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RESUMO

SILVA, Larissa Loureiro Salgueiro. Utilizacdo de IH40, e Osmose Inversa para remocao
de estrogénios presentes em esgoto sanitario taidraOrientadoras: Fabiana Valéria da
Fonseca, D. Sc. / Juacyara Carbonelli Campos, D.Rsz de Janeiro: ESCOLA DE
QUIMICA / UFRJ, 2016.

Os desreguladores enddécrinos (DE), encontrados sgotas sanitarios, em concentracdes
traco, estdo se consolidando como um novo degadie,sdo de dificil remocéo e deteccao.
Neste trabalho foi estudada a remocao dg-esfradiol (E2), ld-etinilestradiol (EE2) e
estriol (E3), bem como o efeito de atividade eginicp, presentes em efluentes de Estacéo de
Tratamento de Esgotos (ETE). Foi necesséaria a ntggdo e validacdo de metodologia
analitica em cromatdgrafo liquido de alta efici@an€@LAE). O limite de detec¢éo (E2 = 1,15;
EE2 = 1,86 e E3 = 1,00) e de quantificacdo (E234;3EE2 = 3,58; E3 = 3,50) ficou em
concentracdes de pg'L Contudo, puderam-se quantificar concentracéesngni™’ pelo
emprego de cartuchos de extracdo em fase soélidanafise de atividade estrogénica foi
realizada pelo ensaio YESdast Estrogen Screem). Os experimentos, em escala de bancada,
baseou-se nos processos de separacdo por membramag)smose Inversa (Ol), e nos
processos oxidativos avancados, UMK Para a Ol, realizou-se pré-tratamento, para a
reducdo dofouling na OI, com membranas de microfiltracdo (MF). Mama-se as
recuperacoes de filtracdo (50, 60 e 70%), o voldmg@ermeado (600 mL a 1750 mL) e a
presséo de trabalho (10 e 20 bar). Assim, consesguatingir rejeicoes de 98 e 91 % de E2 e
E3. A partir dos resultados, concluiu-se que o ammela recuperacdo e do volume de
permeacao diminui a eficiéncia de rejeicao dos Baras e da estrogenicidade. A diminuicao
da pressao de trabalho nao interferiu na rejeifaca o sistema UVAHD,, foi verificada a
necessidade, também, de pré-tratamento por MF, rpatacdo de material particulado. A
partir disso, foi realizado planejamento experiraknip tipo fatorial, 2, com trés pontos
centrais. A melhor condicdo de remocao (abaixoiehitd de deteccdo para E2 e EE2 e
remoc&o de 90% para o E3) foi com a aplicacdo 8e41@ n¥ de dose de UV e 4 mgide
H.O,. Contudo, nesta condicdo, a atividade estrogénmstrou-se elevada, o que indica o
aparecimento de produtos de degradacdo mais esitog&ue os anteriores. Palavras-chave:

Desreguladores enddcrinos; Osmose Inversa; YO/HIratamento de esgotos.



ABSTRACT

SILVA, Larissa Loureiro Salgueiro. Usage of UMM} and Reverse Osmosis to remove
estrogens present in biotreated sewage. AdvisabiaRa Valéria da Fonseca, D. Sc. /
Juacyara Carbonelli Campos, D. Sc. Rio de JanEB&OLA DE QUIMICA / UFRJ, 2016.

Endocrine disrupters (ED) found in sewage, in tragecentrations, are consolidating as a
new challenge, because they are difficult to remawe detection. In this work the removal of
17B-estradiol (E2), ld-ethinylestradiol (EE 2) and estriol (E3), as wadl the estrogenic
activity present in effluent of Wastewater Treatn@&bant (WWTP). Implementation and
validation of analytical methodology in High Perftance Liquid Chromatography (HPLC)
was required. The detection limit (E2 = 1.15; =61EE2 and E3 = 1.00) and quantification
(E2 = 3.34; EE2 = 3.58; E3 = 3.50) was in concéiuina around pg t. However, it could be
quantified concentrations in ng*Lby employing solid phase extraction cartridgese Th
estrogenic activity analysis was performed by theSYassay (Yeast Estrogen Screem).
Experiments in bench scale was based on membrahediegy with reverse osmosis (RO),
and advanced oxidation processes, UXJH In order to reduce fouling, a pretreatment with
microfiltration membranes (MF) was conducted. Btibn ecoveries (50, 60 and 70%),
permeate volume (600 mL to 1750 mL) and workingspuee (10 and 20 bar) was varied.
Thus, it was possible to achieve rejections of 88 @1% of E2 and E3. From the results, it
was concluded that the increase in recovery anohgeion volume decreases the rejection
efficiency of hormones and estrogenicity. The daseein operating pressure did not affect
the rejection. The system of UV/B, was verified also a pretreatment with MF to remove
particulates. Thus, it was performed an experimetiésign with factorial 2 with three
central points. The better removal condition (bekbw detection limit for E2 and EE2 and
removal of 90% for E3) was achieved by the apglicaof 122.4 kJ UV dose and 4 mg'L

1 of H,0,. However, in this condition, the estrogenic atyiwas high, which indicates the
presence of degradation products that are moregestic than before. Keywords: endocrine
disruptors; Reverse Osmosis; UV / H202; Sewagéenireat.



SUMARIO

1 INTRODUQAO E OBIETIVOS .. ..ot e eeeas 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt sttt 20
2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS........ccceoveteetemememeeeeeeeeee e st ete e e 20
FZ00 Nt R 1= 1o ][> o PSR 20
2.1.2 Substancias consideradas desreguladores endoCrinosS...........cccvveeveveiieeeeeeennn. 21
2.1.2.1  HOIMONIOS ..ttt ettt ettt a e s e e e e e e e e e e eeeeeeeessssennnneeeeee 21
2.1.3 Efeitos causados pela exposSiCa0 A0S DE ... eeeeeeiiiiiiiieiiiiiccieeee e 21.
2.1.4 Metodologias para analise de atividade estrogénica..............ccceevvvvvvvvvrnnnnnnnnn. 28
2.1.4.1 Yeast Estrogen Screen (YES) ... 30
2.1.5 Métodos analiticos para quantificacdo de eStrogérso...............ccccccvvvvrrrrrrennnnn. 33
2.1.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).ccc...cccooeeeiieeeiiiiiieeeeiiinns 38
2.1.6 Extracdo em Fase SOlida (EFS) ........ccooiiiiiiiiieeecciiis e e 41
2.1.7 Presenca de desreguladores endocrinos em eSgotoitSaim. .............eeevveeeeeennn.. 43

2.2 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS (PSM) .cooeeevevcnennnnnn 51

P20 R T o Yo Fo e [T 41T o] o] = 0 = L 52
2.2.1.1 Estruturas das membranas .........cccceeeierrerresiiiiiiieeeeeee e 52
2.2.1.2 FOIGA MOLIIZ «.ccoeeeeeeeeeeeeee ettt e e 54
2.2.1.3 MecCaniSmMOS de SEPAIAGAD .........cceeeriiriicmme e e e e eeeeeeaeens 55

2.2.2 TIPO U8 PrOCESSO ..eevvvvvrruununniiiseaeeessmmmmmreeesssssnssnnnaaasaaaaaeaaeeeseeenessssnnnnnsessssnnnns 56

2.2.3 OSIMOSE INVEISA .....cciiiiiiiiieeiieeii e commmmr et e e e e e e e e e aeeeeeeeeennnans 58

2.2.4 Emprego de Osmose inversa para remocao de microp@lates em esgotos

ESY= 1 1= 1[0 1S TP 61
2.3 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS .......coooceeee ettt 70
2.3. 1 UVIH 202 ittt e e 75

2.3.1.1 Variveis OPEraCiONQIS..........ccccuuuurrimmmmemisennrernereeeerereeeeaeeaaeeaaeeessssssnnnnes 75

2.3.2 Emprego de UV/H0, para remoc¢ao de micropoluentes em esgotos saniidsi
77

3  MATERIAIS E METODOS .......ciiiitiiiettsiet sttt sttt neaenas 81



3.1 REAGENTES ...t e e e e e e e e e e e e e e e e 81

3.2 MATRIZ AVALIADA ... e s e s 83
3.3  LIMPEZA DAS VIDRARIAS ...ttt e nnnes 83
3.4 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS ...ttt 84
3.5  METODOS ANALITICOS .....ociiiiiiieictiieeseete ettt ennens 86
3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ...........cccccoiiiiiiiiciiiiiiiinee 87
3.5.2 ENSAIO YES ..ottt 90
3.5.2.1 Preparo do Meio de @nNAlISE................ e eeeernnnnnnianeeeeaeeeaeeeeeeennnnnien. 90
3.5.2.2 Preparo das microplacas de 96 POCOS ......cccceeeerrrrrrmrumniiiaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 91

3.6  SISTEMA DE SEPARACAO POR OSMOSE INVERSA.....commecveeeveiereeenen. 93

3.7 PROCESSO OXIDATIVO UVIHOz ..ottt 96
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ccooiiiiiiiiecteeeme ettt 99

4.1 VALIDACAO DE METODOLOGIA CROMATOGRAFICA........cccoevvivererireren, 99
4.2 CARACTERIZACAO DO ESGOTO BIOTRATADO DAETE ..o 103

4.3 REMOCAO DE ESTROGENIOS POR OSMOSE INVERSA ...ccoeeiveveuvnnenne.... 104
4.3.1 Caracterizacdo da membrana de Ol............oocceeiiiiiiiiiiiie e, 041

4.3.2 Influéncia do pH na remocéo de estrogénios em solug sintética de agua

011> o LU PP UUUUUUPPPUPUPUPPPTRR 105
4.3.3 INfluENCia da rECUPEIAGEAD .....cevviiiiieeeeieeeeee ittt e ee s 108
4.3.4 Influéncia do volume de PermMeacCa0 ............ccceeurrrrrunniiiireeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnns 114
4.3.5 Influéncia da Pressao de OPeracao ...........cceeeeeveruuiunniiiiiiseeeeeeeeeeeeeeeeensnnnnnes 116
4.3.6 Rejeicdo de Aromaticos e Condutividade........ccceveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 117
4.4 REMOGAQO DE ESTROGENIOS POR UV/H202 ......coovvreriiiiieeieieieeeieenens 118
B CONCLUSOES.......coi ittt s et tesasstesae s eaenanssasesreeees 129
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......c.coveeiemeeeeeeeee e 130
REFERENCIAS ..ottt ettt et e st e e e teeteetesteseasssteeeasstetessaneeaeaeens 131
ANEXO |ttt ettt e e e e e 148

APENDICE Lo e ettt e et e et e e e e e e e e e e e e 151



APENDICE II.

APENDICE III.

APENDICE IV



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Processo de desregulacdo enddcrina §pps& natural (b) efeito agonista e (c)

efeito antagonista (Adaptado de BIRKETT € LESTER)3...........ccceevvvvvieeeeveiiiiie 23
Figura 2. Estrutura quimica do E2, E3 € EE2u oo 24
Figura 3. Biossintese dos estrogénios Estrona, EE2(BILA, 2005)..........cccevecvrrvrrrrrrrom 26

Figura 4. llustracdo da expressdo da inducao é&sticgy por células de levedura (1) e (2)
expressdo do REh no plasmideo, (3) ativacdo dptacg!l) expressao dac-Z, (5) producéo
da p-Galactosidase, (6) mudanca de coloracdo de amaala rosa (Adaptado de
ROUTLEDGE € SUMPTER, 1996)......ccciiiiiiii ettt eeeeneaaa s 31
Figura 5. Microplaca de 96 pocos. Linhas (A) e i@erem a amostra ambiental; (E) e (F) ao

padrdo E2 como controle positivo e (C), (D), (fRH& como controle negativo sem a amostra.

(FONTE: AULOL) ettt e e e e e et et et e e et ebaeaa s e e e e e e e e eaeeeeeeeeennnnnne 33
Figura 6. Diferenca entre cromatogramas com vazz@atica (A) e gradiente (B) (STAFIEJ,
PYRZYNSKA € REGAN, 2007) ..iii i ettt ettt n e e e e e e e annnaaaaaaaaeaees 39

Figura 7. Equipamento basico de CLAE: (a) reseniatias fases moéveis; (b) bomba de alta

pressdo; (c) valvula de injecéo; (d) coluna crowpafica; (e) detector e (f) registrador

(DEGANI, CASS € VIEIRA, 1998) ......cuuiiiiii e e e e ettt e ettt e e e et s s e aaeeeeeeanna s 40
Figura 8. EFS para retencdo do analito (Adaptad®d@eURELER, 2016). ..........c..ccoceunn.... 41
Figura 9. EFS para retencao de interferentes (Adapde SCHURELER, 2016). ................. 42
Figura 10. Rotas de acumulacdo e transformacaoic®puluentes no ambiente (SOUZA,
20L1L). ettt ettt et e et n et et en e s et et et et e nnen et e ee e, 44
Figura 11. Correntes presentes N0S PSM (FONEIAULO.........uuiiiiiieiieeeieeeeeeeeeiiii e 56
Figura 12. Esquema do fendmeno osmotico e da Caifadio de NOBLE e STERN, 1999)
........................................................................................................................................ 59

Figura 13. Mecanismos de retencdo de micropolueatesmembranas poliméricas: (A)
Exclusao por tamanho; (B) Exclusao por carga; (@¥dkcéo; (D) Difuséo; (E) Interagcbes
soluto-soluto; (F) Fouling (Adaptado de SCHAFER,AXYETI e SEMIAO, 2011)........... 69

Figura 14. Esquema detalhado de todas as atisdadézadas..............ccccceeeeeeeeeers e 82

Figura 15. Aparelho de CLAE, marca Breeze 2 falbiocgela Water's Corporation®,
utilizado dos testes analiticos. (A) Amostradoromidtico; (B) Fase mével; (C) Bomba,
misturador e degaseificador; (D) Detector de DAD:UK) Detector de Fluorescéncia; (F)

(701 [¥] = Wed f] g aF=1 (0 | = 1 Tox= TP PUPPRR 87



Figura 16. Esquema de uma microplaca de 96 pogoisas A e C referentes ao E2, E e G as

amostras e B, D, F e H aos brancos (SILVA, 2015) ... 92
Figura 17. Sistemdead-end para PSM com membranas de MF e Ol. ......cccceeeeeeeeee. 94
Figura 18. Espacador de aco-inox entre a membrarizaera magneética. ......................... 4..9

Figura 19. Esquema do PSM, no qual sdo indicadgmo®s de amostragem: (a) saida do
decantador secundario, (b) permeado da MF, (c)geatonda Ol e (d) concentrado da Ol ...96
Figura 20. Esquema do POA, nos quais sdo mostadpentos de amostragem: (a) saida do

decantador secundario; (b) amostra tratada pelo B&MA pré-tratamento; (c) permeado da

MF; (d) amostra tratada pelo POA com pré-tratamento............oocuveeeeeeeiniiiiieeeeeeeneen. 98
Figura 21. Cromatogramas da curva padréo conter®joEE2 e E3 a concentragbes de
aproximadamente 50, 25, 10, 6, 3 HH.L....covoveueieeeeeeeeeeeee e eeeeees e, 100
Figura 22. Cromatogramas do teste de recuperagaocpacentracdes 20, 50 e 100 rib L
...................................................................................................................................... 102
Figura 23. Cromatogramas do teste de recuperagiwiderando o efeito matriz, para
concentracdes de 20, 50, e 100 r'fg.L ........................................................................... 102
Figura 24. Relacao fluxo/tempo para diferentesgiies em agua ultrapura (7, 10, 12, 15 bar)
€ Agua Salobra (20 DAI).......coooi i e e 105
Figura 25. Rejeicdo de E2, EE2 e E3em agua siatéth pH5e 11.......cccccvvvvvvvnnnnnn. 106
Figura 26. Rejeicao de E2, EE2 e E3 pela aplicded®! em recuperagdes de 50, 60 e 70%.
*Calculado utilizando-se o valor de LQ, pois 0 mesapresenta valor < LQ...................... 108
Figura 27. Ensaio YES referente a amostra utilizead®| com recuperacéo de 50%.......... 112
Figura 28. Ensaio YES referente & amostra utilizead®! com recuperacéo de 60%.......... 112
Figura 29. Ensaio YES referente & amostra utilizead®! com recuperacéo de 70%.......... 113

Figura 30. Ensaio YES referente a amostra utilizadaOl com recuperacdo de 70% a
VOIUMES MENOTES. ..iiiiiiiiiiieeee e e e e cemmmmn ettt ettt e e e e e e e e e e e e e s e s s s rnree e e e e e e e e e e e e e s e e aannnnes 115
Figura 31. Ensaio YES para diferenciacdo de memaldlarOl nova e usada....................... 115
Figura 32. Rejeicdo em termos de Absorbancia (2B) en condutividade para amostra de
esgoto biotratado por processo de Ol com recupesadé 50, 60 e 70%, bem como as
amostras obtidas com volumes menores de permeat@® & 10 bar para recuperacdes de
70% (70%* 70%**, reSPECHVAMENTE).......ciiiieeeeeeiiiiieee e e e e e e s 118
Figura 33. Remocédo de EE2, E3 e EQ-E apos difesetidses de UV em concentragédo
definida de HO2 (18.8 MG ). w.eviuieiieeeeee ettt 120



Figura 34. Curvas dose-resposta para amostras|dentf da ETE e apds a aplicagdo de
UV/H,0, para os tempos de 1, 5, 3 e 10 horas, referentdsses de UV de 24,48, 73,44,

122,4, 2848,8 KJ Tl oot 120
Figura 35. Curvas dose-respota dos experimentgdash@jamento experimental, incluindo o
LS g [Tz To [0 I b= Y 1 TSRS 124
Figura 36. Gréfico 3D que relaciona a dose de @\tencentracdo de,8, e de E2......... 125
Figura 37. Grafico 3D que relaciona a dose de W@\tencentracdo de,8; e de EE2. .....126
Figura 38. Grafico 3D que relaciona a dose de W@\tencentracdo de,8; e de E3......... 126
Figura 39. Curva de calibragc8o para 0 E2. ..ccccuaeuniiiiiiii 151
Figura 40. Curva de calibragcdo para 0 EE2. ... 152
Figura 41. Curva de calibrac8o para 0 E3 ..cccceeeerieiiiiiii e 153

Figura 42. Cromatograma referente a amostra dogaetonda Ol na recuperacéo de 70%.154
Figura 43. Relagdo tempo x fluxo para diferentesgiies em agua ultra pura (7, 10, 12, 15
bar) e &gua salobra (20 DAr). ............. oo 155
Figura 44. Placa de 96 pocos do ensaio YES: (a)r&sl A e C amostra de efluente de ETE;
(b) Fileiras E e G permeado da MF para as recupesage 50 e 60%, bem como para a de
70% COM VOIUMES MENOIES . ...ttt e e e e e e e e e et beeenneeeeebnann s 155
Figura 45. Placa 96 pocos do ensaio YES: (a) edelr e C amostra do permeado da MF para
recuperacao de 70% na Ol; (b) Fileiras E e G amalstipermeado da Ol para recuperacao de

Figura 46. Placa de 96 pocos para ensaio YES:l@)as A e C amostra do concentrado da
Ol para recuperacao de 70%; (b) Fileiras E e Gacpadrao do E2...........ccccoeeveeeeeeenn. 156
Figura 47. Placa 96 pocos do ensaio YES: (a) B8elr e C amostra do permeado da Ol para
recuperacao de 50%; (b) Fileiras E e G amostraodcentrado da Ol para recuperacao de
5 0L PSRRI 157
Figura 48. Placa de 96 pocos do ensaio YES: (a)f&l A e C amostra do permeado da Ol
para recuperacao de 60%; (b) Fileiras E e G amdsti@ncentrado da Ol para recuperacéo
(0 LI 0 RS RSPPERP 157
Figura 49. Placa de 96 pocos do ensaio YES: Fléirea G amostra do permeado da Ol para

recuperacdo de 70% COmM VOIUMES MENOIES. ... 158
Figura 50. Gréfico de Pareto para os resultada®deentracdo de E2..............c..ee..... 159.
Figura 51. Gréfico de Pareto para os resultada®deentracdo de EE2 ........................ 59.1

Figura 52. Gréafico de Pareto para os resultada®deentracdo de E3......................... 160.



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Categorias de diversas substancias éstoag consideradas DE (Adaptado de LIU,

KANJO € MIZUTANI, 2009) ...eiiiiieiiiiiiiiiee e eeeee e e e esiieeee e e e s et e e e e e et eesnesneeeeeeeennneees 23
Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos estiogéB2, EE2 e E3 (LIU, KANJO e
MIZUTANI, 2009) ..t emme e e e e e e r e e e e e et e e e e e e s tnmn e e e e e easanaeeeeeennes 25
Tabela 3. Concentracdo de E2 no sangue em diferpojgulacbes (Adaptado de Wenzel,
MUIIEre TerNES, 2003) ...uuuiiii i e e e e ee ettt e e e e e e et e e s e s aeeeaasaseaeeaeaaaeeeeennnnnnes 25
Tabela 4. Objetivos dos prinCipais tEIMBBILIO. .......eevvvvrrrniiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeieeeeee e 29

Tabela 5. Potencial Estrogénico de diferentes hoimsdobtidos pelos ensaios de YES e E-

screen (Adaptado de LIU, KANJO e MIZUTANI, 2009)........cccovvirmrerrerirniiiiieieeeeeeeeen 30
Tabela 6. Classificacdo dos métodos cromatogrageoscoluna ( Adaptado de SKOOG,
HOLER € NIEMAN, 2001) ... .coottiiiiieiiiiiii oo s e e et s e e e e e et e e e e s eataa s aeaeaeeseasanaaeeeaees 34
Tabela 7. Relacdo de Trabalhos que empregaransds/épos de cromatografia para anélise
de estrogénios em matrizes distintas, bem conmuitelde deteccdo do método. ................. 35
Tabela 8. Presenca de DE em afluente e efluerEd Heem diversos paises/regides............ 45

Tabela 9. Estimativa da excrecao diaria em pg deEB2e dos estrogénios em geral, para
criancas, homens, mulheres, mulheres gravidas leemas na menopausa.............ccceeeeeeeennn. 50
Tabela 10. Estimativa da concentragdo de estrogénio esgoto sanitario a partir da carga
anual lancada por homens acima de 12 anos, mukbetes12 e 49 anos e mulheres acima de
e B |10 S PP 50
Tabela 11. Materiais utilizados na fabricacdo dembranas para diversos processos de
separacao (Adaptado de Nath, 2008)........ccuummmmriiireiiiiiiiiiiiiiii e 54
Tabela 12. Principais aplicacdes de membranas dadaptado de LI, FANEst al., 2008)59
Tabela 13. Relacdo de trabalhos que abordam a & micropoluentes, presentes em
ESOLOS, POI PSM ... ettt e e et et et e e e e e e e e e eb e e e e eera s 62
Tabela 14. Espécies oxidativas e seus respectatengais de oxidacdo (MUNTER, 2001).

Tabela 15. Constante da taxa de oxidacdo de radmdioxila com compostos organicos
especificos ( Adaptado de The UV/Oxidation Handhd®©4).................ccooovrrriiiiiniirnninn 71
Tabela 16. Breve descricAo dos POAs mais empregadositeratura (USEPA, 1998;
KOMMINENI, ZOECKLER, et al., 2000; POURAN, AZIZ e DAUD, 2015) ...........ceeun.. 73
Tabela 17. Valores minimos de DQO, Alcalinidade, @$T e Ferro que deve conter um
= LU TSY L (ST o (SR U A/ © T 77



Tabela 18. Relacéo de trabalhos que abordam a & nbe micropoluentes presentes em
efluente de ETE, POr UV/ADo........ouuiiiiiiii e e e 79
Tabela 19. Métodos, Equipamentos e laboratoriosa parrealizacdo dos parametros
LS00 U110 1[0 S 86
Tabela 20. Metodologia baseada em modo gradieat&géo de solventes (ACN e®liia-

purgd COM O TEIMPO. ...eiiiiiiiiii e 88
Tabela 21. Concentracdes tedricas de E2, EE2 eua3pnstrucdo da curva de calibracéo .89
Tabela 22. Concentracdes dos padrées de E2, EBhassamostras de efluente de ETE para
0s testes de recuperagao € SeletiVIdAdE. coommmeeeeeeiiiiiiiiiiiii e 89
Tabela 23. Valores efetivos e codificados paraganento experimental...................... a7..
Tabela 24. Equacéo da reta, R,eR.D e LQ para 0s trés estrogénios obtidos emmesma
(oo g Lo F= ol o] 4 F= 100 |- 1 [oF= UOm SR 99
Tabela 25. Recuperacg0es atingidas a partir desecentracdes diferentes do padréo. ...... 100
Tabela 26. Parametros fisico-quimicos (COT e, &p® concentracbes de E2, EE2 e E3,
referentes a nove coletas de esgoto biotratadd Be dtirante os meses de Junho a Dezembro
(0 L2 0 I PRSPPI 103
Tabela 27. Concentracfes dos estrogénios nas amairsolucdo sintética antes e apds a
permeacao pela Ol (entrada, permeado e concentadpH 5e 11........coovvviiiiviiinnnnnnnn. 071
Tabela 28. Concentracdo das amostras de esgotatés apdés os PSM (Permeado da MF,
permeado da Ol e Concentrado da Ol). .....cccoeeeeeiiieieiiiiieeeeeee e 111
Tabela 29. Resultados de EQ-E para as amostrasrode@ado da MF e Ol e concentrado da
Ol para recuperagOes de 50, 60 € 7090. ....ueeeeeeerreerriiiiiiiaaeae e e e e e e e e e eeeeeeieeeeeeeeeeaereene 113
Tabela 30. Concentracéo de E2, EE2 e E3 nos peoseladMF e Ol, em volumes menores,
bem como as rejeiChes atiNGIdAs. ..........ccceeeereeriiiiiiie e e e e e e e 116

Tabela 31. Concentracdo dos estrogénios apos mi#sreloses de UV em concentracao

definida de HO (18,8 MG L), ..vivieeecee ettt sttt 119
Tabela 32. Planejamento experimental com os valoogficados e concentracdo dos
estrogénios, TOC, Abs,e HO, residual apds UV/ED,. .....ceeevvvveveeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiiiiees 122

Tabela 33. Equacdo da reta (em fatores codificad®® R obtidos a partir do planejamento

EXPEIMENTAL ... errmmm ettt ereea e e e e e e e e e e e e e aarrrraana 127



LISTA DE ABREVIATURAS

ACN
BRM
CG
CLAE
CNRH

DQO

Acetonitrila
Bioreator de Membranas
Cromatografia Gasosa
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Conselho Nacional de Recursos Hidricos
Desreguladores Endocrinos
Demanda Quimica de Oxigénio
Potencial de Oxidacéo
1B-Estradiol
Estriol
1a-Etinilestradiol
Extracdo em Fase Sélida
Espectrometria de Massas
Equivalente a concentracao de E2
Ensaio com células de levedura
Estac&o de Tratamento de Aguas
Estacdo de Tratamento de Esgotos
Etanol
Fluorescéncia
Peréxido de Hidrogénio
Fluxo de Permeado
Limite de Detecc¢éo
Hidrofobicidade
Limite de Quantificacédo
Microfiltrac&o
Nanofiltracdo
Radical Hidroxil
Oxigénio
Ozonio
Osmose Inversa
Permeabilidade
Processos Oxidativos Avancados
Processos de Separacédo Convencionais
Processos de Separacdo por Membranas
Grau de Recuperacédo
Taxa de Rejeicao
Receptores de Estrogénio humano
Solidos Suspensos Totais
United State Environmental Protection Agency
Ultrafiltracéo
Ultravioleta
Yeast Estrogen Screen



18

1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Ao longo das ultimas décadas, a presenca de algsuastancias no ambiente
aquatico capazes de causar danos a saude doshserasos e animais, tem gerado grande
preocupacdo ambiental. Muitas destas substanc@dsdsétificadas como desreguladores
endocrinos (DE) e estdo presentes nos efluentestimls e doméstico em concentracdes
variando de pug t a ng L*. Fazem parte dessas substancias os produtos Earticas,
produtos de cuidados pessoais, hormdnios esterégidstancias quimicas industriais,
pesticidas e muitos outros compostos.

