividade estrogénica do

branco (agua coletada na saida do filtro) e dassta®o tratadas com ozénio apds
contaminacgéao por Bfestradiol.
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Figura 32 — Curva dose-resposta para o Branco da avatra CPS G (intensidade de
bioluminescéncia versus fator de concentracédo) pamnalise de amostras de Campinas tratadas

com ozonio.
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Figura 33 — Curva dose-resposta da amostra CPS:;Q (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 12 replicata da arstva de Campinas com menores tempo de

contato concentracdo de ozénio.
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Figura 34 — Curva dose-resposta da amostra CP$;Q@ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracéo) — 22 replicata da arstwa de Campinas com menores tempo de

contato concentragdo de ozonio.



85

le+6
- ® - [ [ ) L] ® ® ® [
n
o
&L le+5
() o O
e o
[}
g O
2 o
£ o
> B [ 8] Q
§ le+4
m
® S, cerevisiaeBLYR
©  S. cerevisiaeBLYES
le+3 T T T

0.01 0.1 1 10
Concentration Factor
Figura 35 — Curva dose-resposta da amostra CPS;@ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentracdo) — 12 replicata da arstwa de Campinas com maiores tempo de

contato concentracéo de ozénio.
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Figura 36 — Curva dose-resposta da amostra CP$;@ (intensidade de bioluminescéncia
versus fator de concentragéo) — 22 replicata da arswa de Campinas com maiores tempo de

contato concentracdo de ozonio.
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Com base nas curvas de dose-resposta dos ensaioseip do programa SigmaPlot
foram obtidos os pontos maximos, minimos e médiopatirdo de E2, calculou o logaritmo
do ponto médio, a equacdo da reta (bem como seefcientes angular e linear), seu
coeficiente de correlacdo e os valores dg;@Econcentracdo molar (expressa em mb)lé
em massa (expressa em ngE2equiy. IAs amostras 1 e 2, bem como as 3 e 4, represeisa
replicatas dos ensaios. A partir dos resultadogladt foi possivel realizar um tratamento
estatistico, com a expressao da media, desvio paddesvio padrao relativo da atividade
estrogénica residual, representada na Tabela g eemocédo da atividade estrogénica,

representada na Tabela 12.

Tabela 11 — Atividade estrogénica residual das antoas de agua filtrada das ETAs 3 e 4 de

Campinas, contaminadas com 6.000 ngE2equiv'le submetidas a ozonizac&o

. Atividade Atividade Desvio
Ozonio _ L . . .
_ _ Estrogénica Estrogénica  Desvio Padréo Padrao
Ensaio Consumido _ _ o N _
(mg) Residual Residual Média (ngE2equiv L") Relativo
m
J (ngE2equiv LY  (ngE2equiv L™ (%)
Br.CPS Q - <0,10 — — -
CPSQ1 2,47 115
107 11,2 10%
CPS Q2 1,71 99,2
CPS Q3 0,23 84,5
71,3 18,7 26%

CPS Q4 0,23 58,0
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Tabela 12 — Remocéao da Atividade estrogénica das astras de 4gua filtrada das ETAs 3 e 4 de

Campinas, contaminadas com 6.000 ngE2equiv'le submetidas a ozonizac&o

Atividade . o
. Remocdo da  Remocgao Médie . .
. Estrogénica o o Desvio Padrao
Ensaio _ Atividade da Atividade _
Removida Relativo (%)

Estrogénica (%) Estrogénica (%
(ngE2equiv L) J (4) J (%)

CPS Q1 5885 98,08%

98,22% 0,19%
CPS Q2 5901 98,35%
CPS Q@3 5916 98,59%

98,81% 0,31%
CPS Q4 5942 99,03%

Dos resultados, verifica-se que, diferentementeld@rvado na matriz proveniente de
Sao Carlos, as amostras que apresentaram menountonde o0zOnio tiveram maiores
remocOes da atividade estrogénica. Constatou-seétangque menores desvios padrdes sdo
observados quando se analisa as remocdes dos ouaniées, as quais, em média, foram

superiores a 98,5%.