Diversos autores investigaram o efeito destas &nbists no ambiente aquatico e
observaram danos a saude humana e de animais,acdasznvolvimento de cancer, reducao
na quantidade de esperma, endometriose, entresqBBKETT e LESTER, 2003). Além
disso, ndo ha somente o impacto do DE sozinhoteetdasnbém o efeito sinérgico que pode
acontecer na presenca de duas ou mais substandi@s GUO, et al., 2014).

A frequéncia dos DE no ambiente aquatico tem sgkm@ada a diversos danos, a
curto e a longo prazo, bem como a resisténcia desorganismos aos antibidticos, por
exemplo. Contudo, por estarem presentes em coac¢ées tdo pequenas, os métodos de
deteccdo e andalise nem sempre sdo precisos, criamddesafio para 0s processos de
tratamento de aguas residuarias (BILA e DEZOTTQ30

As tecnologias utilizadas nas Estacbes de Tratanumidguas (ETA) e Estacbes de
Tratamento de Efluentes (ETE) ndo sao efetivasenmac¢do desses micropoluentes e seus
efeitos, pois muitos séo resistentes, de difipbhsacdo/degradacdo e ndo ha monitoramento
estabelecido para grande parte desses contaminameéseis de tracos (MANAHAN, 2005;
MIERZWA e AQUINO, 2009; HAMID e ESKICIOGLU, 2012;BESSOA, SOUZAget al.,
2014).

Dessa forma, o emprego de tecnologias avancadasatiyjam altas remocdes de
diversos DE, torna-se cada vez mais hecessaria pareevitar bioacumulacbes e,
consequentemente, aumento dos efeitos deletérioBuenanos e animais. Nesse sentido,
podem ser citados 0s seguintes tratamentos, paoatse elevados niveis de qualidade da
agua: Processos de Separacdo por Membranas (P3WHcessos Oxidativos Avancados
(POA).

Com o emprego de membranas densas, do tipo osmesesa (Ol), os PSM séo

bastante recomendados para a rejeicdo de divefSpsupas massas molares sdo acima de
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200 Da (HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003; SUI, HUAN& al., 2010). Nesse
sentido, séo reportadas rejeicdes de até 99% (LBRR ANGALI-QUINTANILLA, et al.,
2011; GARCIA, MORENOegt al., 2013). Contudo, tracos desses micropoluentesa aad
encontrados no permeado do sistema, 0 que necessitaelhores averiguacbes da real
eficiéncia do processo (NGHIEM, MANI&t al., 2004; HEO, BOATENGet al., 2013).

A utilizagdo concomitante de UV &6, permite a geragao de radicais -OH, os quais
agem, de forma nédo-seletiva, na degradacdo de spogporganicos com elevadas constantes
de taxa de oxidacdo (ordem de grandeza em torndOde 10" mol L* s') (The
UV/Oxidation Handbook, 1994). Nesse sentido, dieerdrabalhos conseguem atingir
remocOes de até 99% de estrogénios em efluent&Tde(JAMES, GERMAIN e JUDD,
2014; YAN, NIE,et al., 2015).

Assim, este trabalho apresenta como objetivo garakemocdo de estrogénios,
presentes em esgoto sanitario biotratado, utiiaandmbranas de Ol e UV48,, bem como
o efeito de atividade estrogénica antes e apdsiasrtentos aplicados.

Como objetivos especificos pode-se destacar:

* Avaliar a presenca de f-estradiol (E2), ld-etinilestradiol (EEZ2), estriol (E3) e
atividade estrogénica em matriz de esgoto doméstitratado;

* Analisar a influéncia do pH na remocdo de E2, EE23eem solugdo sintética de
estrogénios, por membranas de Ol, em escala dadmdo tipalead-end;;

e Avaliar a influéncia da recuperacdo na remocado @¢ EE2, E3 e atividade
estrogénica, em esgoto doméstico biotratado, panbranas de Ol, em escala de
bancada do tipdead-end,

» Estudar a remocédo de E2, EE2, E3 e atividade éstitey em esgoto doméstico

biotratado, empregando tratamento por UXJkem escala de bancada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

2.1.1 Definicao

Desreguladores Enddcrinos (DE) sdo substanciasngadas em matrizes aquosas
com concentracdes de ng'le pg L' e, portanto, consideradas como micropoluentes
emergentes. Sao caracterizados, principalmentes gétitos adversos que podem causar no
sistema endocrino de animais. Apesar do vasto miaeitrabalhos publicados nos ultimos
anos, o0 assunto ainda é pouco conclusivo quand@atsedos efeitos que esses compostos
podem causar diretamente aos humanos.

De acordo com o Conselho Nacional de Recursosdé&l((CNRH), DE sédo: “Grupo
particular dentro dos micropoluentes emergentes euglobam substancia exdgena ou
mistura que altera funcdes do sistema enddcrigoresequentemente, causa efeitos adversos
a saude de individuos, de seus descendentes efadagies” (CNRH, 2012). Como
consequéncias tem-se: mimetizacdo e antagonizagfoef@itos gerados por hormonios
endogenos; desregulacdo da sintese e do metaboliEmdormonios enddgenos; e
desregulacédo da sintese de receptores de horn{@MNéXH, 2012).

Segundo a agéncia de protecdo ambiental americdBERA - United Sate
Environmental Protection Agency), DE podem ser definidos como agente exdgeno que
interfere na sintese, secrec¢éao, transporte, ligagado ou eliminacdo do hormonio natural no
corpo, que sao responsaveis pela manutencdo, um@md desenvolvimento, e/ou
comportamento dos organismos (USEPA, 2015).

A constante deteccdo de DE em matrizes aquosapateacial capacidade dessas
substancias em influenciar no funcionamento doersiat endocrino estdo incentivando
governos de diversos paises a propor programastéggtios para desenvolvimentos de
metodologias e protocolos, bem como leis regulaagemés, que incluam os DE como risco
iminente a saude de animais e humanos.

Alguns desses programas saowd-tier Endocrine Disruptor Screening (EDSP)”
proposto pelos Estados Unidos (USEPAJrédtegic Programs on Endocrine Disruptors
(SPEED)” indicado pela agéncia ambiental do Japdapdn Environment Agency), e “Joint
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Working Group on Endocrine Disrupters Testing and Assessment (EDTA)” anunciado pela
Unido Européia (OECD) (HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

2.1.2 Substancias consideradas desreguladores endoécrinos

Diversos hormdnios naturais, provenientes de asinmaimanos e plantas, bem como
hormonios sintéticos, podem ser considerados coBoAEm destas classes, ha uma vasta
lista de outros DE que inclui ftalatos, pesticidakjuilfendis, organoclorados, bisfendis,
parabenos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicomnpostos organicos de estanho,
policlorados de bisfenilas e retardantes de chdshiaA( 2005; HAMID e ESKICIOGLU,
2012).

Entretanto, legislagbes a respeito do monitorameatovalores limites desses
micropoluentes, em aguas, ainda estdo sendo diasuth Unido Européia, por exemplo,
lancou uma lista de 45 substancias prioritariast(deelas pesticidas e ftalatos), no dominio
da &gua, com concentracées méximas admissiveisdemade pg Lt (UE, 2013). Nesta
mesma publicacéo, inseriram os hormoniog-E3tradiol (E2) e ld-Etinilestradiol (EE2)
para serem monitorados, a fim de se investigarsoes que essas substancias podem causar
(esta € a primeira vez em que hormonios estrog@mtam em uma regulamentacédo para
limitar sua concentragcdo no ambiente).

A USEPA também possui uma lista (Tier 1) na qual refacionados 52 substancias
(pesticidas) identificadas como DE (USEPA, 2013%n&jam, ainda, a conducdo de novos
testes (Tier 2) para obterem total entendimentangiacto, de compostos considerados DE,
no sistema enddécrino. Assim, pode-se notar que n@tiea sobre conhecimento dos
compostos considerados DE e seus efeitos aindasestio construida no que tange as

legislacoes.

2.1.2.1Hormobnios

Dentre as classes de DE, os hormdnios endégeramu@gdos pelo préprio organismo
dos animais) tém sido considerados de maior pateastrogénico quando comparados aos
exdgenos (compostos industriais como os pestiidasluma escala de 28 10 em ordem
de grandeza de diferenca (HAMID e ESKICIOGLU, 201&)emais, o E2 é o estrogénio
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mais ativo, conferindo o status de DE com maiorepcial estrogénico (BILA, 2005;
PEREIRA, 2011; LIU, KANJO e MIZUTANI, 2009; HAMID &SKICIOGLU, 2012).

O sistema endocrino esta presente em organismoscehubres como plantas e
animais, nos quais se torna responsavel pelo orestd, reproducdo, homeostase e
metabolismo (BIRKETT e LESTER, 2003). Além disse, &ge em diferentes areas do corpo,
produzindo hormdnios com diversas fun¢des, como,egemplo, as glandulas enddcrinas
que consistem no Hipotalamo, Pituitaria, TireOldaratiredide, glandulas adrenais, pineais e
gbnadas (BIRKETT e LESTER, 2003).

Os horménios sdo “mensageiros” quimicos que readenforma especifica com
receptores compativeis, localizados em célulascéses, e como consequéncia geram
respostas proporcionais aos niveis lancados naigrga (USEPA, 2015). Esse sistema €
conhecido como “chave-fechadura”, no qual um hoim@&specifico se liga a um receptor
(produzido pela célula) para alterar o comportameetular e os processos biolégicos nos
tecidos e 6rgaos (USEPA, 2015).

No caso dos hormdnios sexuais, controladores daratd@io e reproducdo dos

organismos, existem trés grupamentos principadassificacdo (BILA, 2005):

* Hormadnios sexuais femininos, como estrogénios ggsteronas;
* Hormadnios sexuais masculinos, como androgénios, e

» Corticosteroides, divididos em glicocorticéides imenalocorticoides.

Especificamente, os hormdnios sexuais feminina®@anicos sdo responsaveis pela
feminilidade dos organismos. Nas mulheres, elespsdduzidos nos ovarios e excretados
para a corrente sanguinea, desenvolvendo car#éicesisfemininas na puberdade e
estimulando glandulas mamarias na gravidez; nosasj por sua vez, 0s estrogénios atuam
na regulacéo do cio de fémeas (BILA, 2005).

Sendo assim, existem 4 tipos de estrogénios quenp@tuar como DE (PEREIRA,
2011):

» Estrogénios naturais produzidos pelo organism@dasrios animais;
» Estrogénios sintéticos produzidos para ingestdnpamedicamentos;
* Xenoestrogénios gerados pelas industrias quimeasyso doméstico, e

» Fitoestrogénios presentes em plantas.
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Algumas substancias estrogénicas consideradas DHistddas na Tabela 1, bem

como as categorias nas quais se enquadram.

Tabela 1. Categorias de diversas substancias estémjcas consideradas DE (Adaptado de LIU,
KANJO e MIZUTANI, 2009)

Categoria Desreguladores Enddcrinos

. _ Estrona, 1p-Estradiol, 1é-Estradiol, Estriol, 2-Hidroxiestrona ,&6
Estrogénios naturais ) N N
Hidroxiestrona, Equilin, d-Equilin

Androgénios naturais Testosterona, Androstenediona, Androsterona, Pieges,

Farmaco 1d-Etinilestradiol, Noretindrona, Tamoxifen, @="rembolona
Fitoestrogénio Genisteina, Coumestrol, Daidzein@oE Biocanin A, Formononetin
Xenoestrogénios Bisfenol A, Nonilfenol, Octilfenol

Os DE podem, entdo, agir de forma a imitar ou dagws hormoénios produzidos no
corpo e gerar respostas inadequadas ao pleno fameento do organismo. Ou seja, tém a
capacidade de interagir com os receptores de hdosiécausando efeitos adversos, mesmo
em baixas concentracfes (BIRKETT e LESTER, 2003Figura 1 demonstra as possiveis
disfuncdes enddcrinas que podem ocorrer quandod@ha presenca de DE no meio; (b) o

DE imita ou potencializa a resposta; ou (c) haef@ntagonista e a resposta € inibida.

2o Mimetizador Blagueador
Hormonio Hormanal Hormonal
' -
-
Célula Célula -
Célula Tintd fyl
Bl Receptor Receptor
Recaptor _
Bfpito Efeito
Efeito
Lads Efeito Antagonista
Efcito nista
Resposta : C - ( Resposta Inibida)
131 1§l cl

Figura 1. Processo de desregulacdo enddcrina (app®sta natural (b) efeito agonista e (c) efeito
antagonista (Adaptado de BIRKETT e LESTER, 2003)



24

O potencial estrogénico dos DE pode estar reladmr@es suas propriedades fisico-
quimicas e/ou a estrutura molecular, como no casprelsenca do grupamento fendélico nos
estrogénios (BILA, 2005; HAMID e ESKICIOGLU, 2012pAlém desse grupamento, 0s
estrogénios possuem em comum dois anéis ciclohegama anel ciclopentano, somando um
total de 4 anéis ciclicos (HAMID e ESKICIOGLU, 2012 Figura 2 apresenta a estrutura
quimica dos trés estrogénios que serdo estudadts tng@balho: E2 (possui um grupamento
hidroxila no carbono C17), EE2 (possui um grupamédroxila e etinila, ambos no carbono
C17) e o Estriol (E3 - possui duas hidroxilas ndbcao C16 e C17).

As propriedades fisico-quimicas dos trés estrogés@m apresentadas na Tabela 2
podendo-se prever baixa massa molar (272,4 & 238&@™), forma n&o ionizada a pH neutro
e hidrofobicidade, ou coeficiente de particdo osmhta@gua (log K.), moderada para E2 e
EE2. O log kw moderado demonstra a tendéncia de particdo doEE2ecom a fase sélida
ou apolar (HAMID e ESKICIOGLU, 2012). Em contrapdat o E3 € o mais hidrofilico dos
trés estrogénios (Id¢.w < 2,5) tendendo interagir mais com a fase liqow@olar, o que esta
de acordo com a solubilidade em agua. Além dissmnatante de dissociacdo acida (pKa)
sugere a forma ndo ionizada para os estrogéniosmamnizes com pH na faixa da

neutralidade.

Figura 2. Estrutura quimica do E2, E3 e EE2



Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos estrogés E2, EE2 e E3 (LIU, KANJO e

MIZUTANI, 2009)
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E2 EE2
CAS 50-28-2 57-63-6
Massa molar (g md) 272,4 296,4
Solubilidade em agua (mg'L 3,6 11
log Kow 4,01 3,67
pKa 10,71 10,4

E3
50-27-1
288,4
441
2,45
10,4

Poténcia relativa =

O hormoénio E2, DE que possui a maior poténciaivalgara atividade estrogénica
(igual a 1), é sintetizado no organismo de todogestebrados, apresentando altas proporgdes
em fémeas (Tabela 3) (WENZEL, MULLER e TERNES, 208®A, 2005). De acordo com
Silva (2015), a poténcia relativa € calculada daipda Equacdo (1), na qual B2 a

concentracdo que elucida atividade estrogénical igua0% do controle positivo de E2

(BILA, 2005).

ECso (E2)

ECSO(amostra)

Tabela 3. Concentracdo de E2 no sangue em difereatgopulactes (Adaptado de Wenzel,

Millere Ternes, 2003)

(1)

Populacéo Concentragio no sangue (ng)L
Meninos pré-puberdade 0,08-1,44
Meninas pré-puberdade 0,6-3,53
Meninas com menarca prematura 2,29
Meninas puberdade 26,77
Fémeas 92,2
Machos 30

Fémea menopausa 5,4
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Os principais metabdlitos de E2, produzidos nosmiggos dos animais, sao E1 e E3,
estando, o primeiro, em equilibrio metabdlico cofa2(BILA, 2005). A Figura 3 propde a

sintese de E2, E1 e E3, a partir do colesterol.

/L Colesterol

,,fcb?“

Fregnenolona

Fmgestemna
IT OH Fregnenoluna
/\/Ej\§=n

H( 1? OH F*rc»gestemna
Deidroepiandrostercna

) et

/ J‘l!itl'l detEnedmna
Androstenediol o

Testosterona /(:éjj‘// ftmﬂ ¥
H

17g-Estradiol ‘“

Hi

Estriol

Figura 3. Biossintese dos estrogénios Estrona, EE8 (BILA, 2005)

A partir da biossintese apresentada na Figuradg-pe prever que a presencga de E3
no ambiente € mais disseminada em compara¢do &os alois. ISso acontece pela rapida
degradacdo de E2 em Estrona e, este ultimo, seadeertido em E3 (VYMAZAL,
BFfEZINOVA e KOZELUH, 2015; YAN, NIEgt al., 2015).

O horménio E2 é largamente utilizado na medicinea geatamento de disturbios

ginecologicos, por exemplo, na menopausa e nonteattb de doencas crbnicas, como 0
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cancer de prostata e de mama, perda de meméeaposose etc. (LUINE, 2015; WENZEL,
MULLER e TERNES, 2003; STEVENSON, PANAY e PEXMANHETH, 2013; JOHNSON
e HARVEY, 2002). Ele também é responsavel pelamaieenstrual de mulheres, diminuindo
drasticamente seus niveis na menopausa (HERRERATHER, 2015).

Como produto de degradacao do E2, o E3 apresenemor potencial estrogénico dos
trés hormonios analisados neste trabalho, sendtanpoe, o estrogénio com menor atividade
biologica (YOUNG, WHITEHOUSEset al., 2004). No corpo, o E3 é produzido pela placenta
na gestacdo, aumentando conforme o crescimentoi@rabo, ndo sendo encontrado em
mulheres nédo-gestantes (VOSKUHL e PALASZYNSKY, 200Roucos sédo os trabalhos
publicados que abordam o E3 como DE, dificultaqaotanto, uma analise mais detalhada a
respeito deste hormonio.

O estrogénio EE2 € um hormonio sintético amplamatiteado em contraceptivos
femininos em doses terapéuticas de 30 pg (WHENZEL, MULLER e TERNES, 2003).
Igualmente ao E2, o EE2 é empregado na medicirea qguanbater distirbios ginecoldgicos
como cancer de mama apos a menopausa (JOHNSON ¥EMR002).

2.1.3 Efeitos causados pela exposicédo aos DE

A literatura apresenta diversos efeitos causadosr@mais pela presenca de DE no
ambiente. Em mamiferos e aves, os efeitos sdoioefmins aos hormoénios sexuais
(estrogénios e androgénios), os quais regulam endekl/imento de fetos (ou ovos) e a
diferenciacao sexual (WARING e HARRIS, 2005).

Contaminantes como o EE2, BPA, Nonilfenol, PCB eTbram analisados quando
em contato com mamiferos, apresentando efeitos a@moer de prostata, diminuicdo de
espermas, sindrome do ovario policistico, mortdkdam golfinhos e anormalidades no
sistema reprodutivo de roedores (TESKE e ARNOL&MARKEY, RUBIN e SOTO,
2003; AGUILAR e BORRELL, 1994).

A presenca de DDT em ovos de aves pode afetaeeeddiacdo sexual (feminizagcéo
de machos) e a capacidade de copulacdo com a dgaonda producédo de ovos (FRY e
TOONE, 1981). O contato com organoclorados tambéde @fetar a calcificacdo de ovos e
tornar os pintinhos frageis o suficiente a ponto rd® conseguirem eclodir 0s ovos
(HALLDIN, HOLM, et al., 2003).
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Os peixes também tém sido objeto de muitos estpdioapresentarem respostas mais
efetivas e aparentes (WARING e HARRIS, 2005). Issorre pela baixa capacidade de
desentoxicacéo dos peixes, ocasionando rapidacé@iosde compostos exogenos (WARING e
HARRIS, 2005). O fenbmeno de bioacumulacdo tambénaié intenso em peixes, sendo a
maioria dos DE, lipofilicos, absorvidos na gorddosanimal (WARING e HARRIS, 2005).

Os efeitos ocasionados pelos DE em peixes quanuusts a algumas substancias,
como alquilfendis, ftalatos, pesticidas, E2, EERAB dietilbestrol, nonilfenol 6-propil-2-
tioracil e benzotriazol, sdo: feminizacéo, difiaudiés na reproducado, problemas na sintese de
melanina em embrides, reducéo de testiculos e digdia da qualidade de espermas (PUY-
AZURMENDI, ORTIZ-ZARRAGOITIA, et al., 2013; TIAN, Ll,et al., 2012; LIU, YAN, et
al., 2012; LIU, QIN,et al., 2012; TANGTIAN, BO,et al., 2012; JIN, YANG,et al., 2012;
HATEF, ALAVI, etal., 2012).

Outros animais também tém sido investigados perangéxposi¢cdo aos DE, como
répteis, anfibios e invertebrados. Apesar de anmailps testes ja realizados tenham sido de
efeito agudo, ha um crescente interesse em sesamnals efeitos crénicos em crustaceos,
insetos, moluscos e anelideos (WARING e HARRIS5200

2.1.4 Metodologias para analise de atividade estrogénica

Ainda ndo ha um consenso sobre qual metodologierdeser seguida na avaliacédo da
estrogenicidade de contaminantes em amostras éesgls respectivos efeitos sinérgicos.
Sendo assim, existem diversos tipos de testes gados na literatura internacional.

Os testes biologicoshipassays) surgem frequentemente como métodos eficazes de
deteccdo de DE. Os procedimentos relacionados & mbelem utilizar respostas de
organismos vivos, sistemas biolégicos ou de seugponentes, como ferramenta analitica
para detectar a presenca de contaminantes, osvpisvéfeitos inerentes as substancias
(SNYDER, VANDERFORD gt al., 2008). Nesse sentido, podem ser empregadas rasécu
células, tecidos, 6rgados, organismos, populac@esenidades (SNYDER, VANDERFORD,
et al., 2008).

Segundo Birkett e Lester (2003), os testes biotiggjgodem ser classificados como
ensaiosn vivo ou in vitro. O primeiro é caracterizado por fornecer respostarganismos

vivos, enguanto o segundo é utilizado por apreseespostas rapidas, contudo, aparentes, e
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de menores custos, sendo menos previsiveis ogEfmih organismos vivos (BIRKETT e
LESTER, 2003; SNYDER, VANDERFORI2 al., 2008).

Para os testem vivo, Baker (2001) destaca o ensaio uterotrofico, d quede a
mudanca da massa uterina em roedores, e 0 ensamrmécacdo da mucosa vaginal que
detecta a mudanca histolégica do epitélio vagidal.também, os testes com biomarcadores,
como o ensaio de inducdo da Vitelogenina (VTG) éuena proteina do sistema reprodutivo
de vertebrados oviparos fémeas (BILA, 2005).

Em contrapartida, os testesvitro tém como vantagens o conhecimento definido das
vias de absorcdo e modo de acdo dos contaminadoesudo, como suas respostas Sao
limitadas, testesn vivo devem ser realizados a fim de se classificarubstsincia como DE
(BIRKETT e LESTER, 2003).

Neste contexto, os ensaios vitro incluem: ensaios de interacdo com receptores
hormonais Competitive Ligand Binding), técnicas de proliferacdo celulare€el(
Proliferation Techniques) e ensaios de gene reporter em células de mamiberdeveduras
(Recombinant Receptor-Reporter Assays) (BAKER, 2001; BIRKETT e LESTER, 2003;
BILA, 2005).

A Tabela 4 fornece os tipos de testegitro bem como a especificidade de cada um.

Tabela 4. Objetivos dos principais testei vitro.

Classificagéo Ensalo Objetivo

Interacdo com Ligacdo competitiva nos Afinidade das substancias de se
receptores hormonais Receptores de Estrogénio  ligarem ao receptor hormonal
Proliferagéo celular Ensaio E-Screen Habilidadsulsstancia de
estimular o crescimento de células
qgue geram respostas ao contato
com hormonios
Gene Reporter Ensaio YES Habilidade da substamecsiar
a transcricado de gene reporter

inserido nas células

Diferentes resultados podem ser obtidos a partendaios distintos, mesmo que estes

sejamin vitro. Liu, Kanjo e Mizutani (2009) selecionaram os destesn vitro mais comuns
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para determinacdo de potencial estrogénico. Osemujmerceberam que, para 0s mesmos
compostos, podem ser obtidas respostas distintasgja, enquanto para um ensaio dado
composto apresenta elevado potencial, para ouste,tdornece potencial menor. Os
potenciais estrogénicos, referentes aos padrogsiateo hormoénios, para o ensaio st
Estrogen Screen (YES) e para o ensaio com células humanas (E+sgrestdo relacionados

na Tabela 5.

Tabela 5. Potencial Estrogénico de diferentes hormis obtidos pelos ensaios de YES e E-screen
(Adaptado de LIU, KANJO e MIZUTANI, 2009)

Potencial Estrogénico

Hormonio YES E-Screen
El 0,38 0,01
E2 1 1
E3 0,024 0,3
EE2 1,19 1,25

Estrona (E1); 1f-estradiol (E2); Estriol (E3); bZestinilestradiol (EE2); Yeast Estrogen Screen (YES

2.1.4.1Yeast Estrogen Screen (YES)

O teste de YES, surgiu com a modificagdo genétiea Gikpas de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) para identificar compostos que poderiam interagim 0s
receptores de estrogénio humano (REh) (ROUTLEDGRUMPTER, 1996). Segundo os
autores, uma sequencia de DNA dos REh foram incados nos cromossomos da levedura,
gue possuem plasmidios, 0s quais carregam o gpdgadac-Z. Quando esse gene reporter
entra em contato com alguma substancia estrogéelieajbera uma enzima chamafla
galactosidase, a qual é usada para medir a atevidad

No ensaio YES, é inserido, no meio de andlise, gent® cromogénico, que é
metabolizado pelap-galactosidase, havendo mudanca de cor de amammia msa
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). O substrato empregamtie ser o CPRG (vermelho de
clorofenol-d-galactopiranosida) e sua mudanca de cor € noremaé visualizada a 575 nm
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).

A Figura 4 ilustra a rota metabdlica do estrogé&t@da mudanca de cor do meio. Ao

entrar em contato com a célula de levedura, o hoion@ recebido pelo REh formando um
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sistema de “chave-fechadura”, especifico para espreo gene reportéac-Z. A enzimap-
galactosidase é, entéo, sintetizada e excretadaopareio extracelular e quando em contato

com o CPRG, 0 meio passa a apresentar coloracdlo ros

W Estrogénio
H Receptor de estrogénio i

I Receptor ativado / g

) p-Galactosidade r'g -

CFR
= amarelo
> fi
CFRG
vermelho
Meio

Figura 4. llustracdo da expresséo da inducao estrégica por células de levedura (1) e (2)
expressao do REh no plasmideo, (3) ativacdo do reter (4) expressao deac-Z, (5) producdo da
B-Galactosidase, (6) mudanca de coloracdo de amarglara rosa (Adaptado de ROUTLEDGE e

SUMPTER, 1996).

O ensaian vitro, YES, é reconhecido pela sua praticidade, seitsbi e por detectar
concentracdes de E2 em ng (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996). Outro ponto positilm
ensaio é a possibilidade de fornecer respostag soltividade estrogénica em amostras que
contenham diferentes DE e outros componentes, concaso de uma amostra ambiental.

Contudo, por se tratar de um ensaio biolégicojralls amostras ambientais podem
conter interferentes que afetam a resposta doceri&akering et al. (2002) identificaram duas

fontes de interferéncia: toxicidade, que pode afetarescimento da levedura e acetatos de
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alquilfendis, que podem suprimir a atividade estroga de esterdides e outros alquilfendis,
fornecendo atividade menor que o real potencial.

Frische et al. (2009) sustentam que compostos stéogénicos, quando em matriz
ambiental ou em mistura de DE, podem gerar ef@tdagonistas ou mascarar ensaios
vitro. Os autores ainda destacam que os efeitos toxjoespodem mascarar os resultados, e
os efeitos antagonistas, se diferenciam pela reddg&esposta e pela resposta negativa da
toxicidade, respectivamente. Ou seja, o primeinoirdii a resposta da toxicidade apresentada
a levedura, enquanto o segundo nao induz efegwedlra. Este Gltimo ocorre pela acédo do
composto ndo-estrogénico que reduz a captura deelB células.

Nesse sentido, etapas de preparacdo da amostrees@ssarias para a remocdo de
possiveis interferentes (este assunto sera discntdproximo item). Este ensaio também é
bastante suscetivel a contaminacdes durante arag@pa por esse motivo todas as vidrarias
devem estar adequadamente limpas e os solventadr@ep necessitam ser de alta pureza
(SILVA, 2015). Ademais, as etapas de preparacaerdaio sao relativamente rapidas se
comparadas aos tesies/ivo (BILA, 2005; SILVA, 2015).

Sendo assim, 0 ensaio consiste na construcdo dascdose-resposta, as quais sao
analisadas e comparadas com a curva padrao dollB2AS2015). Essas curvas sao obtidas
através da diluicdo seriada da amostra, ou do paend microplacas de 96 pocos (Figura 5),
sendo a mensuracgéo obtida por espectrofotomettd/£512015). Os resultados obtidos séo
expressos em equivalente a concentracao de E2)(EBHE/A, 2015).

Como padronizacdo do ensaio, 0s poc¢os das micepldeigura 5) referentes as
linhas A, C, E e G recebem as amostras ou padeigaanto nas linhas B, D, F e H ndo séo
inseridas amostras, sendo, portanto, os brancastives) do ensaio (BILA, 2005; SILVA,
2015).
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Figura 5. Microplaca de 96 pocos. Linhas (A) e (Beferem a amostra ambiental; (E) e (F) ao
padrao E2 como controle positivo e (C), (D), (F) @¢1) como controle negativo sem a amostra.
(Fonte: Autor)

2.1.5 Meétodos analiticos para quantificacdo de estrogérso

A guantificacdo de micropoluentes organicos em imestrambientais ainda é um
grande desafio, pois esses se encontram em coap@esr de pg Le ng L', além de
existirem milhares de compostos que podem dificudta interferir nas analises. Contudo,
com o adequado preparo das amostras, quantificap@esres que 1 ngLpodem ser
atingidas (RODRIGUEZ-MOZAZ, RICARTet al., 2015).

Os meétodos predominantemente empregados para difigagéo de organicos, a
niveis de concentracfes traco, sdo baseados natografia (BIRKETT e LESTER, 2003),
gue tem por definicdo a separacdo de componerttega@sente relacionados em complexas
misturas (SKOOG, HOLER e NIEMAN, 2001).

Nas separacfes cromatogréficas, a amostra se mugimgavés de uma fase movel,
gue pode ser um gas, um liquido ou um fluido sufim@ (SKOOG, HOLER e NIEMAN,
2001). Essa fase moével faz os analitos se deshocat@vés de uma fase estacionaria (fixa a
uma coluna ou a uma superficie solida), de tal ®que os componentes da amostra se
distribuem de modo distinto entre as duas fase®O(3B, HOLER e NIEMAN, 2001).
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Aqueles componentes que possuem elevada afinidamleacfase estacionaria se movem
lentamente, enquanto outros, menos afins, passasrapado pela coluna (SKOOG, HOLER
e NIEMAN, 2001). Como consequéncia, 0s componeséeseparam em bandas ou areas
discretas que podem ser analisadas qualitativauantigativamente (SKOOG, HOLER e
NIEMAN, 2001).

A Tabela 6 apresenta, de forma resumida, os tipogyomatografia em coluna e suas
especificidades. Ha, também, outros tipos de cragnatia, como a plana ou papel, contudo,

sdo demasiadamente imprecisas, ndo sendo, poratitadas a questdo dos micropoluentes.

Tabela 6. Classificacdo dos métodos cromatografices coluna ( Adaptado de SKOOG,
HOLER e NIEMAN, 2001)

Classificagdo geral Método especifico Fase estacionéria Tipo de equitib

Cromatografia em  Liquido-liquido ou Liquido adsorvido Distribuicéo entre
fase liquida (CL) particdo por um solido liquidos imisciveis
Fase liquida Espécies organicas Distribuicdo entre

ligadas a superficie liquido e a superficie

sélida de ligacao
Liquido-sdlido ou Sdlido Adsorcao
adsorcéao
Troca idnica Resina de troca Troca idnica
iGnica
Excluséo por Liquido nos Distribuicdo/excluséo
tamanho intersticios de um
sélido polimérico
Cromatografia em Gas-liquido Liquido adsorvido Distribuicdo entre o
fase gasosa (CG) sobre um solido gas e o liquido
Fase gas Espécies organicasDistribuicdo entre o
ligadas a uma liquido e a superficie
superficie sélida de ligacao
Gas-solido Sdlido Adsorcéo
Cromatografia de - Espécies organicas Distribuicdo entre o
fluidos supercriticos ligadas a uma fluido supercritico e

(CFS) superficie sélida a superficie de igacdo




35

Os meétodos cromatograficos, normalmente empreggmiva quantificacdo de
compostos estrogénicos, sao a Cromatografia gé¢€&pe a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (BIRKETT e LESTER, 2003). Porém, escolha da melhor técnica
dependera do tipo de amostra e do componente, bem do grau de especificidade do
equipamento para com o composto. Como, por exengpl6G € limitada a compostos
volateis e termicamente estaveis, embora sejay@bssintornar essa situacdo com o uso de
derivatizacoes (BIRKETT e LESTER, 2003).

Além disso, o tipo do composto pode influenciaeseolha do detector para ambas as
cromatografias. Para CLAE, pode-se optar entrecttstede fluorescéncia (FLU), usado
somente para compostos fluorescentes, ou o UltedaiQUV), este pode ser fixo em somente
um comprimento de onda, ou variar - DAD - em dernarmsprimentos de onda (BIRKETT e
LESTER, 2003). Entretanto, a Espectrometria de Bag&EM) vem sendo largamente
empregada, acoplada ao CG ou a CLAE, como deteetoticularmente, a EM-EM, que
emprega dois espectrometros em série, frequentemfenbhece maior sensibilidade e
especificidade (BIRKETT e LESTER, 2003).

Assim, a Tabela 7 apresenta uma selecéo de trabalimetodos, que foram utilizados

para determinacéo de estrogénios presentes erarddésrmatrizes.

Tabela 7. Relag&o de Trabalhos que empregaram divass tipos de cromatografia para andlise
de estrogénios em matrizes distintas, bem como mlte de detec¢cdo do método.

Estrogénio Matriz Metodologia LD Referéncia

E1l Agua de consumo, CLAE — 6 - 87 (SADMANI, ANDREWS e
superficial e EM/EM ng L BAGLEY, 2014)
sintética
Agua superficial e CLAE ) (SANCHES, GALINHA, et
subterranea al., 2013b)
Agua sintéticae  CLAE 50 pg L* (SAHAR, DAVID, et al.,
efluente de ETE  CG - EM <50 ug L*  2011)
Wetlands CLAE - (VYMAZAL, B fEZINOVA

EM/EM ) e KOZELUH, 2015)

Efluente primario CG - EM 1,2-1,8ng (ATKINSON, MARLATT,
e secundario de Lt etal., 2012)

ETE
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Estrogénio Matriz Metodologia LD Referéncia
Efluente de ETE CLUP - 0,2-0,8ng (KUMAR, NAKADA, etal.,
EM/EM Lt 2011)

Efluente de ETE CLAE - 0,44 -9,54 (SIM, LEE,etal., 2011)
EM/EM ng L*
Agua do mar CLUP/FLU 23ngL (LISBOA, FAHNING,etal.,
2013)
Efluente de ETE CLAE /UV- 2,95 ug ' (FRONTISTIS,
FLU XEKOUKOULOTAKIS, et
al., 2011)
Efluente de ETE e CG/EM 40 ng [ (SOUZA, 2011)

Hospitalar

Agua superficial ~ CLAE / UV

41 - 330 pg(STAFIEJ, PYRZYNSKA e

Lt REGAN, 2007)
E2 Agua de consumo, CL / EM- 6 - 87 (SADMANI, ANDREWS e
superficial e EM ng L* BAGLEY, 2014)
sintética

Agua superficial e CLAE
subterrénea
Wetlands CLAE -
EM/EM
Efluente primario CG - EM
e secundario de Lt

ETE

Efluente de ETE CLUP -
EM/EM Lt
Efluente de ETE ~ CLAE - 0,44 - 9,54
EM/EM ng L

Agua do mar CLUP/FLU 3,0ng'L

Efluente de ETE CLAE / UV- 590 ng L*

FLU

(SANCHES, GALINHA, et
al., 2013b)

(VYMAZAL, B fEZINOVA
e KOZELUH, 2015)

1,2 - 1,8 ng (ATKINSON, MARLATT,

etal., 2012)

0,2-0,8ng (KUMAR, NAKADA, etal.,

2011)
(SIM, LEE, et al., 2011)

(LISBOA, FAHNING, et al.,
2013)

(FRONTISTIS,
XEKOUKOULOTAKIS, et
al., 2011)
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Estrogénio

Matriz

Metodologia

LD Referéncia

Efluente de ETE e CG/EM

Hospitalar

Agua superficial

Agua simulada,
superficial e
efluente de ETE

40ng ' (SOUZA, 2011)

CLAE/UV 0,16 — 0,44 (STAFIEJ, PYRZYNSKA e
REGAN, 2007)
(LIMA, SILVA, etal., 2012)

mg L*
CLAE/FLU 2ngl*!

EE2

Agua superficial e

subterranea
Wetlands

Efluente primario
e secundario de

ETE

Efluente de ETE
Efluente de ETE

Agua do mar

Efluente de ETE

Efluente de ETE e

Hospitalar

Agua superficial

Agua superficial
Agua simulada,
superficial e

efluente de ETE

CLAE (SANCHES, GALINHA, et
al., 2013b)
CLAE - (VYMAZAL, B ¥EZINOVA
EM/EM . e KOZELUH, 2015)
CG - EM 1,2 - 1,8 ng (ATKINSON, MARLATT,
Lt etal., 2012)
CLUP - 0,2-0,8ng (KUMAR, NAKADA, etal.,
EM/EM Lt 2011)
CLAE - 0,44 - 9,54 (SIM, LEE,etal., 2011)
EM/EM ng L
CLUP/FLU 2,0ng'L (LISBOA, FAHNING,etal.,
2013)
CLAE/UV- 630 ng ! (FRONTISTIS,
FLU XEKOUKOULOTAKIS, et
al., 2011)
CG/EM 20ng*  (SOUZA, 2011)
CLAE/UV 88-510 pg(STAFIEJ, PYRZYNSKA e

L-l
CLAE/FLU 2ugt
CLAE/FLU 2nglL*

REGAN, 2007)
(OLIVEIRA, 2015)
(LIMA, SILVA, etal., 2012)
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Estrogénio Matriz Metodologia LD Referéncia
E3 Agua de consumo, CLAE /EM- 6-87ngL (SADMANI, ANDREWS e
superficial e EM ! BAGLEY, 2014)
sintética
Agua superficial e CLAE (SANCHES, GALINHA, et
subterranea - al., 2013b)
Wetlands CLAE - (VYMAZAL, B fEZINOVA
EM/EM ] e KOZELUH, 2015)
Efluente de ETE CLUP - 0,2-0,8ng (KUMAR, NAKADA, etal.,
EM/EM Lt 2011)
Efluente de ETE CLAE - 0,44 -9,54 (SIM, LEE,etal., 2011)
EM/EM ng L
Agua do mar CLUP/FLU 2,8ng'L (LISBOA, FAHNING, et al.,
2013)
Agua superficial CLAE/UV 0.24-0.66 (STAFIEJ, PYRZYNSKA e
mg L REGAN, 2007)

Limite de detecgdo (LD); Cromatografia Liquida (CCromatografia Gasosa (CG); Cromatografia Liquda
Alta Eficiéncia (CLAE); Cromatografia Liquida de tt#l Pressdo (CLUP); Espectrometria de Massas (EM);
Fluorescéncia (FLU); Ultravioleta (UV).

2.1.5.1Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE é uma das técnicas analiticas de separagis amplamente utilizada na
industria farmacéuticas na ciéncia e na sociedadgezal, por apresentar alta sensibilidade,
facil adaptacdo as determinacdes quantitativaslae fea adequacdo para separacoes de
espécies nao volateis ou termolabeis (SKOOG, HORBRREMAN, 2001).

Alguns exemplos de materiais que sdo analisadosCh@&E sdo: aminoacidos,
proteinas, &cidos nucléicos, hidrocarbonetos, @dditos, farmacos, praguicidas,
antibioticos, esterdides, organometélicos e umadedade de substancias inorganicas
(SKOOG, HOLER e NIEMAN, 2001).

A CLAE se diferencia da CL tradicional por empregaessao maior de trabalho,
devido a baixa permeabilidade de colunas com pémdcmenores (enquanto na CL

tradicional usa-se pressdao atmosférica, na CLADbalna-se com elevadas pressoes),
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possibilidade de mistura de fases méveis (atésmBgentes com polaridades extremamente
diferentes) e aplicacédo de pressdes isocréticagaulientes (SKOOG, HOLER e NIEMAN,
2001; DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998).

Por definicdo, separacdes isocraticas utilizam alveate com composicédo constante,
enquanto a eluicdo gradiente pode-se empregaiéstéistemas de solventes em pressdes que
mudam conforme o tempo (SKOOG, HOLER e NIEMAN, 200Entretanto, com o
aprimoramento dos equipamentos de CLAE, € possalehlhar em modo isocratico com até
trés solventes.

A aplicagdo do gradiente favorece a separagdo togmddica de componentes que
coeluem no mesmo tempo de retencdo para o modatisoc Nesse sentido, cromatogramas,
que apresentam picos sobrepostos, podem ser gpades pela mudanca da porcentagem
entre as fases moéveis em tempos diversos (SKOOGER@ NIEMAN, 2001).

A Figura 6 apresenta a diferenca entre dois crognaeas que empregam (A) vazao
isocratica e (B) vazéo gradiente (discutidos amterénte).

A)

B)

Figura 6. Diferenca entre cromatogramas com vazasacratica (A) e gradiente (B) (STAFIEJ,
PYRZYNSKA e REGAN, 2007)

A Figura 7 demonstra um esquema tipico da CLAE,ual e baseia em um
reservatorio da fase movel, bomba de alta presgégjla de injecdo, coluna cromatografica

e computador para codificacdo de sinal e tratandedalados recebidos pelo detector.
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Figura 7. Equipamento basico de CLAE: (a) reservatido das fases maveis; (b) bomba de alta
pressao; (c) valvula de injecao; (d) coluna cromagvéafica; (e) detector e (f) registrador
(DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998)

O desenvolvimento e a implementacdo de metodolagiaditicas, para detectar e
quantificar micropoluentes em diferentes matripescisam ser realizados para cada tipo de
cromatografo, o qual possui ampla variedade deneslique podem ser empregadas, bem
como solventes, temperatura e vaz&o de operacao.

Nesse sentido, para quantificacdo de cada compmengrupo de componentes, é
preciso ser implementada metodologia adequadaamatégrafo e sua posterior validagao.
Alguns 6rgdos como a ANVISA (Agéncia Nacional dgilincia Sanitaria) e o INMETRO
(Instituto de Metrologia) disponibilizam regras exesn seguidas para validacdo de métodos
analiticos para CG e CLAE. Os testes podem vasgea pada instituto, mas essencialmente,
eles englobam os seguintes itens (ANVISA, 2003; BNVRRO, 2010):

» Seletividade: capacidade do método de medir exati@ne composto em
presenca de interferentes, como impurezas, prodd®sdegradacédo e
componentes da matriz, os quais podem aumenta&doair o sinal,

* Precisdo: avaliacdo da proximidade dos resultathtisos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesmstramno

* Recuperacdo ou Tendéncia: analisada quantitatiienpeha exatiddo, que é a
porcentagem de recuperacao da quantidade conhdwidaalito adicionado a

amostra;
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* Robustez: medida da capacidade em resistir a pagugariacbes dos
parametros analiticos;

* Linearidade: capacidade do método de fornecer teekad diretamente
proporcionais a concentracdo do analito;

» Limite de Deteccéo (LD): menor nivel detectavebdalito, e

* Limite de Quantificacdo (LQ): menor nivel quantifi®l com preciséo,

robustez e exatidao aceitaveis.

2.1.6 Extracdo em Fase Solida (EFS)

A extracdo em fase solida (EFS) é definida porusea tecnologia de preparo de
amostras que usa particulas sdlidas, material gm@tamento cromatografico, geralmente
em cartuchos (do tipo seringa), para separar, gamente, diferentes componentes da
amostra (WATERS, 2016).

Em geral a EFS pode e tem sido empregada em téco@ao: concentracdo de
analitos, remocao de substancias interferentesanpadde matriz do analito, remocao de sais,
fracionamento de diferentes compostos e derivatzate analitos (SCHURELER, 2016;
WATERS, 2016). Na maioria dos casos, esses efeitosrem simultaneamente, pois o0s
analitos podem ser adsorvidos no cartucho de ER8ré=8), ou passar direto pelo extrator,

com a retencao de interferentes (Figura 9).

Retencio do Analito

4 p
+
= " s N
¥ =
T 7 T ¥ g T
[ & +
ot
Condicionamento Aplicacio da Amostra Lavagem Eluico

Analite +4 Interferentes

Figura 8. EFS para retencdo do analito (Adaptado dSCHURELER, 2016).
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Retencio de Interferentes
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Analito * Interferente

Figura 9. EFS para retencéo de interferentes (Adapdo de SCHURELER, 2016).

A Figura 8 demonstra a passagem da amostra peatasfidgla e a consequente
concentracdo dos analitos, para posterior elugd@anto os interferentes e os solventes néao
sao retidos. De acordo com Schibeler (2016), utuday de EFS deve apresentar baixa
separacdo cromatografica, pois, ao contrario, sgega de mais de um eluente para
dessorver os analitos de interesse. Em alguns,aasogerferentes podem interagir mais com
a fase sdlida que os compostos alvo, sendo, aesrifitacdo pela EFS, a mais indicada para
a retencéo dos interferentes (Figura 9).

Um tipico cartucho de EFS € fabricado em matedaidvaixa pressao e resistentes a
solventes (plastico ou vidro), com particulas nmesoou iguais a 30 cm de diametro. A
passagem de amostras, ou de solventes, pode sewowpda por gravidade ou pela
implementacéo de vacuo (WATERS, 2016).

No caso especifico dos horménios E1, E2, EE2,en&3nalmente sdo empregados
cartuchos de EFS do tipoi4- para posteriormente serem analisados em cronaéiggr
(BIRKETT e LESTER, 2003). As recuperacdes dos gétrms vao de 57 a 116% para o0s
diversos tipos de {g comerciais, em matrizes de afluente e efluent&Te (BIRKETT e
LESTER, 2003). Os autores ainda recomendam a Ipezio como forma de remocao de

material particulado, a fim de se extrair somesteammpostos dissolvidos na amostra.
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2.1.7 Presenca de desreguladores enddcrinos em esgotoitsaio

Efluentes de ETE estdo sendo associados ao apargoirde micropoluentes, bem
como seus efeitos, em rios e baias receptores sdesseentes. A Figura 10 apresenta
efluentes advindos de indastrias ou de ETE queaaginm o meio aquatico pela ineficiéncia
dos processos de remocdo empregados (SOUZA, 20449. ocorre, pois grande parte dos
processos implementados nas ETE néo foram plareggfeecificamente para a remocao de
DE (HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

Fenbmenos como sor¢cdo em sedimentos de rios, biodacio e biomagnificagéo,
sao frequentemente reportados na literatura petdcigancia apresentada para a maioria dos
DE (MANAHAN, 2005; SOUZA, 2011). Apesar da dificalde de degradacéo, diversas
reacdes podem ocorrer no ambiente natural, comdlise (degradacdo de substancias pela
presenca de luz solar), biodegradacéo (a preseacaledpejos organicos favorece a
proliferacdo de microrganismos) e hidrélise (molésualtamente polares, cuja quebra das
ligacOes sao realizadas pela agua) (Figura 10asBEemcdes podem gerar substancias ativas
ou inativas biologicamente. Por exemplo, os estnogénaturais, que sdo expelidos pelo
corpo humano na forma inativa e quando incorporats&mbiente passam para a forma
ativa, podendo causar efeitos deletérios a biotaedor (BIRKETT e LESTER, 2003;
MANAHAN, 2005). Outro fenbmeno que também deveamrsiderado € a volatilizacdo do
composto para a atmosfera (Figura 10).

A Figura 10 apresenta as rotas dos despejos, cadananteriormente, bem como 0s

fendbmenos atrelados ao ambiente natural.
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Figura 10. Rotas de acumulacao e transformacao deienopoluentes no ambiente (SOUZA,
2011).

Vérios autores analisaram a presenca de estrogémi@gluentes e efluentes de ETE.
Sendo assim, a Tabela 8 foi elaborada com basesrtegbalhos.



Tabela 8. Presenca de DE em afluente e efluente HEE em diversos paises/regides.
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Concentragao

Concentragao

Autor Pais Processos da ETE Estrogénios afluente (ng LY efluente (ng L) Remocao (%)
E1l 28,1-56,2 alg.-5,9 > 85
(1) Repdublica Tcheca Wetlands = HiA5A
E3 alq.-16,0 alq. 100%
EE2 ald.-6,0
El 0,9-20
2) Canada - E2 1,4-30 - -
EE2 ald.
El 13,1-104 11,2-370
(3) Canada Primario e Secundario E2 ald.-66,9 ald.-26,7 -
EE2 ald.-5,7 ald.-9,8
Lodos Ativados, Filtro El 51 80
@ inglaterra Bioltlﬁgi.co, Tratamento E2 43 ] 70
Terciario e Remocgéao de E3 54 100
nitrogénio EE2 2 75
El 6-8.150 1-529
(5) China - E2 alq.-634 alqg. -
a-E2 alq.-766 alqg.




Continuacéo Tabela 8
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) . Concentracao Concentracao .
Autor Pais Processos da ETE Estrogénios 4 4 Remocéo (%)
afluente (ng L") efluente (ng L")
E3 46-2.280 15-273
EE2 alq. alq.
_ _ El 40 83
(6) Brasil Lodos ativados -
E2 21 99
Lodos Ativados, UASB, E1l 40-1.380 ald. 100
_ Flotag&o por ar dissolvido,
(7 Brasil . _ E2 70-2.270 30-760 57-67
Lagoa Anaerobia, Facultativa e
de Maturag&o EE2 30-1.260 ald.-470 44-99
El ald.-3.050 ald.-2.080 31-100
@) Brasil Lodos Ativados, UASB, Lagoa E2 ald.-776 ald.-397 62-96
rasi
Facultativa e de Maturagao E2-17 ald.-2.300 ald. 1.250 26-100
EE2 ald.-3.180 ald.-176 30-100
El 13-351 3-78 12
o . E2 20-199 4-107 12
(9) Africa do Sul Lodos Ativados
E3 3-9 ald. 100
EE2 10-95 1-8 78
(10) Brasil Lagoa de Estabilizacdo, Lodos El 800-24.500 ald.-4.350 42-100
rasi
Ativados e Tratamento E2 320-7.400 ald.-3.420 15-100
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Continuacéo Tabela 8

. . Concentragao Concentragao .
Autor Pais Processos da ETE Estrogénios 4 4 Remocéo (%)
afluente (ng L") efluente (ng L")
primario E2-14 400-13.690 ald.-13.690 29-100
EE2 2.680-5.230 ald.-1.200 42-100

Abaixo do limite de quantificagdo (alq.); Abaixo dmite de detecgéo (ald.); Estrona (E1)f¥stradiol (E2); Estriol (E3) kZEtinilestradiol (EE2); 1B-Estradiol-17-
acetato (E2-1q)

(1) Vymazal, Brezinova e Kozeluh (2015); (2) Saramlhavan, Helleur e Hellou (2009); (3) Atkinsorakt(2012); (4) Kumar et al. (2011); (5) Sim et@O011); (6) Ternes
et al. (1999); (7) Froehner et al. (2011); (8) Bas=t al. (2014); (9) Manickum e John (2014); @06yza (2011)
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A presenca desses micropoluentes em efluentes BedEfende de diversos fatores
como a taxa de producédo e de consumo de produtostaiolismo dos componentes (taxa de
excrecao), consumo de agua por dia e por pessoegroacdo dos componentes na entrada
da ETE, tamanho e processos empregados pela ECHEiGinéncia das substancias, clima, etc.
(HAMID e ESKICIOGLU, 2012; LUO, GUOegt al., 2014; ROBERTS, KUMAR#t al.,
2016).

A excrecado (via urinaria) € a principal fonte detteminacdo de aguas superficiais.
Contudo, doses de E2 podem ser lancadas ao amipententermédio de efluentes de
indUstrias farmacéuticas (WENZEL, MULLER e TERNEZ)03). Segundo Johnson e
Harvey (2002), o E2 é rapidamente biodegradaveperiodo de 14 a 28 dias, no qual a
sor¢cdo no lodo biologico é o principal meio de redw Diferentemente dos demais
estrogénios naturais, o EE2 é mais persistenteniioeate, apresentando tempo de meia vida
de 17 dias pela biodegradacéo aerébia (YOUNG, WHIDBSE et al., 2004).

No Brasil, a deteccdo de DE ainda é bastante emgipise comparada com outras
regides do mundo. Isso ocorre, principalmente, pgefeciéncia em pesquisas voltadas para
deteccao e pela pouca quantidade de trabalhospdb$ na literatura a respeito da analise de
aguas superficiais brasileiras, que englobem eiggEsde compostos.

Como exemplo, pode-se citar os EUA, que comecargubdicar sobre o assunto
desde 1974 com a abordagem das Isoflavonas (coadéde hoje como desreguladores
endocrinos) (VARMA, 2014). Este assunto chega asiBsomente em 1999 com Ternes et
al. (1999) avaliando a presenca de horménios edér@m aguas do Rio de Janeiro, Brasil.
Ternes et al. (1999) detectou a presenca de EstiEihae EE2 no afluente de ETE em
concentragdes que variavam de 0,021 a 0,040 pg/L.