Depreende-se dos resultados obtidos que o ozOngupgudo pelas amostras é bem
abaixo do observado nas amostras provenientes AdadEBao Carlos, sendo que o aplicado
nas replicatas CPS3;Q e 2 foi, teoricamente, 4,0 mg de, ®nquanto que nas CP3 ®e 4,
1,0 mg de @ O ozbnio consumido pela amostra pode ser menqudm calculado, ja que o
mesmo foi quantificado mediante a titulacdo ascgmude iodeto de potassio presentefio
gas e o0 ozobnio residual da amostra, havendo a pbdsaie de parte do ozonio néo ter
reagido e ter ficado em partes do aparato montamhop nohead spacela coluna de contato.

N&o ocorreu boa correlagédo nos valores observael@ividade estrogénica residual

nas replicatas pelos mesmos motivos discutidotenn5.5.1.

O fato de ter sido observado uma remoc¢édo da atigidastrogénica maior nas
replicatas conduzidas com aplicacdo de 0,5 thgé.0zdnio com um tempo de contato de 10

min pode ter ocorrido devido a permanéncia desse@&oluna de contato mesmo apos a sua
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limpeza entre um ensaio e outro, havendo uma tergfia do agente oxidante de um

experimento para o outro.

Todavia, a cinética de remocédo da atividade estiogéos ensaios de oxidacao por
0zo6nio pode ser considerada elevada, tendo emavistdficacdo de uma remocgao minima de
98,59% da atividade estrogénica de uma amostraetevada concentragao inicial depl7
estradiol (de 6.000 ngl), com aplicacéo de 0,5 mg'lde G e em um tempo de contato de

10 min.

5.6.Comparagédo dos resultados de remocdo da atividadesteogénica com a

utilizagéo de cloro e ozdnio

Assim como observado por Pereira (2011), o oz6aionsstrou um oxidante mais
eficiente na remocéo do f-stradiol (sendo no presente trabalho avaliadoagwdade
estrogénica por teste BLYES) em relacéo ao clora gdasagens semelhantes em tempos de
contato iguais. A demanda por agente oxidanterpataz de Sao Carlos, a presenca de cloro
total nas amostras de Campinas submetida a oxigegadoro e a producédo inconstante do
gerador de ozoOnio impossibilitaram a realizacdced®eaios com concentragbes de agentes

oxidantes com exatidao.

No entanto, comparando-se todos os resultadososbtids desinfecgbes por cloro e
por 0z6nio nas duas matrizes e nas diferentes nobacées e tempos de contato, verificou-se
gue, enquanto o cloro apresentou uma taxa de renuacatividade estrogénica de 34,5% (SC
Cl, 1) a 95,5% (SC @¢H), o 0zbnio removeu de 98,1% (CP$Ipa 99,95% (SC £P) desse

parametro de controle.

Comparando-se os ensaios de oxidacdo por 10 mjngakzados nas matrizes de
agua de Campinas e de Sao Carlos, verifica-se go#vomo de remocdo da atividade
estrogénica obtido com a utilizagéo de cloro foirf@e8% (CPS Gl1), enquanto que com o
0z6nio obteve-se remocdo de até 99,72% (S@)Misso, desprende-se que a cinética de
remocdo da atividade estrogénica causada pPredffadiol, sobretudo nos 10 primeiros

minutos de contato € maior quando utiliza-se o imzéomo oxidante.
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Tal discrepancia de valores, em numeros absoln&msfoi observada nos ensaios com
tempos de contato de 30 minutos, onde se verifip@ia oxidacdo por cloro removeu até
95,5% (SC Gl 4) da atividade estrogénica, enquanto que o oz@nmveu até 99,95% (SC
03 2). De fato, a medida que a concentracdo @eektradiol é reduzida na amostra, a cinética

de reacédo torna-se substancialmente mais lenta.ressltado fora observado, também, por
Pereira (2011).
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6. CONCLUSOES