Froehmer et. al. (2011) confirmaram a presencaedeeduladores endocrinos (BPA,
El, E2e EE2) em efluentes brutos de ETE localiradeidade de Curitiba, Brasil. De acordo
com 0s autores, essas substancias também estagaemtes no lodo do processo bioldgico
empregado pelas estacdes de tratamento.

De acordo com Pessoa et. @014), as amostras obtidas em cinco ETE, locaizad
no Estado do Ceara, Brasil, apresentavam altadatei estrogénica se comparadas com
outras localidades. Essa estrogenicidade € cawactar por haverem altas concentracdes
(faixa de ng [') de horménios esterdides como: Estrona, E2 e EHZBeEstradiol-17-
Acetato. Contudo, os autores remetem esse resu#tadoaixo indice pluviométrico e as

temperaturas elevadas, caracteristicas da regiao.
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Algumas pesquisas afirmam que o0s processos denwata realizados em ETE
brasileiras precisam ser modificados, a fim de jnen a total remogéo de micropoluentes,
0S quais, mesmo em concentracdes traco, podemeaf@ae®feitos deletérios ao ambiente
aquatico (peixes e crustaceos) e em seres humS@BRE, MONTAGNERt al., 2007;
PESSOA, SOUZAgt al., 2014). De acordo com Branelt al. (2013), alguns desreguladores
enddcrinos, como BPA, permanecem no efluente watésl diversas plantas industriais
localizadas em Belo Horizonte, Brasil.

Por exemplo, muitos desses contaminantes nao dabmémte mineralizados ou
metabolizados nos tratamentos convencionais ddcedgarte das substancias recalcitrantes
fica retida no lodo do processo biologico, o qualedtinado a Aterros Sanitarios (CLARA,
STRENN, et al., 2004; FROEHNER, PICCIONEt al., 2011). Nesse caso, a disposicao de
residuos solidos no Brasil, que em grande parteadeguada, passa a ser uma fonte de
contaminagdo de aguas superficiais e subterrcaasada pela lixiviagdo que ocorre em
aterros nao controlados (MIERZWA e AQUINO, 2009).

Alguns sistemas de tratamento de esgotos implastado Ceard também nao
conseguem obter elevadas remocdes de certos est®gémo estrona, EE2 efitEstradiol-
17-Acetato, apresentando 48, 40 e 12% de eficierespectivamente (PESSOA, SOUZA,
al.,, 2014). Isso ocorre em processos que ainda emprdgegoas Facultativas e de
Maturacao, conferindo-lhes a necessidade de impip&o de um tratamento terciario.

No Rio de Janeiro, Ternes et al. (1999) analisasaremocao de trés hormonios
esterdides em uma ETE. Verificou-se que o E2 foigetamente removido apds a passagem
pelo processo de lodos ativados. Contudo, par&r@ase EE2 houve remocéo de 83 e 78%,
respectivamente.

A partir do exposto, afirma-se a necessidade de mstudos sobre a presenca de
micropoluentes nos mananciais brasileiros e a p®nwa desses compostos ap0s 0s
processos de tratamento utilizados, o que ira Ipititmi a verificacdo da real necessidade de
adequacao de ETE a remocéo dos DE.

Célculos tedricos, sobre a estimativa de lancaméatbormdnios no ambiente, sao
normalmente utilizados para comparacdo com as otacées encontradas através de
métodos analiticos. Pode-se prever, portanto, atigiagle de excrecdo diaria dos estrogénios
(Tabela 9), bem como estimar a quantidade de hoarléncado durante o ano em esgoto

sanitario (Tabela 10).
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Tabela 9. Estimativa da excrec¢édo diaria em pg de EE3 e dos estrogénios em geral, para
criancas, homens, mulheres, mulheres gravidas e nigres ha menopausa

Populaco Excrecéo diaria (ug dia
E1® E2? E3? Estrogénios”
Criancas - - - 20
Homens 3,9 1,6 15 85
Mulheres 8 3,5 4,8 250
Mulheres gravidas 600 259 6.000 10.000
Mulheres menopausa 4 2,3 1 28

17p-Estradiol (E2), Estriol (E3);
(1) Wenzel, Muller e Ternes (2003) (2) Mierzwa euip (2009)

Tabela 10. Estimativa da concentracao de estrogési@m esgoto sanitario a partir da carga
anual lancada por homens acima de 12 anos, mulherestre 12 e 49 anos e mulheres acima de

49 anos
Categoria Populacao =5 Calr%a Anual (kg)EE > Ref.
Homens acima de 12 anos 61.608.671 35,98 33,73 ) (1)
75.623.422 44,16 41,40 - (2)
Mulheres entre 12 e 49 50.437.982 64,43 88,37 225,52 (1)
anos 58.755.014 75,06 102,94 750,60 (2)
Mulheres acima de 49 14.508.639 12,18 4,3 - (1)
anos 21.104.028 17,72 30,81 - (2)
Total 126.555.292 112,59 126,4 225,52 (1)
155.482.464 136,94 152,05 750,60 (2)
~ ] 17,1 19,2 34,2 (1)
Concentragao nos esgotos (nb L 14,84 16,48 8134 2)

17p-Estradiol (E2), Estriol (E3), b#Etinilestradiol (EE2);
(1) Mierzwa e Aquino (2009), (2) Silva (2014)

A estimativa feita na Tabela 10 leva em consideraggrtos indicadores, como a
quantidade de agua consumida nacionalmente, a gg&mule a excrecdo pelas categorias
selecionadas (SILVA, 2014). Utilizando um volumeatgia consumido de 142,7 e 162,6 L
dia’ hab®, Mierzwa e Aquino (2009) e Silva (2014) estimaramexcrecdo anual de
estrogénios para os anos de 2004 e 2011, respeetite, para o territorio brasileiro Tabela
10.
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Pela Tabela 10, pode-se concluir que, para o Bragib houve mudancas
significativas entre 0 ano de 2004 e 2011 para EZ3eContudo, para EE2 houve um
aumento de, aproximadamente, 60% na previsdo dsstEyénio em esgotos sanitarios. 1sso
ocorre pelo aumento da populacdo feminina entre #® anos, bem como o aumento do

consumo de pilulas anticoncepcionais.

2.2 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS (PSM)

A utilizacdo de membranas para diversos fins teweirsicio no século XVIII, quando o
fildsofo Abé Nolet introduziu o conceito de osm@sea descrever o fenébmeno de permeacao
pelo diafragma (BAKER, 2004). A necessidade decaplie aprimorar os processos de
tratamento de aguas, apds a segunda guerra mudediabm que a tecnologia de filtracdo por
membranas, neste caso a microfiltracdo (MF), gaghaspaco dentre 0s processos existentes
na época, e hoje, apos quase trés séculos dengdelja € utilizada intensa e extensivamente
em tratamentos de agua para consumo humano (BARER,).

Os Processos de Separacdo por Membranas (PSMyaqquaiizados em tratamento de
efluentes, podem ser considerados um tratamerd@rierou de polimento, diferentemente
dos processos de separacao convencionais (PSE€3. Htnos séo regidos pela separacéo de
fases, por equilibrio termodinamico, enquanto mpiio é baseado na taxa de transferéncia
de massa, por um meio fisico, o qual sofre a aglalidersas forcas resultantes, como:
gradiente de pressado, concentracao, temperataragocelétrico (NATH, 2008).

De acordo com Weatherley (1994), a utilizacao diel BSnais vantajosa em relacéo aos
PSC, pois necessitam de menos energia e poderdregrnistrados em condigcdes moderadas,
como, por exemplo, temperaturas nas quais o miagenregado as suporte. Como exemplos
de PSC podem ser citados: destilacéo, cristalizay@poracao, extracao, adsorcao, absorcao.

O termo membrana, para processos de separacdoseodefinido como uma barreira
gue separa duas fases distintas e restringe @tidasie diversos quimicos por seletividade,
na qual pode haver a interacdo de diversas fol¢A3H, 2008). De acordo com Harbert,
Borges e Nobrega (2003), a definicdo de membrada per feita como sendo uma barreira
que separa duas fases e que restringe, total cialpagnte, o transporte dos componentes
presentes nas fases. Mulder (2000) define que o &Hilkh uma barreira seletiva entre duas
fases. Para Baker (2004), membranas sdo uma udeffaa e discreta que controla a

permeacao de espécies quimicas. O autor ainda cli@mgio para a correta nomeacao dos
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sistemas de membranas, 0s quais ndo podem serdidsaa filtros, pois estes Ultimos séo

correlacionados a separagdo de particulas, eetE)im.

2.2.1 Tipos de membranas

Existe uma grande variedade de membranas comepaeasdiversas aplicagcbes em
processos. A escolha do tipo de membrana depedderdrios fatores como: permeabilidade,
estabilidade e compatibilidade quimica, forca meearformacao ddouling, caracteristica
dos poros, entre outros (NATH, 2008).

Nesse sentido, as membranas podem ser classifidadds/ersas formas: quanto a
estrutura das membranas (morfologia, material, pdacle e geometria), a propriedade de
transporte, a forca motriz, etc. (HARBERT, BORGESI@BREGA, 2003; NATH, 2008;
MULDER, 2000; MALLEVIALLE, ODENDAAL e WIESNER, 1995 que serdao mostrados

a seguir.

2.2.1.1Estruturas das membranas

Morfologia:

As membranas podem apresentar morfologias difesedgpendendo da utilizagéo a
qual se destinam, podendo ser densas, porosasnmuostas; isotropicas ou anisotropicas
(HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003).

As membranas densas sao caracterizadas por ajpresemtansferéncia de massa por
dissolucéo e difusdo, na qual a solugdo a seaddir juntamente com o material filtrante,
forma uma mistura homogénea (HARBERT, BORGES e NBEBR, 2003). Diferentemente,
em membranas porosas esse fendmeno acontece poisaexale tamanho, ou seja,
dependendo do tamanho e da estrutura dos poragi@cardifusdo e/ou conveccgao.

As membranas isotropicas possuem tamanhos de poifosmes, em contrapartida,
as membranas anisotrépicas possuem tamanhos de yemiados ao longo da superficie
(NATH, 2008).
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Material de origem:

O material que constitui a membrana deve ser asllisomo forma de previsao da
eficiéncia do processo, pois, dependendo das eaistatas fisico/quimicas e
conformacionais da membrana, a rejeicdo podera affar ou baixa, para variados
componentes.

Nesse sentido, existem diversas matérias-primagpgdem ser selecionadas para a
fabricagcdo de membranas. De acordo com HarbergeBoe Nobrega (2003), as membranas
sintéticas comerciais podem ser poliméricas owjdracas. As primeiras possuem polimeros
em sua estrutura, na qual grande parte sdo mateniganicos, e as ultimas podem ser
produtos de beneficiamento de metais, ceramicosoras ou 6xidos metalicos.

Polimeros, por definicdo, sdo macromoléculas foemgubr repeticdes de estruturas
pequenas (mondémeros) pela reacdo de polimerizd¢ddGAS, SOARES e MONTEIRO,
2001). Conforme o manejo de operacdo dessa reacauwgterial polimérico apresentara
diversas formas (compactacao, ramificacdo, confoimaencadeamento, arranjo atdbmico,
etc.).

Assim, de acordo com a mobilidade da cadeia atord@apolimero ocorrerd o
movimento difusional de outras moléculas ao longoptbcesso de separacdo. Ou seja, a
difusdo e a absorcdo dependerdo das caracterist@asulares e atbmicas desse polimero,
como o grau de cristalinidade (HARBERT, BORGES eBREBGA, 2003). Entende-se como
grau de cristalinidade a relacéo entre a regidafaneocristalina de uma amostra de polimero
expressa em porcentagem (LUCAS, SOARES e MONTEIRO).

Segundo Nath (2008), as membranas poliméricas gindam ser subdividas em:
polimeros maleaveis (operam acima da temperatuteadsi¢cdo vitrea com elevados fluxos
de organicos e baixos fluxos de agua); polimertbeos (operam abaixo da temperatura de
transicao vitrea sendo amorfos e cristalinos);len@oos de troca ibnica (séo resinas de troca
ibnica feitas na forma de membranas).

A Tabela 11 relaciona os principais materiais, gieais sédo feitas as membranas, para

os tipos de processos normalmente empregados:
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Tabela 11. Materiais utilizados na fabricacdo de nmbranas para diversos processos de
separacao (Adaptado de Nath, 2008).

Materiais Processos

Acetato de celulose
_ Osmose Inversa, Microfiltracéo, Ultrafiltracédo
Triacetato de celulose
e Eletrodialise
Poliamida (aromatico)

Nitrato de celulose
Blenda de acetato/triacetato de celulose
Policarbonato
PVC
Polipropileno
PTFE

Microfiltracao

PVA
PAN

Microfiltragdo e Ultrafiltracéo
Copolimero-PAN

Polissulfona
PBI Osmose Inversa
Poliamida Osmose Inversa e Ultrafiltragéo
Fluoreto de Polivinilidina Ultrafiltracdo

Policloreto de Vinila (PVC); Politetrafluoretile®TFE); Acetato de Polivinila (PVA); Poliacrinollx (PAN);
Polibenzimidazole (PBI)

As membranas inorganicas sdo amplamente conhemaas membranas ceramicas,
material que confere grande versatilidade em opesgue necessitem de altas temperaturas
(HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003; NATH, 2008). Eagto as membranas
metalicas suportam temperaturas de até 800°C, r@snioas podem ser introduzidas em
processos com mais de 1000°C (NATH, 2008). Nesstidse as membranas ceramicas
competem diretamente com as organicas pelo tigpatesso, no qual se pode emprega-las,

pois aquelas aguentam condi¢des extremas de temmaeegpH.

2.2.1.2Forga Motriz

Os diversos tipos de processos que utilizam merabraomo meio filtrante podem,
também, ser caracterizados conforme a forca mapiicada. Para tratamento de efluentes,
normalmente, sdo aplicadas duas forcas motrizésredca de pressdo ou gradiente de
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concentracdo (BAKER, 2004). O primeiro é comumestgpregado para tratamento de
efluentes liquidos, portanto, de grande importapara este trabalho.

Dependendo das caracteristicas fisico/quimicassaypt@das pela matriz, como a
presenca de particulas em suspenséao e o grauifieagéo, podem ser selecionados diversos
tipos de membranas que utilizam como forca motrizdi@renca de pressédo: MF,
Ultrafiltracdo (UF), Nanofiltracdo (NF) e Osmosevdnsa (Ol) (HARBERT, BORGES e
NOBREGA, 2003; BAKER, 2004).

As membranas de MF e UF sdo empregadas para rateriais em suspensao, células,
coléides e macromoléculas, sendo normalmente atéatento para a NF ou a Ol
(HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003). Em contrapattida membranas de NF
conseguem reter enzimas e vitaminas, mas nao BatEmos quais sdo separados da solucao
quando se emprega Ol (HARBERT, BORGES e NOBREGA32BAKER, 2004). Nesse
sentido, a diminuicdo do tamanho de poros exigecag@lo de maiores pressdes para a
manutengéo do fluxo de permeado.

A classificacao dos tipos de membranas ocorre, éambpela distribuicdo dos tamanhos
de poros. Para Baker (2004), membranas de MF posgams no intervalo de 0,05 — 10 um
sendo necessaria aplicacdo de, no maximo, 2 baretsdo, enquanto Harbert, Borges e
Nobrega (2003) descrevem um intervalo de 0,1 —riCepressdo maxima de 3 bar. Ou seja,
os limites dos tamanhos dos poros para cada tipoamhebrana variam conforme os autores,
mas, em geral, membranas de MF variam de 0,09 a1 QJF 0,002 a 0,1 um, NF 0,0008 a
0,005 e Ol menor que 10 A (HARBERT, BORGES e NOBRE@003; LI, FANE,et al.,
2008).

2.2.1.3Mecanismos de separacéo

Os mecanismos de separacdo também dependem doddéiponembrana, mais
especificamente da presenca de poros e de suasroagbes. Decordo com Mallevialle,
Odendaal e Wiesner (1996) ocorrem basicamentetifpbs de separacdo: excluséo por
tamanho (membranas de micro e UF), rejeicdo perafifa de solubilidade e difusividade
(membranas de Ol), assim como a separacado basaadidanenca de cargas entres as especies
(membranas de eletrodialise). Especialmente, pagembranas de NF, ocorrem o0s trés
mecanismos, pois este tipo de membrana apresem¢s gdansas e porosas, bem como cargas
em sua superficie (MALLEVIALLE, ODENDAAL e WIESNER,996).
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2.2.2 Tipo de processo

Os PSM que utilizam gradiente de pressao como foimaiz apresentam trés possiveis
correntes de processo (Figura 11): entrada ou alag@&o do processo; concentrado, corrente
com maior concentragcdo de material particulado antsolvente; e o permeado, corrente na
gual ha maior parcela de solvente (JUDD e JEFFER200B).

— Concentrado

Alimentacio

Permeado

Figura 11. Correntes presentes nos PSM (Fonte: Autp

Nesse sentido, 0 sistema apresentado na Figuraodd §er expresso através de

calculos de balanco de massa descritos nas Equagdgs(JUDD e JEFFERSON, 2003):

Q= Qp+ Qc (2
QXxC=0Qp XCp+ Qc XC 3)
Sendo:

« Q, Qe Qasvazdes da alimentagdo, permeado e concentespectivamente, e

« C, G e G as concentracoes da alimentagdo, permeado e ¢@uEn
respectivamente.

Diversos parametros sao avaliados durante a omerdgdPSM com objetivo de

controle e otimizagdo dos processos, como o graaalperacdo (&), a rejeicao (B), fluxo
de permeado (J) e a permeabilidade (P).
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O R é calculado pela quantidade obtida de permeaduota ga alimentacdo (JUDD
e JEFFERSON, 2003), como descrito na Equagéao 4.

Rec (%) = %x 100 (4)

A eficacia dos PSM pode ser medida pelg B qual mede a concentragéo do
permeado relacionada a alimentacdo (HARBERT, BOREBEOBREGA, 2003). Assim, a

rejeicdo € dada pela Equacéo 5.
Rej (%) = (1 —-2) x 100 5) (

De acordo com Mulder (2000), J é definido pelo matuque passa pela membrana (V)
por unidade de area (A) e tempo (t) (Equacao 6ireEamto, a permeabilidadée)(é obtida

atraves do fluxo pela presséo exercida (P) (Equégao

j=v (6)

p=1 ™

Outra forma de avaliar os tipos de PSM, que utiizaadiente de pressao como forca
motriz, € a partir de suas configuracbes de peradweaconvencionais (“dead end”) ou
filtracdo tangencial (“cross-flow”). Harbert, Boge Nobrega (2003) explicam a diferenca
para os dois tipos de filtracdo, nos quais, qudar@somente solvente, o fluxo de permeado
deve ser constante para as duas operacfes. Segsiraidores, a presenca de solucdo ou
suspensao gera grandes diferencas nos parametopedeEdo de cada modulo. Isso ocorre
pela presenca de fendmenos intrinsecos ao sistemfitrdcdo, como a polarizagdo da
concentracdo, e a deposicdo de material particutedsuperficie da membrana, como o
fouling.

A utilizacdo de PSM que opera emross-flow € vantajosa, pois diminui efeitos de
incrustagbes, uma vez que o material depositadoaeparalelamente a superficie da
membrana, tendo como principal mecanismo de sejarac transferéncia de massa
(HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003). Ainda, de acombon o0s autores, 0 sistema
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dead-end potencializa os efeitos de incrustacdes, no quebrecentracdo na superficie da
membrana aumenta com o tempo e, consequentemargeliiminuicdo do fluxo de permeado
(mais intenso quando comparado ao sistemwss-flow) sendo a principal operacdo de
separacao o modo transiente.

Para a aplicagdo do PSM, é necessario que hajdgémamum estudo sobre a
conformacao dos médulos que sera utilizada nonséstdlesse sentido, as membranas podem
ser divididas pela conformidade apresentada emrstisemodulos: placa-quadro, tubular,
espiral e fibra oca (NOBLE e STERN, 1999; BAKER(P2). A membrana do tipo fibra oca
e espiral é muito utilizada em escala industrial, ger especifica para altas vazfes, ocupar
menos espacgo e apresentar menor propensédo a agtesstefouling (NOBLE e STERN,
1999; CARTAGENA, KADDOURI, et al., 2013; GARCIA, MORENO,et al., 2013;
RODRIGUEZ-MOZAZ, RICART et al., 2015).

Diferentemente, as do tipo placa-quadro, normalens&o empregadas em escala de
bancada por apresentarem maior facilidade de agiaptdo equipamento (YANGALI-
QUINTANILLA, SADMANI, et al., 2009; LINARES, YANGALI-QUINTANILLA, et al.,
2011; LIU, ZHANG, et al., 2014; SHANMUGANATHAN, JOHIRgt al., 2015)

2.2.3 Osmose Inversa

Em Ol sdo empregadas membranas semipermeavetpjaiasa pressao exercida deve
ser maior que a pressao osmotica da alimentacamefaendo a passagem do solvente pela
membrana para a regido de menor concentracdo (NGBESHERN, 1999). A Figura 12
demonstra o fenbmeno osmotico direto, no qual vesbté tende a passar para a regido de
maior concentracao, e o inverso, onde é aplicagissfo maior que a osmotica, concentrando

a alimentacéo.
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Pressio
Aplicada

Agua

Osmose [nversa

Figura 12. Esquema do fendmeno osmatico e da Ol (Aptado de NOBLE e STERN, 1999)

Os processos de Ol empregam membranas cuja madgatodensa, conferindo alta
retencdo de particulas de baixa massa molar, camman®rganicos e moléculas inorganicas
como a glicose (HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003)s$¢ sentido, sdo selecionadas,
principalmente, para tratamentos de efluentes ggenvrelso e dessalinizacdo da agua do
mar, como etapa final do processo (LI, FANE,al., 2008). Os principais empregos de

membranas de Ol estao relacionados na Tabela 12.

Tabela 12. Principais aplicacdes de membranas de QAdaptado de LI, FANE, et al., 2008)

IndUstria Agua ultrapura, 4gua de resriamento e 4gua degsoce
Agua de consumo Dessalinizacdo da 4gua do maraediegimjecéo
Efluentes Agricultura, agua de consumo indirete(eso

Certas dificuldades operacionais, atreladas aiedtate dos médulos das membranas,
sdo os principais problemas detectados por opersdie plantas industriais que empregam
sistemas de OIl, comdouling e deterioracdo da superficie da membrana (LI, FAXIEI.,
2008).

O fouling na membrana de Ol pode ocorrer por via quimichioldgica, assim como
por precipitacdo de saifouling quimico é causado pela adsor¢cdo de materiais ioogan
(geralmente acidos humicos) na superficie da membra qual pode ser sintetizada por
material polimérico (poliamida, por exemplo) hidibico e com propriedades ibnicas (LI,
FANE, et al., 2008). Essa adsor¢do quimica, ocasionada peargya de organicos, modifica

a estrutura interna das membranas, na qual osasspdaermoleculares sédo preenchidos por
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componentes hidrofébicos diminuindo o efeito diosda agua e facilitando a passagem de
compostos de elevados Log,K

Microrganismos também podem adsorver em membraeasOld por afinidade
eletrostatica ou hidrofobica, caracterizanddooling biolégico (LI, FANE, et al., 2008).
Outro caso, no qual hi este fenbmeno, é a propagiganicrorganismos na superficie da
membrana pela presenca de nutrientes em maioreserdomcées nessa regido e pela
deposicado de material extracelular (LI, FANEal., 2008).

A passagem de agua para a corrente permeado geemtaugradual da concentracao
de ions na regido que estd em contato direto ceuperficie da membrana, ultrapassando o
limite de solubilidade (BAKER, 2004). Esse fendbménconhecido comscaling, no qual ha
precipitacdo de sais na superficie da membranal,deo®prometendo o fluxo de permeado
do processo (BAKER, 2004).

Diversos tipos de matéria-prima podem ser empregpda sintetizar membranas de
Ol, contudo, os materiais que possuem empregatbdidamercial sdo: acetato de celulose,
triacetato de celulose e poliamida. As membranaacd&ato de celulose foram as primeiras a
serem fabricadas para Ol, fornecendo altas rejeidéesal no processo de dessalinizacdo da
agua do mar. Contudo, ndo podiam operar a altas@ee, temperaturas e variagcdes de pH
(PORTER, 1998). Nesse sentido, membranas maisenetsis de triacetato de celulose foram
desenvolvidas a fim de se trabalhar em condi¢cdés anagplas (PORTER, 1998).

As membranas de poliamida, consideradas como cdagpds filme denso, diferem
das outras duas pela possibilidade de se trabathaamplas faixas de pH, temperatura e
pressdo mantendo-se o fluxo de permeado. Contedsupm menor resisténcia a reagdes de
degradagcdo com o cloro (PORTER, 1998). A pequenag@ do fluxo de permeado esta
relacionada a camada fina e densa (400-1.000 A) suporte poroso, normalmente, de
polisulfona (PORTER, 1998).
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2.2.4 Emprego de Osmose inversa para remocado de micropeintes em esgotos

sanitarios

A remocdo de micropoluentes por processos com nasrabrtem sido objeto de
investigacdo, especialmente as de Ol e NF que goesereter espécies de até 1 a 10 A,
respectivamente (HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2033 ocorre, pois a maioria dos
micropoluentes possui tamanhos de 200 - 400 Da, (BUANG, et al., 2010). Quando se
compara a eficiéncia de remocao de membranas de KIH, percebe-se que as primeiras
conseguem reter um maior nimero de micropoluernies, serem consideradas densas
(HARBERT, BORGES e NOBREGA, 2003). Entretanto, asmiranas de NF possuem
outras especificidades que viabilizam seu uso, careficiéncia de retencdo bem préxima as
de OI, a possibilidade de se trabalhar com maigeées e/ou menores pressbes, menor
incidéncia do fendmenfouling e por serem mais baratas (CARTAGENA, KADDOUEA,
al., 2013) (YANGALI-QUINTANILLA, SADMANI, et al., 2009) (LIU, ZHANG, &t al.,
2014).

A Tabela 13 apresenta diferentes trabalhos qualaboa remocao de micropoluentes,

presentes em esgotos sanitarios, por Ol.
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o . Remocéao
Autor Escala Condigoes Micropoluentes )
0
Azitromicina, Eritromicina, Ofloxacina,
Plant Ol, ULP-4040 (poliamida), Espiral, rec. 65%, fluxo de Sulfametoxazol, Trimetropina,
anta
1 ot permeado 34LMH &1F, HF-66-43-PM500, Fibra oca, = Acetominofeno, Diclofenaco, lbuprofeno, 70-100
iloto .
P fluxo de permeado 323LMH Ketoprofeno, Acido Mefenamico,
Naxopreno,etc
Ol, BW30-4040 (poliamida), Espiral, rec. 15%, 7,5bar, . i
. . _ . Acetominofeno, Ibuprofeno, Cafeina,
vazao permeado 120L/min, recirculacao 2584~ NF90- o ' _
Planta o ' . Nicotina, Carbamazepina, Diclofenaco,
2 _ 4040 (poliamida), Espiral, rec. 15%, 5,5Bar, vazao _ _ _ 50-100
piloto _ _ _ Triclosano, 4-octilfenol, 4-t-octilfenol,
permeado 120L/min, recirculagdo 179BRM, MF, Fibra )
BisfenolA
oca
o Atenolol, Carbamazepina, Cafeina,
Planta  OI, RE8040-FL (poliamida), rec. 72,6%, fluxo 82ms3/dle, . o _
3 _ Diclofenaco, Dilantina, Florfenicol, 19-99
piloto P75R (PVDF), fluxo 227m?3/d
Sulfametoxazol
Ol, rec. 73%, vazao permeado 1200m3MFe rec. 86%, EDTA, Nonilfenol, E1, E2, EE2,
4 Industrial vazéo permeado 1640m?3/d, vazao alim. 1910n®d(#HR- Tributiltina, Naftaleno, Ibuprofeno, 15.99
/Il Piloto 4040 e LE-4040) &IF (NF270-4040), rec. 12-15%, vazdao Ofloxacina, Oxitretacico, Eritromicina,

permeado 9.5-11m3/d, 5-11.8 BaBRM, Fibra oca Propanolol, Fluoxetina, etc
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o _ Remocéao
Autor Escala Condicdes Micropoluentes %)
0
Codeina, Hidrocodona, Carbamazepina,
. Planta  OI, TR70-4021 (poliamida), 10bar, fluxo 179,35+1,28L¢ Diazepam, Famotidina, Ranitidina, 99
piloto BRM, TRH=12,5h, idade lodo 45dias Azitromicim, Claritromicina, Eritromicina,
Sulfametoxazol, etc
Plant Amoxicilina, Atenolol, Butalbital, Cafeina,
anta
6 1ot Ol, (poliamida), rec. 21%, 7bar, fluxo 12L/m2.h Carbamazepina,Dilantina, lohexal, 95-100
piloto .
lopromida, etc
NF, NF90 e NF270, 5ba®l, XLE, BW30 e SW30, 7-
7 Bancada 55bar. Em batelada, vaz&o conc. 3-4L/min, vazameado Carbamazepina e Diatrizoato 41-100
40-100mL/h
o 1,4-dioxano, Acetominofeno, Metronidazol,
Ol, BW30 (poliamida), Folha-plana, 15Bar, fluxo peade ] _
. . Fenazona, Cafeina, Bisfenol A,
1,6mL/min, fluxo conc. 80mL/min, fluxo 7LMH, .
8 Bancada . _ _ _ Carbamazepina, EE2, Ibuprofeno, 40-100
recuperacao 2%;@l (poli-metil metacrilato), Folha-plana, _ )
_ . _ Naxopreno, Fenoprofeno, Gemfibrosil,
recirculagdo 50mL/min.
Ketoprofeno
Acido Salicilico, Ibuprofeno, Bisfenol A,
Ol, TW30-2540 e BW30-400, rec. 80-90%, fluxo 22- .
Planta Diclofenaco, Colesterol, Sulfametoxazol,
9 _ 45n7/h, 8,7-12BarBRM, UF, ZeeWeed-1000 e ZeeWeed- _ _ _ - 93-99
piloto Sulfametazina, Trimetoprim, Eritromicina,

500, fluxo 10-47 Imh, 6-24kPa, idade do lodo 40dias _ o ) o
Claritromicina, Roxitromicina
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Continuagéo Tabela 13

o _ Remocéao

Autor Escala Condicdes Micropoluentes %)

0

o Cloranfenicol, Acido Nalidixico,
Ol, (poliamida), fluxo 1,3m3/h, rec. 75-80%, 0,048MPa; _ ) ) . o
_ Trimetoprim, Bezafibrato, Acido Clofibrico,
10 Industrial MF eUF, ZeeWeed1000 (PVDF), fluxo 23L/m2h — _ o _ 50-90
_ Genfibrozil, Diclofenaco, Indometacina,
80000m3/dia

Ketropofeno,etc.

(1)Rodriguez-Mozaz et al. (2015) ; (2) Cartage2@lB); (3) Chon, Cho e Shon (2013); (4) Garcid.e{2013); (5) Dolar et al. (2012); (6) Lee, Hoe& homson (2012);
(7) Gur-Reznik (2011); (8) Linares et al. (201B) Sahar et al. (2011); (10) Sui et al. (2010)
Bioreator de Membranas (BRM)
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A seletividade da membrana pode estar relacionada seguintes mecanismos:
exclusdo por tamanho, repulsdo eletrostatica, e@@isprdifusdo, interacdo soluto-soluto e
fouling. Simom et al. (2009) avaliaram a adsorcéo do idfepo em membranas de NF e Ol e
verificaram que esse fenbmeno estd diretamenteldiga repulsdo eletrostatica entre o
poluente e a membrana, bem como ao pH da solugisefa, a diminuicdo do pH para
valores abaixo do pKa do ibuprofeno leva a dimi@aigla repulsdo eletrostética, pois este
torna-se carregado positivamente. Dessa maneira,fadlitacdo da adsorcado no interior da
membrana, cuja carga superficial é negativa.

Shanmuganathan et al. (2015) complementam que, wmpesquisa, obtiveram
maiores remocodes (97%) dos compostos idnicos Eeramieles nao-idnicos (82%) para
membranas de NF e OIl. Assim, pelo fendmeno de abfuas substancias adsorvidas pela
membrana tém sua eficiéncia de remocéao diminuida.

Para Sahar et al. (2011), o farmaco diclofenacaeiovido por membranas de Ol
(carga superficial negativa) a rejeicdes superiar@5% motivadas pela repulséo eletrostética
entre a membrana e o micropoluente. O mesmo efeitwificado quando se analisam outros
farmacos e produtos de cuidado pessoal além dofeheco, cujas cargas sdo negativas
quando em solucdo, como o ibuprofeno, glimepiridaopreno e sulfametoxazol (CHON,
KYONGSHON e CHO, 2012).

Quando comparada aos micropoluentes, que possugiascaeutras ou positivas, a
eficiéncia de remocéo diminui consideravelmentena@opor exemplo, 0 naxopreno, cuja
carga € negativa e obteve-se remocdes proxima® B0o acetominofeno (neutro) e o
atenolol (positivo), cujas eficiéncias de remocémain de aproximadamente 20% e 60%,
respectivamente, para a mesma membrana (CHON, KYSHOGN e CHO, 2012).

Para Gur-Reznik et al. (2011), no entanto, algusudstancias pouco hidrofébicas e
que possuem elevado pKa, como a carbamazepinaagriaahto, a adsorcdo em membranas
de NF e Ol é negligenciavel e 0 mecanismo atuai@ste caso, é a exclusdo por tamanho.
Linares et al. (2011) confirmam essa possibilidadecando que compostos hidrofilicos com
cargas neutras sdo pouco adsorvidos quando naoebénpa ddouling. Cartagena et al.
(2013) relatam o mesmo fendmeno, confirmando qeeneaso quanto maior € o valor de
Log Kow, melhores séo as rejeigdes obtidas.

Em contrapartida, Chon, Kyongshon e Cho (2012) isar@m o sulfametoxazol
(hidrofilico) e verificaram que essa adsorcao desteconsiderada, pois mesmo sendo uma
substancia com carga negativa, quando em solupéesemta baixa eficiéncia de remocao.

Ainda de acordo com os autores, micropoluentes pogsuem cargas neutras, mas



66

apresentam alta hidrofobicidade, revelam altasiéefoctas de remog&o quando se utiliza
membranas de NF, cuja carga superficial é negativa.

Assim, os micropoluentes podem ser separados eunsalgrupos conforme seus
valores de pKa e log 4 compostos neutros hidrofilicos, neutros hidroébi ibnicos
hidrofilicos e i6nicos hidrofébicos (YANGALI-QUINTANILLA, SADMANI, et al., 2009).
Neste sentido, para uma membrana hidrofilica eadgacnegativa, o fenébmefauling ajuda
a reter mais facilmente espécies neutras hidrad8bjpois a torta formada na superficie da
membrana serve como uma barreira adicional) e adniedrofilicas (por causa da repulsdo
eletrostatica); e adsorve mais facilmente compostesitros hidrofilicos e idnicos
hidrofobicos (LINARES, YANGALI-QUINTANILLA, et al., 2011).

Diferentes tipos de materiais sdo utilizados nalypgéo de membranas, contudo as
membranas poliméricas sdo as mais empregadasgoaogdo de micropoluentes em aguas e
efluentes, pois estas possuem menores custosastmte versateis quanto a conformagéo e
possuem elevado desempenho de separacdo (HARBEBRGBS e NOBREGA, 2003;
BAKER, 2004; NOBLE e STERN, 1999; PORTER, 1998;RANE, et al., 2008).

Para a remocdo de micropoluentes, a maioria dasesutitiliza membranas cujos
materiais sdo especificos para a remoc¢éo de desmias substancias, por exemplo, os testes
gue aplicam membranas de poliamida (Tabela 13)e EHps® de membrana possui carga
negativa quando em contato com matrizes de pH meatrmentando assim a retencdo de
compostos de carga negativa. Outros tipos de membréambém sdo utilizados para
diferentes objetivos como as de acetato de celutpge sdo muito empregadas em matrizes
que possuem alta concentragdo de cloro e atingesergagens de até 99,5% na remocao de
sal no processo de dessalinizacdo (BAKER, 2004ntW@o, de acordo com Klupfel e
Frimmel (2010) membranas de Ol, produzidas comaszede celulose, ndo apresentam
remocdes satisfatorias de metramitorn, acido diictibatrazina e terbutalina.

Alguns autores investigaram a remocédo de microptdse por PSM em escala
industrial. Sui et al. (2010) analisaram 14 comp®&m quatro ETE localizadas em Pequim,
China. De acordo com os autores, todos foram @etestnos afluentes das estacdes, sendo os
mais abundantes a cafeina (3,446¢6L™) e o DEET (0,6-1,29 L™). Contudo, observaram
também que a ETE, a qual possui um sistema dentata terciario, baseado em membranas
de MF e NF, fornece remocdes maiores que 90% pawg@ia dos compostos analisados. Os
anicos compostos fracamente removidos foram araa{@0-80%) e o acido mefenamico (0-
50%).
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Com os mesmos tipos de membranas, Al-Rafai, Kh&blmzSchaferc (2011)
analisaram 13 micropoluentes, entre desreguladardécrinos e compostos farmacéuticos.
Destaque, neste caso, para o acido salicilicordbempo e o bisfenol-A, 0s quais mostraram as
maiores concentracdes (6,3 - 38¢pL™) no afluente da ETE. Apesar das altas concentsacde
somente o Ultimo n&o foi removido eficazmente, sgméando concentracdes no permeado de
20 — 464 ng L. Ainda, de acordo com os autores, 0 PSM conseguinentar, em uma
ordem de grandeza, a remocao dos micropoluentasdqucomparados a respostas obtidas de
outros trabalhos, considerando somente o tratamgrtoario e secundario. Ou seja, 0
emprego de PSM ¢é eficaz para a remocao desses stmmgopassa a ser recomendado para
um possivel reuso.

Garcia et al. (2013) avaliaram a remocéao de 20apaiuentes em uma ETE equipada
com tratamento terciario de MF e Ol, em sequémrcapenas o ibuprofeno e o nonilfenol ndo
foram eficientemente removidos (<30%) perante saela remocao das outras substancias
(>75%). Nesse sentido, optaram por estudar a resrag@ueles, em uma planta-piloto, a qual
possui um sistema de Biorreator de Membranas (BB&guido de um sistema de PSM,
alternando com membranas de NF e Ol. Nessa nopa,ata autores obtiveram remocdes
maiores que 99%, o que os levou a conclusdo de gstado de deterioracdo da membrana
implica diretamente na remoc¢ao de micropoluentescéso da planta da ETE, o PSM opera
com uma idade de 30 dias, enquanto na planta-pitneanbranas eram “virgens” e operadas
por poucas horas).

O estudo da eficiéncia de novos processos em egitala € de grande valia, pois
possibilita a prevencéo de possiveis riscos deagfer bem como a extrapolagdo dos custos
para a escala industrial (NOBLE e STERN, 1999; YANGQUINTANILLAA, MAENG,
et al., 2010). Nesse sentido, sao diversos os estudoaliprdam o tratamento de efluentes,
nesta escala, e é crescente o numero de trabalkeoavgliam a remocgdo de micropoluentes
(Tabela 13).

Dolar et al. (2012) investigaram a remocdo de agumicropoluentes por Ol apos
BRM e observaram que o emprego do PSM ap0s o siskeohdgico conseguiu remover
todos os compostos alvos abaixo do LQ. Da mesmeeimanCartagena et al. (2013)
obtiveram resultados promissores (aproximadameé®e para a remocéao de diversas classes
de micropoluentes apdés a passagem por membran&d-de OIl. Corroborando os dois
autores, Rodriguez-Mozaz et al. (2015) alcancaramcentracdes menores que 16 Ageim
um sistema acoplado de membranas de UF e OIl. Asl#macordo com os autores, a
utilizacdo do PSM para a remoc¢éao de micropolugmee ser fortemente recomendada, pois
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diferentemente dos POAs, ndo ha formacdo de caadente serve também como barreira
para possiveis microrganismos vindos do sistemadiam anterior.

Chon, Kyongshon e Cho (2012) propuseram um sistign@aatamento que visasse a
remocao de micropoluentes de efluente de ETE apibatamento primario. Nesse estudo
utilizaram o processo de BRM combinado a NF. O®rast verificaram que compostos
biodegradaveis e/ou hidrofébicos foram removidas @ita eficiéncia pelo MBR. Contudo,
os recalcitrantes e hidrofilicos foram removidosnente pelas membranas de NF (NF40,
NF70 e NF90) com eficiéncias de aproximadamente p@fa diclofenaco, o qual € muito
pouco removido por BRM.

Entretanto, Sahar et al. (2011) compararam a reondedll micropoluentes por Ol
apos dois tipos de sistemas: BRM e LAC/UF (sistenirido de Lodos Ativados
convencional e membranas de UF). Os autores chregatdnclusdo de que, mesmo havendo
alta eficiéncia de remocdo (> 93%), ainda foramoetrados vestigios dos compostos
analisados na corrente do permeado (28 — 223 Hg ém decorréncia da adsorcdo na
membrana. Essas concentracdes a niveis de tragesram que o emprego de Ol ndo é
efetivo e que se deve buscar outros processos adsay¢cao em carvao ativado e processos
oxidativos avancgados.

Yangali-Quintanillaa et. al(2010) compararam a eficiéncia e o custo/benefieo
remocao de diversos micropoluentes organicos psrtgms de PSM: Ol (BW30 e ESPA2) e
NF (NF200 e NF90). Usando efluente sintético comingsercdo de micropoluentes
selecionados em escala de bancada, os autoresameg@onclusao que, para as membranas
do tipo NF90, os compostos neutros tiveram maiciégicia de remocéo (>82%). Contudo,
para poluentes com carga, a rejei¢cdo foi maioncgralmente quando se utilizou a membrana
NF90 (95%), em detrimento da NF200.

Ainda segundo os autores, o0s testes feitos emapjalatto e em escala industrial, com
membranas de Ol, apresentaram resultados simgdaeexio se utilizou as membranas de NF,
alcancando patamares de aproximadamente 90% deacejeOu seja, a NF pode ser
comparada a Ol em termos de eficiéncia de remoeéativersos poluentes emergentes e em
termos de custo/beneficio, pois a primeira € maisth que a segunda (YANGALI-
QUINTANILLAA, MAENG, etal., 2010)

Para o estudo da remocdo de micropoluentes, emtraso®ais, por PSM, é
necessario que haja caracterizacdo da membramaatda e do proprio micropoluente, bem
como suas interacfes. Nesse sentido, algumas erdstcas do composto devem ser

investigadas a fim de otimizar a sua remoc¢ao, camacentracdo, tamanho e massa molar do
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componente; pK Log Ko ; solubilidade em agua; momento dipolo (forcasretdmicas),
conformac&o e eletronegatividade (SCHAFER, AKANYETSEMIAO, 2011).
Desse modo, dependendo do composto, da matrizreadorana empregada, diversos

mecanismos de separacao podem atuar no sistemadesnonstrado na Figura 13.

Figura 13. Mecanismos de retencdo de micropoluentesn membranas poliméricas: (A) Exclusédo
por tamanho; (B) Excluséo por carga; (C) Adsorcao(D) Difusao; (E) Interagdes soluto-soluto;
(F) Fouling (Adaptado de SCHAFER, AKANYETI e SEMIAO, 2011)

A Figura 13 A apresenta o mecanismo de exclusadgmanho, no qual particulas
maiores que o tamanho dos poros (ou intersticideaulares, no caso da Ol) da membrana
serdo removidas. A Figura 13 B apresenta o fenordamepulséo elétrica, na qual moléculas
que apresentarem ionizacdo semelhante a da membeafia repelidas. A adsorcdo e a
difusdo (Figura 13 C e D) sdo os fendbmenos maiscestos as membranas densas
(SCHAFER, AKANYETI e SEMIAO, 2011), pois, por ndogsuirem poros, 0 movimento no
interior da membrana ocorre a nivel molecular. d&spnca déouling e as interacdes soluto-

soluto (Figura 13 E e F) podem dificultar a previsi@ remocédo de micropoluentes, pois 0s
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materiais retidos podem modificar a superficie damirana e favorecer ou dificultar a
passagem de organicos (SCHAFER, AKANYETI e SEMIRQ011).

2.3 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

A oxidacdo é uma reacdo quimica que transforma ammaminante em uma forma
mais oxigenada, por intermédio de agentes oxidanteso o Oxigénio (@, Ozodnio (Q),
Peréxido de Hidrogénio (#®,) ou Hipoclorito de Sdédio (NaOCl) (The UV/Oxidation
Handbook, 1994). Contudo, essas oxidacdes, coasi@ersimples, possuem baixo potencial
de oxidacdo (B comparadas aos oxidativos avancados que, ger@Emenvolvem a
formacao de espécies oxidativas transientes, das (eegem de forma ndo seletiva quando
em contato com diversos compostos (USEPA, 1998kinAsos Processos Oxidativos
Avancados (POA) séo processos de tratamento quar@etemperatura e pressdo ambiente,
envolvendo a geracao de radicais hidroxil (- OH)AGE, KANG e CHAPIN, 1987).

Por serem processos intrinsecamente destrutivosP@A possuem capacidade
desinfetante e, se operados em condi¢cdes adequaniagguem a mineralizagéo total de
alguns contaminantes. Por esses motivos, tém sigidaenente empregados em induastria e
aguas destinadas ao consumo humano. Entretantsiygmsalgumas desvantagens como:
formacgao de subprodutos (alguns apresentam capactkagerarem efeitos mais relevantes
que seus componentes primarios), formagcdo de bosmatacidos haloacéticos, se mal
conduzidos, podem acontecer reacoes paralelaguagspode haver o consumo dos agentes
oxidantes (KOMMINENI, ZOECKLERet al., 2000).

Ha uma grande variedade de espécies oxidativasattonky dispostos na literatura.
Contudo, ndo sao todos que podem ser empregadostaimento de aguas, por apresentarem
certos riscos ao ambiente, a populacdo e a opespasi. Na Tabela 14 séo relacionados

alguns oxidantes que podem ser utilizados parafiesse



71

Tabela 14. Espécies oxidativas e seus respectivosenciais de oxidagdo (MUNTER, 2001).

Espécies Oxidativas Eo(volts)
Cloro 1,00
Acido hipocloroso 1,10
Permanganato 1,24
Perdxido de Hidrogénio 1,31
Ozbnio 1,52
Diéxido de titanio carregado positivamente 2,35
Radical hidroxil 2,80

Destaque, neste caso, para o - OH que possui@fdb) e reage rapidamente com os
poluentes organicos (MUNTER, 2001). A Tabela 15 tnaalgumas constantes da taxa de

reacao de -OH com grupamentos organicos especificos

Tabela 15. Constante da taxa de oxidacao de radisdiidroxila com compostos organicos
especificos ( Adaptado de The UV/Oxidation HandboqKkL994).

Compostos k(M™*s?
Alcanos clorados 010"
Fenois 16 10"
Organicos nitrogenados aoc
Aromaéticos 16 10
Cetonas 1Y 10'
Alcodis 1010
Alcanos 16 10°

De acordo com Kommineni et al. (2000), os POA evetol, preferencialmente, dois
estagios de oxidacéo: (1) formacédo de oxidantdeda (2) a reacdo desses oxidantes com
contaminantes organicos na agua. Apos a formacgeQld, dois tipos de reacdes iniciais sdo
propostos (The UV/Oxidation Handbook, 1994): alggttado atomo de hidrogénio, por
exemplo, de alcanos ou alcodis, para a formacégda (Equacédo 8); ou a adicdo de -OH,

em olefinas ou aromaticos para a abertura dos @Bgigcao 9).
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3-0H/0,
CH30H + - OH - - CH,0H —— €O, + H,0 (8)

(9)

Contudo, quando ndo h& degradacdo completa dosostwsporganicos, as reacdes

em cadeia podem se seguir conforme as Equac6és 112, 13 e 14 (MUNTER, 2001):

RH+-0H - H,0 +-R (10)
2 - OH - H,0, (11)
R+ H,0, - ROH + - OH {12
R+ 0, - ROO - (13)
ROO - + RH - ROOH + R - (14)

Existem diversos processos que visam a geracadtldeo ceio da solucdo. A Tabela

16 fornece os sistemas mais utilizados nos POA.
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Tabela 16. Breve descricdo dos POAs mais empregadasliteratura (USEPA, 1998; KOMMINENI, ZOECKLER, etal., 2000; POURAN, AZIZ e

DAUD, 2015)
Processo Descri¢éao Vantagens Desvantagens
UV/H,0; Oxidacéo sinérgica resultando na Sem formacao de bromatos; Turbidez pode interferir na penetragéo de luz UV,

destruicdo de organicos. Maior  desinfetantes; sem necessidade aeenor eficiéncia de geracéo estequiométrica de
namero de radicais sao gerados tratamento de gases ou disposica&®H; interferentes podem absorver a luz UV.

guando empregadas lampadas de de rejeitos; ndao ha limite de

UV de média pressao. transferéncia de massa.
O3/H0, Formacéo de - OH pela combinacagficiente no tratamento de aguaspPotencial formacao de bromatos; necessidade de
de G e HO.. suplementar ao tratamento de  destruidor de @na saida do reator; necessidade de

desinfeccado; mais efetivo que o tratamento de destruicdo de®3 para evitar

O3 e KO, sozinhos; crescimento de microrganismos na linha de
distribuicdo
O5/UV -OH séo formados quando aplicad&uplementar ao tratamento de  Alto custo; formacéo de bromatos;

luz UV de baixa pressao a 4guas desinfeccdo; mais efetivo que o Turbidez pode interferir na penetragédo de luz UV,

contendo @ A destruigéo de Os e 0 UV sozinhos; mais transferéncia de massa limitada pela difuséo /o O
compostos organicos ocorre pelas eficiente na geracéo de - OH necessidade de destruidor den@ saida do reator;
reacdes radicalares, fotolise diretacomparado ao UV/HD, para interferentes podem absorver luz UV; pode haver
ou pelo Q de maneira seletiva. iguais concentracdes de oxidantecontaminag¢do de mercurio pelo emprego das

lampadas de UV.
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Processo Descricao Vantagens Desvantagens

TiO/UV Os elétrons da banda de valéncia N&o ha formacao de bromatos; Etapa de pré-tratamento para retirar materiais
sao excitados a banda de conducdpode ser conduzido em diversos incrustantes; necessidade de separacao se
formando vacéancias. Essas comprimentos de onda (diversos empregado diretamente no seio da solucao;
vacancias reagem com as molécultipos de lampadas); ndo ha recuperacao e reinjecédo constante do catalisador;
de agua para produzir radicais.  necessidade de tratamento de  necessidade de dose 6tima; pode requerer dispersao
H.O, aparece como intermediario gases. de Q para agitacéo; dependente do pH com
das reacoes. constante monitoramento.

Fenton Producao de radicais quandt’ Fe N&o ha formacao de bromatos; Extracdo do ferro; manutencdo do pH em 3,5

Foto-Fenton

reage com bD, e passa a F& ndo h& necessidade de emprego decessitando de maiores custos com soluctes
Ferro atua como catalisador da  elevada energia; ndo ha empreganantenedoras de pH.
reacao. de sistema destruidor de gases.

Combinacéo do processo FentonReacdo mais rapida que o FentorExtracdo do ferro; controle constante do pH em 3,5
com radiagdo UV-visivel(< 600  menor utilizagéo de ferro; menos
nm) que promove - OH extras pelageracéo de lodo; acao
fotoreducdo do F&em Fé? desinfetante; remocéo de

compostos recalcitrantes.
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2.3.1 UV/H,0;

A escolha por processos baseados na luz UV paesiafeiccdo de aguas e efluente,
vem crescendo desde os anos 90. Esta década fradagwor alguns incidentes, nos Estados
Unidos, envolvendo a utilizacdo de cloro como ageldsinfetante em aguas de consumo.
Houve relatos de elevados despejos de cloro edsusdos na linha de abastecimento de
algumas cidades e de vazamento de gases dos tahguwmazenamento, gerando efeitos
deletérios, principalmente ao ambiente (LINSKY, @0®&ssim, a desinfeccdo promovida por
sistemas de UV passou por um longo processo ddinamdies e implementagcdes, sendo, nos
dias atuais, bastante empregada em ETE e EstagfEsimento de Aguas (ETA), por ser
um sistema intrinsecamente limpo (LINSKY, 2000).sB& sentido, por se tratar de um
processo mais acessivel e por demonstrar bonga@ssilpara a remoc¢ao de micropoluentes,
0 POA, tipo UV/HO,, foi escolhido para ser empregado nesta dissertaca

Como exposto na Tabela 16, o emprego de YU¢Hbferece vantagens para a reducéo
de matéria organica sem a necessidade de implemapés o reator, etapa de tratamento de
gases (como € o caso da aplicacdo dp @ssim, pode-se considerar que, dentre as
tecnologias que envolvem luz UV, o emprego d@4€ mais eficiente e com menor custo, se
operado adequadamente (MUNTER, 2001).

A formacao de -OH por UVA®D, ocorre de acordo com as Reacdes 15,16 e 17 pelo
HO, estar em equilibrio quimico com e® (MUNTER, 2001).

hv

H,0, & HO; + H (16)
hv

HO; — - OH + 0~ (17)

2.3.1.1Variaveis operacionais

Como variaveis operacionais do sistema WO pode-se destacar. concentracdo
inicial de HO,, tipo de lampada e sua intensidade, bem como @ ogierida, tempo de
contato no reator, pH, temperatura, conformacaedimr e concentracdo da matéria organica
inicial (KOMMINENI, ZOECKLER, et al., 2000; The UV/Oxidation Handbook, 1994).
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De acordo com a USEPA (1998), a escolha do tipoladepada de UV esta
diretamente relacionada a concentracdo gl@ lHecessaria para atingir elevadas eficiéncias.
Assim, uma lampada de baixa pressdao, com emiss&ordprimento de onda em 254 nm,
necessitara de uma quantidade maior gia;idara gerar o mesmo efeito que uma lampada de
alta presséo, cujo comprimento de onda pode sstadjn & absor¢cédo caracteristica gOH
(220 nm). Entretanto, altas doses d©¥podem favorecer reacdes secundarias pela captacdo
de -OH, diminuindo a eficiéncia do processo. Ptotapara a aplicacdo de UV4/B, com
lampadas de baixa pressao € recomendavel o esudeltdor condicao.