Os testes por BLYES realizados nas aguas das sdddafiitros das ETAs 3 e 4 da
SANASA de Campinas - SP e na ETA do SAAE de Sato€arSP (branco das amostras)
apontou a presenca de desregulador(es) endocrina(sgamostra coletada no més de
janeiro/2013 no municipio de S&o Carlos (0,19 ngBReL "), valor bem préximo do limite
de quantificacdo do método (0,10 ngE2equiy). [Essa Unica analise, sem replicatas, ndo é

suficiente para indicar a presenca de estrogenieida manancial.

Na estacdo de Campinas, nao foi detectada ativielstdegénica nas duas campanhas
amostrais realizadas. Foi detectada atividadeg&strca no rio Atibaia, no trecho onde ha a
captacdo de agua das ETAs 3 e 4 (JARDIM et al2,2RAIMUNDO, 2011; MONTAGNER
et al., 2011). No entanto, a pré-cloracdo da agser &ratada na estacdo, associado ao tempo
de contato do agente oxidante com a amostra e sobai#as concentracoes de atividade
estrogénica (variando no manancial de 0,06 a 6gRequivL™) foi eficiente, nessas duas
campanhas, para a remocado da atividade estrogateécaalores inferiores ao limite de

quantificacéo do bioensaio (0,10 ngE2eduiy.

O BLYES apresentou-se como uma ferramenta, que gedempregada na avaliagao
rotineira da qualidade da &agua distribuida a paawlano diagnodstico de potencial

interferéncia enddécrina.

Os resultados apresentados neste trabalho denmmongti a oxidag&o por ozonio se
mostrou mais eficiente do que a por cloro paran@ogdo da atividade estrogénica causada,
Unica e exclusivamente, pelo fté&stradiol, empregando-se dosagens e tempos dat@®nt
semelhantes para uma dosagem inicial desse hormékitvamente alta (6.000 ng'L
Todavia, em todos 0s ensaios a concentracéo fnatiddade estrogénica permaneceu acima
do limite de quantificacdo desses hormonio, indicague a remogao nao foi completa,
mesmo em condi¢Oes favoraveis, isto €, matriz lingpan padrdes de potabilidade para os
parametros fisico-quimicos. Este fato confirma gueomposto em questdo é de dificil
degradacdo e que possui uma cinética de remocda, lpodendo seus subprodutos
apresentarem atividade estrogénica, sendo dif@ingar sua completa eliminacdo a niveis

gue ndo comprometam a potabilidade da agua.
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7. SUGESTOES

Recomenda-se a associacdo de técnicas analitaras|imites de quantificacdo na
ordem de decimal ou unidade de nanograma por ko) bioensaiosn vitro, a fim de
correlacionar a atividade estrogénica detectada @gresenca do contaminante ou de seus

subprodutos.

Sugere-se a reducdo estequiométrica do cloro peesem amostra de agua de
Campinas, a fim de se comparar de maneira ma&yssica os efeitos das matrizes de agua
da ETA do Centro do SAAE de S&o Carlos e das ETAg 3la SANASA de Campinas, para

0S ensaios com cloracdo da amostra.

Considerando o indicativo de presenca de conta@npor interferentes enddécrinos
no efluente dos filtros na ETA do Centro de SaddSarecomenda-se 0 monitoramento da
atividade estrogénica dos mananciais que abastestancidade. Salienta-se que nao ha
qualquer tipo de norma ou legislacdo que regulangdmento de efluentes ou classifique

mananciais quanto a atividade estrogénica no Brasil

Para avaliacdo da real remocéo de atividade esigagésugere-se 0 monitoramento
de mananciais, para a identificacdo e a contanindedamostras sintéticas controladas com
diversos interferentes endocrinos, seguido dazagip de novos ensaios de oxidagdo com

desinfetantes de uso comercial em estacfes dmé&ata de agua convencionais.
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