Dessa maneira, as primeiras varidveis que devemtisgizadas sdo a dose de UV e a
concentracdo deJ@, (The UV/Oxidation Handbook, 1994). A dose de UVando aplicada
ao POA, é a medida da energia elétrica total dadéia aplicada a um volume fixo de agua
(The UV/Oxidation Handbook, 1994). O calculo depedd vazéo, do tempo de residéncia, e
da intensidade da luz UV. Para sistemas em batetadaidera-se o tempo exposto a luz, em
contrapartida, para operagao continua, o fluxo.

Em sistemas continuos, € necessario baixo fluxoafhwente, para aumentar a
eficiéncia do processo (The UV/Oxidation Handbod894). Contudo, a conformacdo do
reator deve ser estudada de maneira a apreserdquagdo ideal para se evitar gastos
desnecessarios (dgua préoxima da lampada) ou subeét do processo (dgua distante da
lampada). Outro problema, que pode ser encontrawlosistemas de baixo fluxo, é o
aquecimento da agua e impossibilidade de despegmiente, sendo necessario o0 emprego
de trocador de calor.

Por fim, o pH deve ser ajustado de maneira a d@sldEquacdo 16 no sentido de
formacao de bD,, pois este, quando foto-degradado, gera um ra@iebb mais (Equacao
15) quando comparado ao K@Equacao 17). Dessa forma pH abaixo da neutradidad
considerado 6timo para esse tipo de reacao.

Dependendo do afluente a ser tratado pelo prot$gda.0,, é necessario o emprego
de pré-tratamento visando a remocdo de interfegermRertanto, deve-se, primeiramente,
caracterizar a corrente a ser tratada, atravésases como: Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO — diminui a eficiéncia do processo com a maompeticdo entre organicos pelo
radical OH), alcalinidade (a presenca de carbondticarbonatos e hidroxidos favorece o
consumo de radical OH), turbidez (dificulta a pesgio de luz UV), concentracdo de certos
metais (dificulta a penetracdo de luz UV), comoeod, Solidos Suspensos Totais (SST -
dificulta a penetracdo de luz UV), entre outros gTHV/Oxidation Handbook, 1994;
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LINSKY, 2000). Os parametros e os respectivos eslajue devem ser encontrados nos
afluentes do processo UVJB, estao listados na Tabela 17.

Tabela 17. Valores minimos de DQO, Alcalinidade, pHSST e Ferro que deve conter um
afluente de UV/H0,.

Parametros Valores maximd¥
DQO (mg L) 100
Alcalinidade (mg [} 300
SST (mg ) 50
Ferro (mg [ 50
Absys, (Cmi l) 0,5

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Sdlidos Suspestais (SST)
@ (The UV/Oxidation Handbook, 1994)

Perante o exposto na Tabela 17, e havendo nec#gssalguns pré-tratamentos podem
ser aplicados para a diminuicdo da contribuicieafpa de certos parametros, como: a
filtracdo que pode ser fornecido pela filtracdo @ia ou emprego de membranas de MF (a
escolha vai depender da relacdo custo/beneficia)rpenocdo de SST; e a clarificacdo para a
remocdo de SST e/ou 6leos e graxas (The UV/Oxid&tandbook, 1994)

2.3.2 Emprego de UV/HO, para remocao de micropoluentes em esgotos sani@si

O emprego de lampadas de UV em concomitancia cgia ¥em sendo amplamente
estudado em agua sintética e aguas superficiais @defse avaliar a eficiéncia de remoc¢ao dos
DE, bem como a deteccéo de produtos de degradagdmnética envolvida (LAU, CHU e
GRAHAM, 2005; ZHANG, FENG,et al., 2010; PEREIRA, GALINHA et al., 2012;
SOUISSI, BOURCIERet al., 2012; CARLSON, STEFANgt al., 2015).

Contudo, poucos sao os trabalhos que abordam & @&ende micropoluentes presentes
em esgotos sanitarios, assim como a de DE. Issweopela dificuldade analitica perante a
baixa concentracdo encontrada em matrizes amlserdaipela elevada presenca de
interferentes, os quais podem comprometer todoooegso e a andlise. Nesse sentido, a
Tabela 18 apresenta alguns trabalhos encontradditerstura que abordam a remocéo de

micropoluentes em efluente de ETE pelo emprego\deWwUV/H,O..
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A fotdlise de DE e/ou farmacos pode ocorrer de #odireta ou indireta, na qual a
primeira advém da clivagem de liga¢cdes quimicas rdakculas do micropoluente, na
presenca de luz UV; enquanto na segunda, molédigiatas sdo excitadas pela luz UV,
formando radicais livres, os quais irdo degradanimgsocontaminantes (AQUINO, BRANDT
e CHERNICHARO, 2013).

Yan et al. (2015) estudaram a remocédo de 27 mitweptes, presentes em efluente de
ETE, aplicando lampada de Xenon (150W) em um sutela batelada. Os autores
concluiram que a fotolise consegue degradar diezitara maioria das substancias estudadas
(Estrona, Sulfametoxazol, etc.). Contudo, algunsrecbntaminantes sao mais persistentes,
ou seja, a luz empregada nao foi capaz de degidadarma substancial (E2, E3, EE2, etc.).

Kim, Yamashita e Tanaka (2009) investigaram a ré&mocge 41 substancias
farmacéuticas pelo emprego de UV e de sua comlmnagd HO, em sistema continuo. Os
autores reportaram que, devido a baixa concentrdga®rtos micropoluentes presentes nas
amostras, a eficiéncia de remocao é baixa (67-69P%)Rn componentes, cuja concentracao
foi acrescentada em 1000 vezes, no entanto, agdegeforam maiores que 90%.

James, Germain e Judd (2014) conduziram, em pfalota, a oxidagéo por UV/4D;
na remocao de diversos micropoluentes, dentreodise EE2, em efluentes provenientes de
ETE, apés tratamento tercidrio de Ol e/ou MF. Radas as condi¢des, os autores atingiram
mais de 85% na remocé&o de micropoluentes, estamderse o Metaldeido (pesticida) abaixo
de 50%. Os autores destacam, ainda, que 0s estegiresentaram concentracdes abaixo
de 1 ng [* no efluente. A elevada eficiéncia do processcamtero custo/beneficio gerado,
permite a escolha, pelos autores, do sistema MP@A-em detrimento do MF-CA-POA

(utiliza Carvéo Ativado ao invés de Ol).
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Tabela 18. Relag&o de trabalhos que abordam a reméixg de micropoluentes presentes em efluente de ETar UV/H 0,

Concentragao o . . Remogéao
Autor Escala o Condicdes de Operacéo Micropoluente
Inicial (%)

[H.0,] =7,8mg L5 A= Antipirina, Diclofenaco, Ketoprofeno, Isopropil,

254 nm; intensidade = 1,0253\aproxeno, Acido Mefenamico, Acetominofeno, Atetholo

(1) Bancada 1 - 10.000 ng'L 60-110

mW cniZ poténcia = 65 W; Propranolol, Metoprolol, Clorotetraciclina, Norflasina,

lampada de baixa presséao Sulfametoxazole, etc.

Ac. Mefenamico, Atenolol, Atrazina, Azitromicina,

[H,0,]=0 - 50 mg L%, _ _ _
_ Benzafribato, Benzotriazole, Carbamazepina,
(2 Industrial 9-2.781ngt pH=7,0-7,42)=254 - 290 . . . . _ . 0-100
. Ciprofloxacina, Diclofenaco, Diuron, Genfibrozil,
nm; tempo: 10-90 min
Ibuprofeno, Ketoprofeno, etc.

[HoO5] =1 -20 mg [';

Poténcia = 1,68 — 2,98 kWh; .
) El, E2, EE2, 2,4-D, Mecoprop, 2,4 5-T, Atrazina,
(3) Planta piloto 0,2-2uglL UV-T (%) = 65 — 98\ = . ] 45-99
Terbutrin, NDMA, Metaldeido
254 nm; dose UV =678 —

2026 mJ i

H,0;] = 10 mg L;
4) Bancada 0,26 — 1 mg'L R d ] g . Carbamazepina -
lampada de média pressao
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Continuagao Tabela 18

[H,0,] =0 — 20 mg L;
dose UV = 300 -700 mJ Atenolol, Carbamazepina, Dilantin, Meprobamato,

(5) Bancada - o o _ . 0-95
tempo: 6 — 20 min; lampada Primidona, Trimetopim
de baixa pressao
[H-0,] = 20 — 50 mg L Atrazina, Mecoprop, Bezafibrato, Gemfibrozil,
intensidade = 70 W ) A = Carbamazepina, Diclofenaco, Ketoprofen, Naxopren, Média
(6) Bancada 3 -10.380 ng'L o o _ _
254 nm; poténcia 15W Primidona, Atenolol, Metoprolol, Ciprofloxacin, 88%
lampada de baixa presséao Sulfametoxazol, lomeprol, etc.
El, E2, E3, EE2, BPA, Gemfibrosil, Paracetamol,
A =250 nm; poténcia 150 Diclofenaco, Ibuprofeno, Omeprazol, Carbamazepina,
7) Bancada 200 pgL -

W, tempo: 0 — 480 min Diazepam, Eritromicin, Sulfadiazina, Sulfapiridina,

Sulfametoxazol, etc.

Estrona (E1); 1f-Estradiol (E2); Estriol (E3); L#Etinilestradiol (EE2); Bisfenol-A (BPA)
(1) Kim, Yamashita e Tanaka (2009); (2) De La Geual. (2012); (3) James, Germain e Judd (2013 Ké&n et al. (2012); (5) Rosario-Ortiz, Wert e &ery(2010); (6) De
La Cruz et al. (2013); (7) Yan et al. (2015)



81

3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos dos processos de tratamento (FE0A¢ do efluente de ETE foram
realizados no Laboratério de Tratamento de AguReleso de Efluentes (LabTare), Escola de
Quimica, UFRJ. Em contrapartida, as principais iseal de atividade estrogénica (pelo
método YES) e de cromatografia (CLAE) foram desarthpdas no Laboratorio de
Engenharia Sanitaria (LES), UERJ.

Como um breve resumo, a Figura 14 demonstra @&lasividades realizadas durante
a dissertagcédo. A descricdo detalhada de todosagemtes empregados, a matriz avaliada, o
preparo e coleta das amostras, os métodos angliéicos processos conduzidos, serdo

fornecidos nos proximos itens.

3.1 REAGENTES

Todos os solventes empregados nos ensaios YESneatgrafia foram adquiridos
com grau HPLC (pureza acima de 98%) da Tedia B@sihormoénios E2, EE2 e E3 (grau de
pureza de 99,8%), bem como os reagentes empregadessaio YES, foram obtidos da
Sigma-Aldrich. O perédxido de hidrogénio foi adgdaida SUMATEX e o bissulfito de sédio
da Vetec. O acido cloridrico (HCI) grau P.A., darbke A 4gua ultrapura foi obtida pelo
sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore®). O detente utilizado para limpeza das

vidrarias foi o Extran® neutro obtido da Merck.
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3.2 MATRIZ AVALIADA

A matriz escolhida para a realizacdo deste estado &fluente produzido por uma
ETE, apos o decantador secundario, do processmdieslAtivados. A pedido da empresa,
fornecedora do efluente, ndo sera mencionada sewe,nassim como sua localidade
especifica, sendo referenciada como “ETE”, nasud&ies seguintes, localizada na cidade do
Rio de Janeiro, Brasil.

Os processos de tratamento, utilizados pela ETHEBtaco com: gradeamento,
elevatodria, caixa de areia, bioreator aerdbio (lsodtivados) e decantador secundario. Esse

processo é tipico dos empregados em diversas Epaido

3.3 LIMPEZA DAS VIDRARIAS

A limpeza para todas as vidrarias, que tivessertatmoom as amostras destinadas as
andlises de atividade estrogénica e CLAE, foi zadk com base na metodologia descrita por

Silva (2015), que consistiu em:

* Imerséao, por no minimo 24 horas, em solucéao 5%le/Extran;
» Lavagem com agua, 10 vezes, para retirar o Extran;

* Enxague com Acetona,

» Lavagem com agua ultrapura, 5 vezes;

* Enxague com Etanol (EtOH);

* Lavagem com agua ultrapura, 3 vezes, e

* Secagem em estufa a 65°C, por periodo de 24 horas.

Todas as vidrarias foram envolvidas em papel alinanfim de se evitar qualquer
tipo de contaminacao e guardadas em ambiente slepdaa demais.
A limpeza do sistema de separacao, no qual forapregadas membranas de Ol e

MF, foi providenciada a partir das seguintes etapas

* Enxague com solucéao 5% v/v de Extran;
* Lavagem com agua em abundancia;
* Enxague com Acetona,

e Lavagem com agua ultrapura em abundancia;
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* Enxague com EtOH,;

e Lavagem com agua ultrapura em abundancia;

 Passagem de 2 L de &gua ultrapura em todo o sissemaa presenca de
membrana, e

» Passagem de 2 L de agua ultrapura em todo o sistmaa presenca de

membrana.

A Ultima etapa, referente a passagem de 2 L de @élnagoura com membrana, foi
realizada momentos antes de se iniciar cada operaAgs&emais foram conduzidas logo apos

o término de cada filtracao.

3.4 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas diretamente da saidalegantador secundario e
armazenadas em garrafas ambar de 2 L. As garnafas acondicionadas em isopores com
gelo, a fim de se manter a refrigeracdo e preséovda amostra antes de serem estocadas em
geladeira a 4°C.

Para aquelas que foram enviadas diretamente sse@nfdi adicionado metanol, na
proporcéao 1% v/v de amostra (20 mL de solvente atda garrafa de 2 L), com o intuito de
preservar 0s componentes de interesse. Ja paraostras enviadas aos processos, PSM e
POA, nao foi adicionado o solvente, com o objetlecse reproduzir as mesmas condi¢des da
ETE.

A metodologia de filtracdo, extracdo e eluicdo odaaseadas na descrita por Silva
(2015). Assim, todas as amostras, destinadas a GLA& YES, foram previamente filtradas
em membranas de fibra de vidro (1.2 pm - Merck)eeadetato de celulose (0.45 um -
Merck). Ap6s, o pH foi ajustado para 2 com &cidmidrico (HCI) 3 mol L. Vale citar que
todas as analises de pH, para ajustes de amosfeasntes ao ensaio YES e a CLAE, foram
realizadas por tira indicadora universal de pH @{grpara evitar possiveis contaminacoes.

A extracéao foi a do tipo EFS, empregando-se o caatbtrata-X (@) 500 mg /6 mL,
fabricado pela Phenomenex®, em Manifold AgilentacFlut 12 - com a passagem de 500
mL de amostra. Esses tipos de cartuchos necesdédativacdo ou condicionamento previo,
gue, neste caso, foi providenciado pela passagédmidede hexano, 2 mL de Acetona, 6 mL
de metanol e 10 mL de agua ultrapura &cida (pH aju&te com HCl 3 mol ). Deve-se
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ressaltar o cuidado do operador, nessa etapa,nfarhaver contaminacdes entre amostras
diferentes e a necessidade de se evitar a secageartdcho, o que pode comprometer a
eficiéncia da extracao.

Como descrito por Silva (2015), foi realizada, téamb a etapa delean-up no
cartucho, para a remocdo de interferentes. Comgmsti passagem de 10 mL de solugéo
contendo metanol e 4gua ultrapura na relacdo deAp@s, o sistema a vacuo continuou
ligado por 10 minutos para secagem total dos dawgic

Como esse processo durava um periodo de no minihmras, ndo era possivel a
realizagdo, no mesmo dia, da etapa de eluicdoageec(duracdo minima de 6 horas). Os
cartuchos foram, entéo, estocadosfiesezer, a -20°C.

Em dias distintos ao da extracdo, foram feitaduasGes das amostras, que empregava
a passagem de 4 mL de acetona nos cartuchos, epertara ambiente, pela acdo da
gravidade. O eluido caia diretamente em frascogdile de 10 mL e, ap0s a passagem total,
ligava-se bomba de vacuo para a secagem do cartucho

Como os solventes do YES e da cromatografia eréemnedies, e ndo a acetona como
usada nos procedimentos anteriores, houve a néadesila mudanca do meio das amostras
eluidas nos frascos de vidro. Essa secagem faadalpelo emprego de bomba de vacuo no
préprio Manifold (tiravam-se os cartuchos e ligaesa bomba).

Logo ap6s, as amostras para cromatografia e aceY&s resuspendidas em 2 mL de
acetonitrila (ACN) e 1 mL de EtOH, respectivamente.

Como a etapa de extracdo, além de remover intatéeserve para a concentracao
dos analitos de interesse, todas as concentragbédas através da CLAE e do YES,
necessitaram de uma etapa de tratamento de dadoguais se recalculavam os valores para
as amostras anteriores a extracao.

Nesse sentido, nas Equacdes 18 e 19 sdo apresemmd@iculos para os valores
corrigidos da cromatografia e do YES, respectivameR, Ves, Vext. € pacn SA0 a resposta
obtida, o volume de ressuspensdo, o volume de ¢éxiree a densidade da ACN,

respectivamente.

[E] = RXVres.X PacN (18)

Vext.
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Eq-E = m (19)

Vext.

Cabe informar que somente para as analises daransogética, destinadas a CLAE,
o volume de resuspenséao foi de 1 mL ACN, pois aipidislade de interferentes era menor

gue nas amostras ambientais.

3.5 METODOS ANALITICOS

As amostras provenientes da ETE e dos processiatdmento (PSM e POA) foram
analisadas por CLAE e atividade estrogénica, qu@osdiscutidos mais detalhadamente nos
itens posteriores.

Contudo, outros parametros também foram avaliadagomme dispostos na Tabela
19. Para esses, foram separadas aliquotas de cadstraa obtida, a fim de evitar
contaminacgdes provenientes de aparelhos de usacalosi laboratorios. Vale ressaltar que o
pH, para ajuste de amostras, foi medido por tidecadora universal de pH (Merck). Para as
aliquotas, previamente separadas e destinadas & €l YES, os métodos utilizados para

analise estao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Métodos, Equipamentos e laboratérios para realizacdo dos parametros
fisico/quimicos.

Parametros Método* Equipamento Laboratorio
coTH@ 5310 B Elementar Vario TOC Analyser LabTare
H.0; Colorimétrico a Espectrofotdmetro Hach DR - 2800 LabTare
residual** 466 nm

Abs,sHN@®) - Shimadzu UV - 1800 LabTare
Condutividad®’ 2510 B Condutivimetro LabTare

*Referéncia: APHA, AWWA, WEF (2012); **Referénciltogueira, Oliveira e Paterlini (2005).
COT = Carbono Orgénico Total,
Wcaracterizagéo do efluente da Ef#amostra POA® Amostra PSM
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3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os testes para analise dos estrogénios E2, EEZ@dt3 realizados em cromatégrafo
de CLAE da marca Breeze 2, fabricado pela Waterip@ration® (Figura 15). Este aparelho
conta com: (A) amostrador automatico; (B) recipenpara a fase mével; (C) duas bombas
pistdo (fornecendo a possibilidade de se trabalbar somente dois solventes), redutor de
pulso, misturador de solventes, e degaseificaddy;Detector de DAD-UV (este detector
consegue gerar sinal em uma ampla faixa de comptimde onda do ultravioleta,
diferentemente de aparelhos de UV que operam semeemtum comprimento de onda); (E)
Detector de Fluorescéncia (possibilidade de trabadm série com o DAD-UV) e (F) Coluna

cromatografica.

Figura 15. Aparelho de CLAE, marca Breeze 2 fabricdo pela Water's Corporation®, utilizado
dos testes analiticos. (A) Amostrador automaticoB) Fase mével; (C) Bomba, misturador e
degaseificador; (D) Detector de DAD-UV; (E) Detectode Fluorescéncia; (F) Coluna
cromatografica.
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A metodologia implementada para deteccéo e queantéio de E2, EE2 e E3 baseou-
se, primeiramente, no trabalho de Oliveira (2016¢ @mpregava Novapak PAH (4,6 X
250mm, 5 micras) como coluna cromatografica. Camtadmetodologia implementada pelo
autor ndo foi adequada para analisar os trés ésiag) em uma mesma corrida. Nesse
sentido, houve um aprimoramento do método, comrovajjamento da mesma coluna, mas

em modo gradiente de acordo com a Tabela 20.

Tabela 20. Metodologia baseada em modo gradienteanagéo de solventes (ACN e ¥Dyira-pura)
com o tempo.

Tempo (min) ACN (%) H 2Ouira-pura (%0)
Inicio 40 60
6 50 50
9 30 70
13 40 60
15 40 60

A temperatura da coluna foi fixada em 30°C e vad&ol mL mift. O volume
injetado foi de 20 pL, em um Loop de 100 pL, corturee util de 50 pL. Para detecgdo em
fluorescéncia foi escolhido o comprimento de ondal80 nm de excitacdo e 360 nm de
emissdo (OLIVEIRA, 2015). A temperatura do amosdirafbi mantida em 18°C com o
objetivo de fornecer o condicionamento das amos&asvitar possiveis degradacdes
(OLIVEIRA, 2015).

Para validacdo do método descrito, este trabaWm ¢emo pardmetro o guia sobre
validacdo de métodos analiticos, fornecido pelo ENMRO (2010). Nesse sentido foram
analisados a seletividade, os LD e LQ, linearidadecuperacéo.

As curvas de calibracdo foram obtidas pela injed@& um padrédo, contendo
aproximadamente 50 pg'lde cada estrogénio, cuja diluicdo em cinco conagdés foi
automaticamente proporcionada pelo aparelho. A [&abg apresenta as concentracdes de

cada estrogénio para a respectiva diluicao.
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Tabela 21. Concentragfes tedricas de E2, EE2 e E&@ construgdo da curva de calibracdo

Diluic&o (%) E2 ug L™ EE2 ug L™ E3 g L™
- 51,40 55,15 53,93
50 25,70 27,58 26,96
25 12,85 13,79 13,48
12,5 6,43 6,89 6,74

6,5 3,34 3,58 3,50

A linearidade foi determinada em funcéo da cunwdrgmaavaliando os valores de R e
R? (INMETRO, 2010). De acordo com INMETRO (2010), ® Lfoi obtido pela menor
concentracdo da curva analitica e o LD, pela Equa@&no qual t é a distribuicdo Seident,
dependente da amostra e do grau de confiancae®dgsvio padrdo amostral dos brancos da

amostra, com adicao (no caso, houve 3 injecéesdendo grau de liberdade igual a 2).

LD == 0 + t(n—l,l—(x) X S (20)

A seletividade e a recuperagao foram verificadasflampdo de amostras coletadas
apos o decantador secundério da ETE, na presencandentracdes conhecidas dos trés
horménios (Tabela 22), em programacédo de 5 injegées todas as concentracfesERo!
Fonte de referéncia ndo encontradademonstra o calculo realizado para o teste de
recuperacao.

Tabela 22. Concentragdes dos padroes de E2, EE22r&as amostras de efluente de ETE para os
testes de recuperacao e seletividade.

Padrdes Concentragéo ng L* Concentragéo pg L'
E2 29,41 73,52 107,04 2,02 8,09 20,21
EE2 27,43 68,57 137,14 2,59 10,37 10,37
E3 18,04 4511 90,22 3,07 12,27 30,67

Concentracd medida
¢ x 100

= o/ _
Recuperagep (/0) " Concentragio esperada (21)
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3.5.2 Ensaio YES

Esta tecnologia foi selecionada para quantificatggatividade estrogénica, de amostra
de efluente de ETE, por causa de sua alta prafiejdaensibilidade e por detectar
concentraces de E2 em ng.[Todas as etapas, necessarias ao teste de agiidadgénica,
foram conduzidas a partir do ensaio YES desenwolpior Routledge e Sumpter (1996) e
otimizado por Bila (2005) e Silva (2015).

Como este teste € altamente sensivel a contammat@deas as vidrarias foram
previamente limpas (ver item 3.3) e usadas somgata este ensaio. O preparo da cepa,
conforme explicado por Silva (2015), esta dispdnieeAnexo |.

Todas as etapas do ensaio foram realizadas emaad@duxo laminar, ndo havendo,

em nenhum momento, a retirada de materiais ou mezgye

3.5.2.1 Preparo do meio de analise

O meio de cultivo e de andlise foram preparadosemirtivamente em frascos de 250
mL, previamente esterilizados em autoclave por ffutns. O meio de cultivo contava com:
25 mL de glicose, 2.5 mL de vitamina, 2 mL de Tiean625 pL de solucédo de Cobre e 225
mL de meio minimo. O preparo das solucdes foi deggor Silva (2015) e esta disponivel no
Anexo |.

Inicialmente, analisou-se a concentracdo de lewednr termos de absorbancia a 620
nm. Este procedimento foi conduzido pela adicael deL de meio de cultivo e 3 mL do
cultivo da levedura (Anexo [), sendo necessaritugina faixa de 0.8 a 1.0 para pronta
utilizacdo. Contudo, se a cultura estivesse abdesse valor, adicionavam-se pequenos
volumes até atingir leitura de 0.8, caso contragi@m realizadas diluicbes para alcancar
leitura de 1.0.

Apés atingir o valor de absorbancia ideal, era @&go o meio de andlise: 125 mL do
meio de cultivo, 1.25 mL de CRPG e 125 pL do meaeultura da levedura. O preparo dessa
solucdo permitia a analise de 7 amostras mais cApdf2, ou seja, 4 microplacas de 96

POCOS.
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3.5.2.2 Preparo das microplacas de 96 pogos

Para cada ensaio YES realizado, houve o prepanondemicroplaca para as diluicbes
seriadas das amostras e outras 6, destinadasagior

Para o preparo da placa de diluicdo, obedecelssguante sequéncia:

* Insercado de 100 pL de EtOH nas colunas 2 a 12;

* Introducao de 200 pL de amostra no primeiro pocoadia linha (coluna 1), e

* Diluicdo seriada (proporcao 1:2) retirando 100 pd @hda poco, tendo, o
altimo poco, 200 pL.

Apéds o preparo de uma amostra na placa de diluey@am retirados rapidamente 10
puL das solucbes preparadas em cada poco, com pgeetanulticanais, para evitar
concentracdo por volatilizacdo do EtOH, e inseridas linhas respectivas aos poc¢os das
amostras nas placas de biorreacdo. Como padroajzagdinhas das amostras, nas placas de
biorreacdo, eram referentes a A, C, E e G, sendiolas C e G replicatas das linhas A e E,
respectivamente.

Para o preparo das placas de biorreacao, respeitras seguintes etapas:

* Insercdo de 10 pL de etanol nos pocos relativosBamscos (linhas B, D, F
H);

* Insercdo de 10 pL das amostras diluidas, provesseta placa de diluigao;

» Secagem das placas de biorreacdo (duracéo dejrapdamente, 40 minutos);

e Introducgéo de 200 pL do meio de analise em tod@®Q8s secos;

* Vedacéo das laterais com fita adesiva,

» Agitacdo das placas em agitador de microplacasdm8os (IKA, MS-3) por
2 minutos, e

* Incubacéo por 72 horas em estufa a 30°C.

Para melhor entendimento, a Figura 16 mostra uraeesg das microplacas de 96

pocos e a padronizacéo dos pocos referentes asras@sl padréo) e aos brancos.
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1 2 345 6 78 9101112
A 17p-estradiol
B 000000000000
C
> O0O0000000000 branco
E
F 000000000000 Amostra
G
H 000000000000

Figura 16. Esquema de uma microplaca de 96 pocosnhas A e C referentes ao E2, E e G as
amostras e B, D, F e H aos brancos (SILVA, 2015).

Apos atingir o tempo de incubacao, foi realizadaitara nos comprimentos de onda
de 575 e 620 nm, para medicao de cor e turbideespectrofotdmetro de 96 pocos (Softmax
Pro5, SpectraMax M3).

A construcdo da curva de calibracdo (branco pagitiei conduzida na mesma
sequéncia que a descrita acima, contudo, nos poglaivos a amostra, foi inserida
concentracdo conhecida de E2. A solucéo estogie gessuia concentracdo de 54.48 jig L
e, a partir das diluicbes seriadas e da inserc&08g.1L de meio de analise nas placas de
bioreacéo, obteve-se concentracdes de 2724 a 1,8§0L" de E2 em cada poco,
sequencialmente (SILVA, 2015).

A partir da leitura das absorbancias, péde-se lealau Absorbancia corrigida da
amostra (Aom) pela mudanca de cor {Aan, @ qual considera a absorbancia do branco
(Ae20n), relacionada com a contribuicéo da turbidez gadara, e a absorbancia da amostra
relativa a turbidez intrinseca. A Equacao 22 defnarcomo foram realizados os célculos de

correcdo da absorbancia:

Acorr = Aszsam — (Asz0am — As20br) (22)

Como a maioria das curvas dose-resposta das asjoetridas pela correcdo da

absorbancia, ndo apresentaram curva sigmoidaldidesg trabalhar somente com as
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concentracdes de Equivalente Estradiol (Eq-E) deimeinducédo dg-galactosidase, que é
definido como a concentragéo de E2 requerida gacaddar a mesma resposta na amostra do
ensaio YES (SILVA, 2015). A Equacao 23 mostra cwal utilizado para obtencéo do Eg-E,
onde x é a concentracdo da substancia estrogéaiemsaio, A € a maxima inducdo da
atividade estrogénica da amostra,&% LD do E2 (10,13 + 3,65 ng')., % é o valor de EG
obtido pela curva sigmoidal do E2 e p é a inclioada regido mediana da curva como

estimado de uma regressao linear/log da parterldeeaurva dose-resposta (SILVA, 2015).

A1—Az
1+(¥/x,)P

3.6 SISTEMA DE SEPARACAO POR OSMOSE INVERSA

O PSM, empregado neste trabalho, visou o estudeemiacédo de E2, EE2, E3 e
atividade estrogénica, por membranas, tipo follamal de Ol, com uso comercial (BW30-
4040, poliamida, DowFilmetec), em escala de banc@adatudo, como a amostra de esgoto
biotratado foi coletada diretamente do decanta@curgdario da ETE, foram observadas
grandes concentragfes de sdlidos. Diante disso,adlmtado um pré-tratamento com
membrana de MF (Mycrodyn Nadir, 0,05 pm) para igerdessas particulas e, consequente,
diminuicado de problemas de dep0ésitos e polarizdedmncentracadduling e biofouling) na
Ol.

De forma a minimizar possiveis contaminacfes, f&dedvolvido, neste trabalho,
sistema de separacdead-end, no qual todas as pecgas, que estavam em contatooco
efluente, fossem de aco-inox. O sistema contava: d@n cilindro de gas nitrogénio
pressurizado, (b) dois manémetros (saida do cdirtdlr gas e na célula de separacao), (c)
célula de separacdo, com volume util de 2 L, (adacde entrada da amostra, (e) canal de
saida do concentrado, (f) canal de saida do peonégdvalvula de escape de ar, (h) agitador
magnético - IKA® CG-MAG MS7 - e (h) balanca anahtt Gehaka BK 3000 - (Figura 17).
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Figura 17. Sistemadead-end para PSM com membranas de MF e Ol.

A parte interna da célula de separacdo englobapacador de aco-inox acoplado a
célula, sem contato direto com a membrana, de farpassibilitar sua retirada para limpeza
(Figura 18); barra magnética, para promover turimiéée mistura do concentrado, bem como

a diminuicdo de problemas de incrustacdes; e sugartmembrana em meio poroso de aco-
INOX.

Figura 18. Espacador de aco-inox entre a membranagebarra magnética.

Os valores de tempo/massa, captados pela balanglitican foram enviados
diretamente a um computador, de forma a trataradssirecebidos em 0,100 s/g, podendo,
dessa forma, construir as curvas J x tempo de toslpsocessos conduzidos. Para a obtencéo
do J, seguiu-se a Equacédo 6 (descrita no capialBavisdo Bibliografica), na qual a area
efetiva de separacgéo era de 86,5.cRara o volume, considerou-se a massa especéica d

agua (1 g mL), sendo cada grama, registrado pela balanca, timo/para 1 mL de volume.
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Os testes, para avaliacdo da remocédo dos estregénaa atividade estrogénica,
contaram, primeiramente, com a escolha do pH jol@a o processo, a pressdo de 20 bar, de
acordo com o que foi descrito por Heo et al. (2018sse sentido, foram realizadas
separacdes por membranas em solucdo de E2, EE2eenERyua ultrapura com dois pH
diferentes, 5 e 11. As concentragdes dos horm@aalucao para o processo de separagao
foi de 27,27, 29,95 e 765,59 ng para E2, EE2 e E3, respectivamente. A insercdsades
concentracdes se baseou nas amostras adquirid@siomnente, para a validacdo da
metodologia cromatogréfica. A partir dos resultadiosdos, que seréo discutidos no capitulo
de Resultados e Discusséo, foi decidido que naerizaajuste de pH nas amostras de esgoto
biotratado.

Apods, o PSM, para as amostras de esgoto biotrai@ad® E, foi conduzido de acordo

com as seguintes etapas:

(1) Teste em diferentes recuperacdes (50, 60 e 7098sagw de 20 bar;
(2) Teste em recuperacao de 70%, com volumes menquesssao de 20 bar, e

(3) Teste em recuperacdo de 70%, com volumes menguesssfo de 10 bar.

Nas etapas (1) e (2), para cada condigao, foralzadas duas filtracbes consecutivas
e diferentes, na qual a primeira era destinadaagde de amostras para a CLAE e a segunda,
ao YES. Dessa forma, as membranas de Ol, provesiéiat separacao para a CLAE, foram
reutilizadas para producdo de aliquotas para oieidaS. Contudo, para cada condicao
diferente, foi empregada membrana nova. Isso faiessério, pois as analises de
cromatografia e atividade estrogénica requeriam wotume minimo de 500 mL no
concentrado, o que exigia 2,5 L para a entradaldad® sendo viavel, portanto, a geracéo de
1 L no concentrado para a CLAE e YES, em uma megrascao.

As amostras geradas na etapa (3) foram destinamhasnge a cromatografia, pela
impossibilidade de se coletar volumes maiores dymio aliquotas para o ensaio YES, nesta
ocasido. Vale ressaltar que a coleta de grandesnesl ndo foi feita para se evitar o estoque
em longos periodos e consequente degradacao dpeeentes alvo.

Os célculos de recuperacdo foram realizados coefaantEquacdo 4 (descrita no
capitulo de Revisdo Bibliogréfica). Assim, para agperacfes da etapa (1), as amostras
destinadas a CLAE e ao YES estdo exemplificadaBigiara 19: (a) saida do decantador
secundario, (b) permeado da MF, (c) permeado dae (fl) concentrado da OIl. Em
contrapartida, os pontos de amostragem das et2pag3), ndo contaram com as amostras do

concentrado da Ol (d). E importante salientar dieforam inseridos, em nenhum momento,
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0s estrogénios estudados, ou seja, foram avalieslasstrogénios presentes no efluente da
ETE.

% L
1 .
] ..f"’j.f ‘ >
Lodos Ativados MF Ol |

Figura 19. Esquema do PSM, no qual sdo indicados pentos de amostragem: (a) saida do
decantador secundario, (b) permeado da MF, (c) pereado da Ol e (d) concentrado da Ol

Com o objetivo de acompanhar a eficiéncia da memahra&om métodos ja
amplamente consolidados, realizaram-se analisexodéeutividade e Abs,; conforme

descrito na Tabela 19.

3.7 PROCESSO OXIDATIVO UV/HO;

Os testes com POA, UVED,, foram conduzidos concomitantemente ao PSM,
contudo, com amostras coletadas em dias diferep&ta, impossibilidade de obté-las em
grandes quantidades. Para estudar este process®, aconstru¢cao de um sistema fechado,
tipo uma camara escura contendo lampada de UV & 20com intensidade de 6,8 W?m
na parte interna da tampa, medida por radidmetettg[@hm, HD2012.2). A fim de promover
agitacdo mecanica da solucdo de esgoto biotrataldoHO, adicionadogm becher de 600
mL, utilizou-se agitador magnético (lab-disc whit€A®) e barra magnética. O volume total
tratado para todas as condi¢cOes experimentais tigadas foi 550 mL, sendo 500 mL
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destinados a CLAE, ou ao YES, e 50 mL para assaslle COT, Abs, e HO, residual,
apos o tempo estabelecido de tratamento. Ndo garedda evaporacdo da amostra.

Logo apos o tempo necessario de cada condicadigeses, foi adicionada solucao de
bissulfito de sédio (4 g't) para consumo total do,8, remanescente da reacdo. Essa técnica
foi aplicada para evitar a superestimacao dostegms, interrompendo, assim, as reagdes de
oxidagao.

Os experimentos foram divididos em duas etapas:

(1) Variacdo da dose de UV (24,48, 73,44, 122,4 e 24387 correspondente a
1, 3, 5 e 10 horas de reacao, respectivamente)entracao fixa de #D, (18,8
mg L) em relacdo 1:1 com o COT, e sem pré-tratamento; e

(2) Planejamento experimental, com pré-tratamento.

O pré-tratamento, com aplicacdo de membrana de NWO10, polietersulfona,
Mycrodyn Nadir, 0,05 pum), foi realizado somentesegunda etapa, apos a identificacdo da
ineficiéncia de consumo de,B,, na etapa anterior, a qual apresentou elevadartacao
de HO, residual (sera discutido no capitulo de Resultaddscussao).

A partir dos resultados da etapa (1) optou-se peddizacdo de planejamento
experimental, para o alcance da melhor relagdo W®;Hha remocdo de E2, EE2, E3 e
atividade estrogénica, com o menor numero de expetds necessarios para obtencédo de
respostas satisfatérias. Assim, o programa utitiz&esign Expert 9.0, foi programado para o
tipo fatorial Z, com trés pontos centrais. Os valores efetivasdéicados, para cada variavel,

estao relacionados na Tabela 23.

Tabela 23. Valores efetivos e codificados para plejamento experimental.

Parametros Niveis
Valores codificados -1 0 +1
H,0, (mg LY 4 10 16
Dose UV (kJ i) 24,48 73,44 122,4
Tempo (h) 1 3 5

Assim, a Figura 20 apresenta um esquema do POAegano neste trabalho, bem

como o0s pontos de analises das amostras: (a) daidacantador secundario; (b) amostra
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tratada pelo POA sem pré-tratamento; (c) permead®MH@; (d) amostra tratada pelo POA

com pré-tratamento.
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Figura 20. Esquema do POA, nos quais sdo mostrados pontos de amostragem: (a) saida do
decantador secundario; (b) amostra tratada pelo POAem pré-tratamento; (c) permeado da
MF; (d) amostra tratada pelo POA com pré-tratamento
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VALIDACAO DE METODOLOGIA CROMATOGRAFICA

Os requisitos para validacdo da metodologia foramalisados para todos os
estrogénios avaliados neste estudo. Os valores, @&, RD e LQ, bem como as equacdes

obtidas a partir das curvas analiticas, estéo sispma Tabela 24.

Tabela 24. Equacdo da reta, R, Re LD e LQ para os trés estrogénios obtidos em unmaesma
corrida cromatogréfica.

Estrogens Equagdo Ta(min) R RZ  LD(gLY) LQ(ugL?
E2 y = 62600 x - 86000 7,766 0,999 0,998 1,15 3,34
EE?2 y =49300 x + 74000 8,359 0,999 0,997 1,86 3,58
E3 y = 36600 x — 53600 3,912 0,999 0,998 1,00 3,50

Tempo de retencéo J); Coeficiente de correlacéo (R); Coeficiente deedrinacdo (B; Limite de deteccdo
(LD); Limite de Quantificacéo (LQ)

Com base no coeficiente de correlacdo, R, e oaeefe de determinacdo? Rpode-
se verificar que as curvas estao dentro dos pamsnietrnecidos pelo INMETRO (2010), ou
seja, acima de 0,90, demonstrando 6tima linearidadrirva analitica.

No Apéndice | estdo disponiveis as curvas de eadw para cada horménio, bem
como as concentracdes de cada triplicata utilizades o calculo do LD. O LQ foi obtido a
partir da menor concentracdo da curva analitica.

Apesar de ter analisado somente o EE2, Oliveiragp@tingiu 2 ug L para o LQ,
enquanto Lima et al. (2012) chegaram a 2 e 6,5LNgpara o LD de E2 e EE2,
respectivamente (neste caso ja foi consideraddracéw de 8 mL e ressuspensao de 2 mL).
Desse modo, os LD e LQ, observados na Tabela ) dg acordo com o encontrado na
literatura.

E importante salientar que a etapa de extracidedpmsu a cromatografia no que
tange a diminuicdo de interferentes (pela etapacldan-up) e pela concentracdo dos

horménios, permitindo, assim, suas detec¢des adsnéle ng [*. Neste caso, o fator de
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concentracdo para todas as amostras deste trdbatted250 vezes com extracdo de 500 mL
de amostra e 2 mL de ressuspensao.
Ademais, a Figura 21 fornece os cromatogramaseries a segunda injecdo, de cada

diluicdo do padrao, contendo os trés estrogénars, gonstrucao das curvas analiticas.

E3
E2
EE2

T T T T T T
9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

Minutes.

Figura 21. Cromatogramas da curva padrédo contendo E EE2 e E3 a concentracdes de
aproximadamente 50, 25, 10, 6, 3 ug'i

A dopagem da amostra com o padrdo, contendo osidrésonios, foi utilizada para
avaliar a recuperacdo do método (engloba as etwpéiiracdo, extracdo, ressuspensao e a
andlise propriamente dita) e a seletividade. NeelbaB5 sdo apresentadas as recuperacgdes
(menores, medianas e maiores) atingidas para asmoacdoes investigadas.

Tabela 25. Recuperagdes atingidas a partir de saencentracdes diferentes do padréo.

Recuperacao (%)

Concentracdo média

E2 EE2 E3
20 ng L* 80 71 104
50 ng L* 121 80 85
100 ng ! 71 68 89
25ug Lt 96 90 113
10 pg L 95 93 99

25 pg L 95 94 96
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Os resultados mostraram-se satisfatérios com p@agens de recuperacdo variando
de 68 a 121%. Resultados similares foram atingtdos 79-102%, 76-96% e 110% para EZ2,
EE2 e E3, respectivamente (STAFIEJ, PYRZYNSKA eGRE, 2007; PATROLECCO,
ADEMOLLDO, et al., 2013). Cabe comentar que Souza (2011), analisamdecuperacdes de
E2 e EE2, em cartucho Strata-X, mas em equipant@otd-UV, alcangcou percentagens de
10 e 7.53 %, para concentracbes em jigdu seja, valores inferiores aos encontrados nesse
trabalho.

Contudo, percebe-se que para concentracdes na delamL’ sdo atingidas menores
percentagens quando comparadas com as dé'pigdo se deve a maiores efeitos da matriz
gue pode aumentar ou diminuir o sinal obtido pedtector. Perdas durante o processo de
extracdo também sdo mais sensiveis quando sehimadral menores concentracoes.

A partir da Tabela 25, pode-se, também, verifiage gara menores concentracdes, 0
efeito da matriz aumenta, obtendo-se recuperagiismale 100%. Isso esté relacionado a
supostos interferentes nesse tipo de amostra. dd@rauir esses efeitos, foram realizadas
diluicdes das amostras obtidas nos testes de PESDRe

O efeito matriz, a respeito das concentracdes em’ngambém foi analisado pelas
Figuras 24 e 25. Esta Ultima, por sua vez, aprasesipicos de E3 e E2 deslocados para a
direita e esquerda, respectivamente, enquantocodeiE2 ndo é afetado pela matriz. Neste
caso, o proprio equipamento de CLAE corrigiu es$eisos com o deslocamento no tempo de

retencao.
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Figura 22. Cromatogramas do teste de recuperacéo maconcentracdes 20, 50 e 100 ng'L
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Figura 23. Cromatogramas do teste de recuperacaopmsiderando o efeito matriz, para
concentracdes de 20, 50, e 100 nd.L

Sendo assim, com as devidas otimizagBes a partitildigdes, onde foi possivel
diminuir o efeito matriz, Figura 23 (cromatogranma preto), o método se mostrou adequado
para ser utilizado como quantificacdo e detecca&2leEE2 e E3 em amostras de esgoto
sanitario biotratado, bem como para as amostradasbapos o tratamento de PSM e POA,

em escala de bancada.
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4.2 CARACTERIZACAO DO ESGOTO BIOTRATADO DA ETE

Todas as amostras de esgoto biotratado da ETE foodetadas entre os meses de
Junho a Dezembro de 2015, totalizando 9 coletaa.d2aa coleta, foram separadas aliquotas
(1 L) destinadas a caracterizacdo fisico-quimiceefiieente. Pardmetros como DQO, pH,
Turbidez, COT, Amobnia e Fdsforo Total, estdo dispeis na Tabela 26. Além desses, sao

fornecidas também as concentracdes maxima e maosastrogénios E2, EE2 e E3.

Tabela 26. Parametros fisico-quimicos (COT e Abs) e concentracdes de E2, EE2 e E3,
referentes a nove coletas de esgoto biotratado d&E durante os meses de Junho & Dezembro

de 2015.

Parametros Minimo Maximo Media Numero de Desv~|o

Amostras Padrao

COT (mg LY 4,1 18,8 9,5 8 3,5
Abs,ss (i) 0,081 0,19 0,13 7 0,04
E2 (ng LY ald. 1876,4 238,1 9 364,0
EE2 (ng Y ald. 79,3 26,1 9 17,41
E3 (ng LY 577,9 2210,2 939,5 9 331,2

Abaixo do limite de deteccéo (ald);Estradiol (E2); 1d@-Etinilestradiol (EEZ2); Estriol (E3)

Os estrogénios apresentaram concentracoes abaixd dal876,4 e 79,3 ng'lpara
o E2 e EE2, respectivamente, e 577,9 a 2210,2 hpara o E3. E importante citar que a
grande variacdo das concentragfes de E2 e E3 podesponsabilizada pela dltima coleta, a
qual ocorreu no més de dezembro, em condi¢cOestmaséadversas as anteriores. Até o més
de outubro, a cidade do Rio de Janeiro encontravaysperiodo seco, contudo, 0s meses de
novembro (ndo houve coleta por motivos de chuvajeeembro apresentaram indice
pluviométrico mais elevado que todo o ano de 2015.

Apesar dos valores encontrados no més de dezembregja desconsiderando 0s
valores desse ultimo més, a média da concentrag&dde E3 ficou em torno de 33,38 e
780,73 ng [}, o que, para o primeiro hormdnio, est4 de acooto @ encontrado por Clara et
al. (2005): 30 ng . Esses autores investigaram a presenca dos carapast cinco ETE,
localizadas na Austria, e reportaram concentragiesEE2 e E3 (5 e 275 ng™L
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respectivamente) um pouco abaixo das descritaa destertagcdo, mas com a mesma ordem
de grandeza.

Servos et al. (2005) estudaram a presenca de Edivarsas ETE localizadas no
Canadé e encontraram em todas as amostras vahre9e e 14,7 ng't. Manickum e John
(2014) mostraram que as ETE localizadas na Afric&d apresentam valores médios de E2
e EE2 de 20 e 3 ng'i. sendo que, o E3 esteve abaixo do LD para todasnastras. No
Brasil (ver Tabela 8), podem ser encontrados os EE2 em efluente de ETE que empregam
Lagoas de Estabilizacdo ou Lodos Ativados, em cturagdes abaixo do LD a 4350 e 1200
ng L, sendo o sistema de Lodos Ativados o mais efieigrara remocéo de estrogénios
(SOUZA, 2011; FROEHNER, PICCION¢d al., 2011; PESSOA, SOUZAt al., 2014).

43 REMOCAO DE ESTROGENIOS POR OSMOSE INVERSA

Por conseguinte, neste trabalho optou-se pela naealate Ol (BW30) para remocéo
de E2, EE2 e E3 e atividade estrogénica em eflwteTE (biotratado). Contudo, antes de
ser realizado o processo de Ol, foi necessériailaago de MF (NP010) como pré-
tratamento, com objetivo de remover solidos sugEeng microrganismos e,
consequentemente, diminuir problemas de deposito® fouling e biofouling na Ol.

Dado que a MF foi aplicada somente como pré-tratéanpara a Ol e considerando
que a microfiltracdo ndo é capaz de remover midogmbes (HUANG, CHOet al., 2011,
GARCIA, MORENO, et al., 2013), todos os resultados deste capitulo foraalisados

perante o permeado da MF como entrada da Ol.

4.3.1 Caracterizagdo da membrana de Ol

Inicialmente, a membrana de Ol foi testada em &slap fluxo (J) para cinco pressdes
diferentes (7, 10, 12 e 15 bar) em tempos de atéiBitos e utilizando agua ultrapura. Além
disso, para avaliar a eficiéncia da membrana peeantjeicdo de sal, uma solucéo salina de 2
g L™* de NaCl foi conduzida & pressdo de 20 bar (cordcespecificacéo do fabricante, na
qual a BW30 retém 99% de sais a pressfes de diart10s gréaficos de J x tempo obtidos

estdo disponiveis na Figura 24.
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Figura 24. Relacao fluxo/tempo para diferentes prafes em agua ultrapura (7, 10, 12, 15 bar) e
agua salobra (20 bar).

A aplicacdo de 20 bar ao sistema possibilitou ufité€acia de remocao de 98% de
NaCl presente na agua ultra pura, viabilizando essdi¢do para os testes seguintes. Heo et
al. (2013) atingiram as mesmas percentagens de;éenpara BW30 a 20 bar e fluxo variavel
de40a32LMh™,

Da mesma maneira, o fluxo a 15 bar (28 [* hf) esta em conformidade com o
fabricante (maximo de 49 L'frh? & pressdo de 15,5 bar). A pequena variacéo, modpe
inicial de 20 minutos, do J, observada nas presdée$2 e 10 bar (Figura 24) pode ser
explicada pelo processo de compactacao da membrana.

Assim, a pressao de 20 bar foi escolhida parasbestem solucao sintética e efluente
de ETE microfiltrado.

4.3.2 Influéncia do pH na remocdo de estrogénios em sofiug sintética de agua

ultrapura

O efeito do pH na remocao dos estrogénios pela marabde Ol, foi investigado,
visando assim, a definicdo do pH adequado parasses de permeacao. Para esta etapa foi
produzida solucao sintética de E2, EE2 e E3 emeartragdes (27,27; 29,95 e 765,59 ng L
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respectivamente) similares as encontradas no ebgitatado da ETE. As rejeic6es obtidas a
partir da aplicagédo da Ol em pH 5 e 11, para GsDEE, estdo apresentadas na Figura 25.

100 H -

80 -

60 -

Rejeicao (%)

40 4 -

204 YEZZApH 5 i
[ IpH 11

E2 EE2 E3

Estrogénios

Figura 25. Rejeicdo de E2, EE2 e E3 em agua sintiem pH5 e 11

Pode-se verificar que o pH nao apresentou infl@énairemocéao dos horménios E2 e
EE2. Para ambos, foi atingido 100% de remocaonéstaua concentracdo abaixo do LD.
Para o E3, somente a pH 11 o permeado esteve ataibimite de detecgéo, configurando
100% de remocdo. E importante salientar que naanfofeitas repeticdes em nenhum
processo.

Kimura et al. (2004) estudaram a remocéo de 1lopiduentes, dentre eles o E2, em
agua sintética a pH 7, por Ol (membrana de polian¥dE- DowFilmtec) em modaross-
flow. Os autores atingiram remocao de 83% de E2 e dana@m que as rejeicdes obtidas ndo
possuem relacdo com o log,Ke momento dipolo.

Diversos autores relatam que a melhor eficiénciaed®cao de estrogénios se da a
pH maior que o pKdo composto, por motivos de repulsdo elétrica @membrana
(CLARA, STRENN,et al., 2004; NGHIEM, MANIS et al., 2004; SCHAFER, AKANYETI e
SEMIAO, 2011; HEO, BOATENGEt al., 2013). Contudo, em pH 5 conseguiu-se atingir
valores de remocdes superiores a 90% para todestragiénios. Essa elevada remocao pode
estar relacionada ao tamanho das moléculas, aaguambrana de OI, densa, consegue

remover pelo fendmeno de exclusdo por tamanho. &ssarvacéo contraria a posicao de



107

Kimura et al. (2004), que sustenta outros mecarssnde separacdo envolvidos,
principalmente quando € empregada matriz ambieatetho os fenébmenos de adsorgcédo e
repulséo elétrica.

Para o E3 0 aumento do pH de 5 para 11 possibstauremocdo completa, ficando
abaixo do LD no ultimo caso. Isso pode ser exptigaor sua alta solubilidade em agua (441
mg L% e baixa hidrofobicidade (logd < 2,5) o que dificulta a interacdo com a membrana
de poliamida e hidrofébica, aumentando a rejei¢Zmde-se destacar também a repulséao
elétrica, pois em pH 11, tanto o horménio quantoeanbrana, estdo em sua forma ionizada
negativamente.

Em vista dos resultados apresentados na Figura 2%u&a posterior discussao, foi
decidido pela permanéncia do pH natural da amogtra,variou de 4,1 a 6,0 em todas as
coletas conduzidas ao PSM. Com isso, pode-se @atos desnecessarios com solucdes de
ajuste de pH em amostras de esgoto sanitario taidtra

As concentragBes dos hormdnios, referentes as fewa@presentadas na Figura 25,

estao descritas na Tabela 27.

Tabela 27. ConcentragBes dos estrogénios nas amastde solucdo sintética antes e apos a
permeacéo pela Ol (entrada, permeado e concentradem pH 5 e 11.

Amostra pH E2(ngL?) EE2(ngL’)  E3(nglL?
Entrada 7 27,27 29,95 765,59

5 ald. ald. 57,78+2,13
Permeado

11 ald. ald. ald.

5 94,92+0,27 81,57+0,89 2112.85+17,77
Concentrado

11 73,66+2,84 76,75+1,70 1927,97+17,72

ald. = abaixo do limite de detecc¢éo

A partir dos valores expostos na Tabela 27, perseba provavel adsorcdo dos
horménios na membrana. Heo et al. (2013) avaliamarejeicdo de EE2 com membrana
BW30 em modocross-fow e pressdo de 20 bar, atingindo rejeicdes de 958caufores
atribuem esse resultado a elevada adsorcédo dg@&siwmoem membrana de poliamida o que
aumentaria a rejeicdo. Estudos de adsorcao provguan®0% de EE2 adsorvem na camada
superficial da membrana, o que estad associado aatueeza hidrofébica e a presenca do

grupo metila na estrutura atbmica do EE2 (HEO, BENG, et al., 2013). A conformagao
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estrutural do composto permite a sobreposicao t#amr com camada superficial da
membrana (HEO, BOATENG al., 2013). O mesmo pode ser explicado para o E2 goE3

também possuirem grupamentos metila em suas coafoas.

4.3.3 Influéncia da recuperacao

Diferentes recuperagdes foram testadas, em member, a fim de se avaliar a
rejeicdo dos estrogénios e da atividade estrog@&nicafluente de ETE biotratado apds a MF.
Foram estudadas recuperacdes de 50, 60 e 70%rajuisa presséo de 20 bar. Para todos os
testes nessa sec¢éo o permeado da MF foi considesattnentrada da Ol.

As rejeicOes obtidas a partir dos testes de reagferpara os trés hormonios, estao
demonstradas na Figura 26.

100 4 7 50% ' i
60%
B 70%

80

60 +

40 -

Rejection (%)

20 4

{ T
EE2 E3

Estrogen

Figura 26. Rejeicéo de E2, EE2 e E3 pela aplicagde Ol em recuperagdes de 50, 60 e 70%.
*Calculado utilizando-se o valor de LQ, pois 0 mesmapresenta valor < LQ.

A rejeicdo de E2 aumenta com a passagem de 5@P¥ale recuperacao e diminui,
quando se opera a 70%. Entretanto, para o EE2jesdes diminuem conforme o aumento
da recuperagao, com o menor valor em 50% de reacgerDiferentemente, o E3 apresentou
elevadas rejeicOes para todas as condicOes tegtdam de 91%). Esses comportamentos

podem ser explicados pelas propriedades fisicoigagmos estrogénios e pelo fenbmeno de
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separacdo promovido pela membrana de Ol, fabrieagartir de material hidrofébico de
poliamida.

A massa molar é documentada por exercer grandel pagerejeicdo dos
micropoluentes por membranas densas, sendo atémpostante que a rejeicdo salina para
previsao de retencdo de estrogénios (YANGALI-QUINNTALAA, MAENG, et al., 2010;
CARTAGENA, KADDOURI, et al.,, 2013; LIU, ZHANG, et al., 2014; RODRIGUEZ-
MOZAZ, RICART, et al., 2015).

Contudo, a rejeicdo de compostos maiores que oac@spintermoleculares das
membranas densas, ndo ocorre em alguns casos. $¢edisd, o fenbmeno de exclusao por
tamanho ndo é o principal mecanismo de separa@ulquse emprega membranas densas e
matrizes ambientais, que possuem uma grande vdeeda componentes (KIMURA,
TOSHIMA, et al., 2004; SADMANI, ANDREWS e BAGLEY, 2014).

Um mecanismo que pode estar envolvido é a afinidadeorménio com a superficie
da membrana. Neste caso o logyKlo E2 e EE2 (>2.5) indica a forte afinidade com a
membrana de poliamida o que facilitaria a passaafeavés da BW30 por adsorcédo, seguida
pelos mecanismos de difusdo e dessorcdo para ceadom(SCHAFER, AKANYETI e
SEMIAO, 2011). Ao contrario do observado para ERE®2, o E3 apresenta log,i<menor
que 2,5, indicando menor afinidade com a membraoansequentemente, maior remogao.

O leve decaimento do fluxo, em 70% de recuperaé@ér(dice lll), € também um
indicativo de adsorcdo competitiva entre composi@g@nicos e a agua, nos intersticios
moleculares da membrana (WILLIAMS, HESTEKL, al., 1999). Comerton et al. (2007)
concluiram que a adsorcdo em membranas aumentarment diminuicdo da solubilidade
dos DE em &gua. Heo et al. (2013) confirmam a gédsode 90% de EE2 em membrana
comercial BW30.

O elevado valor de pKdos trés estrogénios (10,7, 10,4 e 10,4 para E2, &£E2,
respectivamente) propde menor rejeicdo para ansosti pH esteja abaixo que o HK
diminuindo a repulséo eletrostatica entre o compest superficie da membrana (SCHAFER,
AKANYETI e SEMIAO, 2011).

Outro tépico que deve ser considerado, para o ememnto dos efeitos observados na
Figura 26, € a configuracdo do sistema do procgssseparacdo. Os modulosaless-flow
tém como principal vantagem a diminuicdo de de@aoside materiais na superficie da
membrana, melhorando, assim, a permeabilidadeuvziretb ofouling. Contudo, os sistemas
dead-end sdo conhecidos pelo decaimento do fluxo e aumeats expressivo déouling.

Assim, esse sistema poderia aumentar o contatoagostos (presentes no seio da solugao)
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com a superficie da membrana, facilitando a adsoeg&onsequente difusdo e sor¢do no
permeado de componentes afins com o material denpida.

Nghiem et al. (2004) compararam a remoc¢ao de espelos dois diferentes tipos de
filtracdo e notaram que, enquanto a concentracdpedmeado aumentava wiead-end, a
retencdo de estrona ooss-flow continuava a mesma. Observaram também, um aurdanto
concentracdo de estrona na superficie da membeaseadrend (maior que naross-flow), o
que pode favorecer o transporte de aromaticossp@lerficie da membrana.

O longo periodo de ensaio para atingir 70% de pm@gdo também pode ter
comprometido a rejeicdo de estrogénios, pois perrodntato prolongado dos compostos
com a superficie da membrana. Kimura et al. (20€gh)stataram a mesma tendéncia
estudando a remocéao de E2 para diferentes membdan@d. Os autores concluiram que
estudos realizados previamente, em menores tem@oBltidcdo, podem subestimar os
resultados. Posteriormente, comprovaram que emo2dshaplicando sistemaoss-flow,
observaram menores rejeicdes para E2 (29 e 83%)tresoDE. Nghiem et al. (2004)
advertem que os valores obtidos no sistdead-end subestimam a capacidade de retencédo de
E1 em longos periodos de operacao.

E imprescindivel notar, também, a grande diferesigae os resultados alcangados
nesta etapa e os obtidos com solucgéo sintétidéireforneceu concentragdes de estrogénios
no permeado abaixo do LD). Essa diferenca podessiciada a presenca de materiais que
favorecem o contato dos estrogénios com a memboanajesmo, a competicdo entre 0s
espacos intermoleculares da membrana, formandonowe superficie, mais hidrofébica. A
presenca de componentes diversos em uma matrizsgltoe sanitario biotratado pode
favorecer as interacdes soluto-soluto, o que dificuprevisao de remocgéo de micropoluentes
(SCHAFER, AKANYETI e SEMIAO, 2011). Os materiais euicam retidos podem
modificar a superficie da membrana e favorecer ssgmem de organicos (SCHAFER,
AKANYETI e SEMIAO, 2011).

As concentracdes obtidas nos testes que avalissaecaperacdes, estdo disponiveis
na Tabela 28. Vale destacar que somente o E2 empaecao de 60% ficou abaixo do LQ no
permeado da OI, mas acima do LD. Neste caso, faiiderado o valor de LQ (3,34 nd).
para o célculo de rejeicdo. Apesar desse Unicdtadsy todas as condi¢cdes apresentaram
concentracdes a niveis de traco (entre 15.17 & 98)1'Y) dos estrogénios. Isso permite a
conclusao de que os diversos fendmenos discutmes@mente contribuem para a presenca
de organicos no permeado (no Apéndice Il foi selemilo um cromatograma do permeado,

70% de recuperacgéo, mostrando 0s picos relaciorsadosstrogénios e a outros organicos).
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Tabela 28. Concentragéo das amostras de esgoto bidado apds os PSM (Permeado da MF,
permeado da Ol e Concentrado da Ol).

Amostra E2(ngL") EE2(ngL") E3(ngL?
ME Entrada das
Amostras
Permeado * 49,26+9,45 35,59+4,45 1044,59+20,39
* 31,1948,05 30,08+3,08 842,60£1,26
Ol Recuperacao (%)
Permeado 50 15,93+4,25 15,17+7,28 40,92+0,51
60 <LQ 29,29+14,26 93,11+2,24
70 19,82+2,68 25,95+2,08 25,35+1,57
Concentrado 50 100,09+11,65 62,39+12,03  128,55512,0
60 102,38+45,96  60,55+31,31  1809,10+38,55
70 23,41+1,43 41,07+2,16  2287,02+60,68

*Alimentacdo da Ol para as recuperacdes de 50% 60
**Alimentacdo da Ol para a recuperacéo de 70%
Limite de Quantificacédo (LQ)

As concentragOes de E2 encontradas no permeado(dali2la 28) podem contribuir
de maneira efetiva na atividade estrogénica dessastras. De acordo com Silva (2015), o
LD do ensaio YES é de 10,13 + 3,65 ndde Eqg-E. Nesse sentido, com o objetivo de n&o
somente verificar a remocao dos estrogénios almmoctambém avaliar a remocao de seus
efeitos e de outros DE, foram realizadas analisetididade estrogénica.

Assim, foram realizados ensaiwmsvitro YES, nas amostras de permeado da MF e da
Ol, bem como no concentrado da Ol, para as recgfesade 50, 60 e 70%. E importante
salientar que a mesma amostra de permeado da MREpfoveitada para as seguintes
condicOes de recuperacao da Ol: 50 e 60%. A comdigdrecuperacdo a 70%, na Ol, foi
administrada com amostra coletada em dia distinto.

As curvas dose-resposta para as recuperacfes 66 8070%, estdo disponiveis nas

Figuras 27, 28 e 29, respectivamente.
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Figura 27. Ensaio YES referente & amostra utilizadaa Ol com recuperagéo de 50%.
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Figura 28. Ensaio YES referente a amostra utilizadaa Ol com recuperacéo de 60%.
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Figura 29. Ensaio YES referente a amostra utilizadaa Ol com recuperacéo de 70%.

Pode-se perceber que para todas as condi¢cdes egukrmda Ol apresenta atividade
estrogénica maior que o concentrado. Essa obseryagie estar relacionada a adsorcao de
DE em membranas poliméricas (resultado em sua @sspara o permeado da Ol), pois,
para a obtencdo de amostras para o ensaio YESgrabranas foram previamente utilizadas
para a geracdo de amostras direcionadas a cromf@ofromo explicado no capitulo de
Materiais e Métodos).

Verificou-se, também, que ndo houve diferencaseeasr curvas dose-resposta das
amostras de efluente de ETE e do permeado da Miprowando a ineficiéncia da membrana
na remocgéo de micropoluentes e, consequentementjuwidade estrogénica (fotografia da
microplaca no Apéndice llI).

A Tabela 29 fornece os resultados de EQ-E calcalalgartir das curvas dose-
resposta das amostras obtidas pelas recuperact®&d,d@0 e 70%. As fotografias das
microplacas, referentes a esses testes, sao fdasawd Anexo V.

Tabela 29. Resultados de Eg-E para as amostras dermeado da MF e Ol e concentrado da Ol
para recuperagdes de 50, 60 e 70%.

Permeado MF Permeado Ol Concentrado Ol

Recuperacao (%) 50 60 70 50 60 70 50 60 70
Eq-E (ng LY 0,33 0,33 2,74 2,37 040 091 032 0,29 0,19
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4.3.4 Influéncia do volume de permeacéo

Com o0 objetivo de estudar as variaveis que podertamsar a passagem de
estrogénios para o permeado da Ol, o que aumertaiwidade estrogénica, o volume de
filtrac&o foi objeto de estudo em recuperacéo dé {@scolhida com o intuito de otimizar as
condi¢cOes operacionais) .

Nghiem et al. (2004) e Kimura et al. (2004) sustentque o tempo de filtracao
contribui para a adsorcao dos estrogénios em mem@boliméricas, diminuindo a eficiéncia
de remocéao. Nesse sentido, foram realizados tegeestilizavam uma quantidade minima de
volume de filtragcdo (volume de permeado fixo em 6@0), pois para os testes de
cromatografia e de YES era necessaria uma quaetiaa®00 mL. Sendo assim, nesta etapa,
nao foi possivel a analise do concentrado da @ieste dos permeados da MF e Ol.

A partir dos testes realizados, atingiram-se maiogegicoes para os trés estrogénios,
em comparacao as respostas da recuperacao de 7@4wemes maiores: 70, 33 e 95% de
rejeicdo para E2, EE2 e E3, com concentracoes mmoejaelo da Ol de 31.99 + 9.22, 33.89 +
8.94 e 55.00 + 6.76 ngl, respectivamente. Esses resultados confirmam @& gpeesentado
por Nghiem et al. (2004) e Kimura et al. (2004).

Apesar das maiores rejeicbes, empregando-se voluneg®res, a presenca dos
estrogénios, no permeado da OIl, em concentracées, tainda pode favorecer a atividade
estrogénica. Isso pode ser visualizado e confirmadoFigura 30, na qual, mesmo
apresentando uma melhora na remoc¢ao de DE, aipdsitiva para a atividade estrogénica
nas amostras do permeado da Ol (0.10 hgl¢ Eg-E). O Apéndice Ill fornece a microplaca
de 96 pocos do ensaio YES referente a este teste.

Diante destes resultados, foi decidido avaliam geisaio YES, duas membranas, uma
que ja fora utilizada e outra nova, com o objetieoverificar possiveis contaminacbes em
todo o processo de filtracdo e posterior prepardedmostra.

Corroborando com o que ja foi explicado neste ghpitos compostos organicos
adsorvem por afinidade em membranas poliméricaa at@a saturacdo, sendo posteriormente
dessorvidos para a corrente de permeado. Issoggpdmnfirmado, também, pela Figura 31,
a qual apresenta elevada atividade estrogénica @grarmeado de agua ultrapura em
membrana reutilizada (essa membrana foi empregadericimente para as analises

cromatograficas e de atividade estrogénica pagawgperacao de 70% a volumes menores).
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A validagdo, de todos os resultados obtidos, éirtnaéla pela isencdo de atividade

estrogénica no permeado de agua ultrapura em meambeoaa (Figura 31).
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Figura 30. Ensaio YES referente a amostra utilizadaa Ol com recuperagéo de 70% a volumes

menores.
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Figura 31. Ensaio YES para diferenciagcédo de membrande Ol nova e usada.



116

4.3.5 Influéncia da Presséo de operacao

A variacdo da pressdo foi estudada a fim de ser ob&mores concentracbes de
estrogénios no permeado da Ol, reduzindo assimfeitoe a eles atrelados. Neste caso,
trabalhou-se com pressdo de 10 bar em recuperagd@0% com volumes menores
(permeacao de 600 mL), sendo avaliados, somenfeeraeados da MF e Ol. Os resultados

obtidos estdo descritos na Tabela 30.

Tabela 30. Concentracéo de E2, EE2 e E3 nos permeadia MF e Ol, em volumes menores,
bem como as rejeigbes atingidas.

E2 EE2 E3
Permeado MF (ngt) 1275,25+23,77 <LD 2190,87+27,18
Permeado Ol (ng't) 20,7046,17 <LD 194,99+2,06
Rejeicao (%) 98 - 91

Limite de Deteccao (LD)

Para a analise dos resultados obtidos nesta etagmmparacdo com o0s testes
anteriores, devem-se levar em consideracdo osdpsridistintos de coleta do efluente na
ETE: as amostras dos testes de recuperacéo (i88) é.volume (item 4.3.4) foram obtidas
em tempos de seca, enquanto os de pressao, er@oeshayosa. Assim, foram encontradas
concentracdes bem diferentes para os trés estozg@mir Tabela 28) nesses dois periodos.

N&o foi possivel avaliar o EE2, pois estava abai@d.D do método, ndo estando,
portanto, presente nas amostras do efluente da @B permeado da MF e OI. Foram
atingidas rejeicoes de 98 e 91% de E2 e E3, ragpeente. Associado a esse elevado valor
de rejeicéo, pode-se considerar que o aumentordzctvacido de E2 e E3, na entrada da Ol,
nao afetou a eficiéncia da membrana, a qual manteyeermeado com as mesmas
caracteristicas das outras condi¢cdes. Ou seja, ongpm a entrada da Ol apresente
concentracbes médias maiores que as anteriorespraentracdes no permeado da Ol
mantiveram-se quantificaveis a niveis de geracaoatiedade estrogénica levando em
consideracdo o LD do ensaio YES igual a 10,13 "h¢20,70 e 194,99 ngtpara o E2 e E3,
respectivamente).

Diante disso, trabalhar em pressdes menores (opgderia evitar a passagem de

organicos) ndo afetou a presenca de estrogéniopermoeado da Ol. Isso confirma a
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existéncia do fendbmeno de adsorcdo de organicas, log K,, maiores que 2,5, em
membranas poliméricas hidrofobicas.

Kimura et al. (2003) compararam a rejeicao de doemicropoluentes em membrana
de Ol empregando concentracdes de ordens de geamiifezentes, pg £ e ng L. Os
resultados de rejeicdo alcancados foram melhomasqgsainiciais de concentracdes elevadas.
Os autores explicam que os experimentos conduadosondi¢des de concentracao inicial
diferentes podem gerar resultados distintos, pdigmsporte de micropoluentes através da
membrana pode ser regido pela difusédo, que é aitandependente da concentracéo.

Assim, neste caso, seria necessaria uma nova .c@etaperiodo chuvoso, para
comparar e analisar se a diferenca de presséo éetadsorcdo de micropoluentes em
membranas poliméricas de Ol, para efluentes de HEHEe estudo ndo foi possivel ser
realizado em virtude da dificuldade de se adqasiramostras na ETE, ficando, portanto,
como sugestao para trabalhos futuros. Pelo mesntiowano teste de atividade estrogénica
nao foi conduzido, mas pode-se prever que o enda® forneceria respostas positivas a
atividade estrogénica, pois 20,70 ngde E2 foram achados no permeado da Ol e, segundo
Silva (2015), o LD do ensaio YES atinge concenteagde até 10,13 ng'L

4.3.6 Rejeicdo de Aromaticos e Condutividade

Como controles de operacao, para todas as amesiaéisadas na CLAE e no YES,
foram medidas a condutividade e a AlhsNa Figura 32, estdo apresentadas as rejeicdes
obtidas para os testes de recuperacéo de 50, @ .ebeém como as referentes as amostras de
volumes menores a 20 bar (70% de recuperagao ==7M)bar (70% de recuperagédo = 70*).

Apesar da menor rejeicdo medida pela /Apsa recuperacdo de 70%*, pode-se
concluir que houve uma tendéncia na remocao de aiwys, variando de 75 a 89%. A
condutividade, por sua vez, demonstra a elevad@&efia deste tipo de membrana (BW30)
na remocao de sais, comprovando que as membraagaamsem perfeito estado para serem

analisadas perante a remoc¢éo de hormonios e d#aalvestrogénica.
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Figura 32. Rejeicdo em termos de Absorbancia (254n) e condutividade para amostra de esgoto
biotratado por processo de Ol com recuperagdes d€560 e 70%, bem como as amostras obtidas
com volumes menores de permeacdo em 20 e 10 bargpascuperacdes de 70% (70%* 70%**,
respectivamente).

4.4 REMOCAO DE ESTROGENIOS POR UV/H202

A aplicacdo de luz UV, em escala de bancada, cogd@de HO,, foi realizada para
degradacédo de E2, EE2 e E3, bem como a remocabtvidiade estrogénica, presentes em
efluente de ETE. Para isso, foram realizadas dtgsa& na primeira, foram conduzidos
ensaios variando a dose de UV e na segunda, festigada a melhor condi¢cdo de UWH
apds o tratamento por MF, pela aplicacdo de plamejéo experimental. E importante
ressaltar que as etapas foram realizadas com efienletados em diferentes datas.

Sendo assim, na Tabela 31, sdo apresentados ttadeswdas concentracdoes obtidas
para E2, EE2 e E3, bem como o Eqg-E fornecido adrdeéensaio YES. Foram controlados,

também, os valores de®; residual (HOzesidus) € AbSsa.
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Tabela 31. Concentragéo dos estrogénios apoés difetes doses de UV em concentracédo definida

de H,0, (18,8 mg L.

HxOures: E2 Eq-E
DOse UV Apgygy - oo . EE2(ngl)  E3(ng LY A
(kJ m?) (mgLl?)  (ng L") (ng L™)
0 0,11 0 <LD 7933407 113347%068 0,07
1107,31 +
2448 0,10 19 <LD  27,01+0,44 0,05
13,28
1065,63 +
7344 0,09 17 <LD  2392+117 0,06
24,93
1224 0,08 15 <LD  2077+184 102680:823 10,0
2448 0,07 7 <LD  1877+136 761,14+875 0,16

Limite de Deteccao (LD)

Na amostra de efluente da ETE e nas geradas apdimimento com POA, ndo foram
encontrados tracos de E2. Entretanto, concentral®be&2 e E3 podem ter sido expressivas,
juntamente com outros DE, na geracdo de atividattegénica, mesmo que minima, em
todas as condicdes operadas. Nestes testes a whodaggO, foi baseada na relacdo direta
1:1, HO,:COT.

O menor valor de Eg-E (0,01 n@')Lfoi atingido na condicéo de 122,4 kF mle dose
de UV. Contudo, quando se aplicou doses de UV a82d} n¥, alcancaram-se os maiores
valores de remocao de EE2 (76%) e E3 (33%) emnustito da remocao da estrogenicidade
da amostra, a qual se mostrou ser a mais estregéaitodas as condi¢des testadas, inclusive
considerando a amostra inicial. Essa observacde pmsiar associada a produtos de
degradacdo do processo oxidativo, que podem ses e®irogénicos que 0S proprios
compostos iniciais (KIM, YAMADA e TSUNO, 2004: BILAMONTALVAO, et al., 2007;
PEREIRA, POSTIGOgt al., 2011).

As eficiéncias de remocao de EE2, E3 e EQ-E, aanzariacbes das doses de UV séo
mostradas na Figura 33 e as curvas dose-respbsidasono ensaio YES, estdo descritas na
Figura 34.
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Outro fator que deve ser analisado é a permanélciperoxido de hidrogénio na
solucdo para todas as condicdes testadas (TabelRe3tebeu-se, entdo, que seria necessaria
uma etapa de pré-tratamento do efluente da ETEpgueitisse a maior penetracao de luz
UV, no seio da reacdo e, consequentemente, mellaor@mocao dos estrogénios e de
atividade estrogénica.

E de conhecimento que a presenca de solidos suspdimsinui a incidéncia de luz
UV em solugcdes aquosas, diminuindo, assim, a efi@é do processo UVAHD,
(BELGIORNO, RIZZO,et al., 2007; HAI, NGUYEN gt al., 2014).

Diante do exposto, foi realizado um pré-tratamextm membrana de MF e o permeado foi,
entdo, tratado por UVAD,. Esta etapa também teve como finalidade a obtedgauoelhor
relacdo UV/HO,, proporcionado por planejamento experimental,ijpo fatorial Z com trés
pontos centrais. A escolha de um método, que ferrecmenores quantidades de
experimentos, foi feita pela dificuldade de aqéisigle elevados volumes de efluentes na
ETE.

As faixas de operacéo das variaveis, do planejarexgerimental, foram escolhidas
a partir dos resultados obtidos nos processosiam@gi(antes da aplicacdo do pré-tratamento).
Nesse sentido, as concentracdes g@,Hariaram de 4 a 16 mg'L e as doses de UV de
24,48 a 122,4 kJ ¥ Na Tabela 32 sdo dadas as respostas do planéfeexgerimental.
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Tabela 32. Planejamento experimental com os valoresdificados e concentracdo dos
estrogénios, TOC, Absg, e H,O, residual apés UV/HO..

Exp H,O, Dose E2 (ng L)  EE2 E3 EqE COT  AbsSyss HoOores
uv (ngLlh (hgLl?) (ngLl?) (mgL?) (mg L)
- - - 24,3+28,077,6+45691,4+8,2 2,00 98 0,13 -
1 -1 -1 <LQ 31,0+16,61067,8+ 0,06 10,3 0,13 4
3,6
2 +1 -1 <LQ 23,7+3,7799,4+9,7 8,49 104 0,13 15
3 -1 +1 <LD <LD 891+15 1,07 106 011 O
4 +1 +1 235+42 324+12806+4,6 0,92 95 007 4
5 0 0 <LQ 24,9+545450+4,2 0,22 105 0,10 10
6 0 0 <LQ 22,0+5,0580,0+1,7 0,00 105 0,11 10

7 0 0 <LQ 20,0+3,3625,0+4,6 0,03 105 0,11 10

Experimento (Exp.); Limite de Deteccao (LD.); Limile Quantificacdo (LQ)

Para o E2, a Unica condicdo que ndo se mostraergéc(considerando o erro), foi a
que empregava 0s maiores niveis de UV 8;HIsso pode ser explicado pelas reacdes
secundarias, e competitivas, promovidas pelo escdeshO,, que captura -OH e inibe a
eficiéncia de degradacédo (SHU, BOLTG#lal., 2013; JAMES, GERMAIN e JUDD, 2014).
Nesta mesma condicdo, a concentracdo de EE2, gdzecBntinuou alta.

A intensidade da radiacdo UV foi uma importantaaxeal nos ensaios para remogcao
de hormoénios por POA. Maiores remocdes foram abides na condicdo que utilizou a
menor concentracdo de peroxido de hidrogénio eiarrdase de UV (-1 e +1), com valores
de E2 e EE2 abaixo do LD e a melhor remocéo d&O&%®). Contudo, nesta mesma condi¢ao
nao foi possivel reduzir significativamente os vedode COT, Abs, e EQ-E, Tal fato pode
estar diretamente ligado a formacdo de subprochgtzs reacdes de oxidacdo incompletas,
como ja explicadas anteriormente. Entretanto, &sta Unica condicdo experimental que

consumiu todo o peroxido de hidrogénio.
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James et al. (2014) avaliaram a degradacao de EH22epor UV/HO, em planta-
piloto, na qual empregava, no permeado da MF, BJ86i° e 3 mg L' de HO,, atingindo
99% de eliminacéo dos estrogénios. Cabe citarrquéabalho conduzido pelos autores, uma
quantidade fixa de hormdnios (200 ng)foi inserida nas amostras iniciais. Diferenteragnt
nesse trabalho de dissertacédo, avaliou-se a renuesses DE sem nenhuma insercao de
padrdes.

Kim, Yamashita e Tanaka (2009) reportaram que,didewd baixa concentracdo de
certos micropoluentes, presentes em amostras weneflde ETE (apos filtracdo em areia), a
eficiéncia de remocdo € baixa (67-69%). Para coewmes, cuja concentragdo foi
acrescentada em 1000 vezes, no entanto, as re&jeagidgiram percentagens maiores que
90%. Esse aspecto também é comentado por Chen(2088), onde os autores concluiram
que o aumento da taxa de degradacdo de micropetudepende da concentracao inicial,
bem como dos soélidos suspensos. Ou seja, quantor denconcentragdo do micropoluente,
maior é a dificuldade para remové-los.

Souza (2011) estudando a remocao de E2 e EE2gtemsi em batelada de U\ABb
(189 kJ nf/ 485 mg [Y) atingiu remocdes de, somente, 52,6 e 88,7 %ectspmente, para
concentracdes iniciais de 2 mg e pH 3. Comparativamente, o processo empregade nes
trabalho de dissertagdo foi mais eficiente, comoigas abaixo do LQ (menor, em 1000
vezes, que o trabalho do autor referenciado) p&2a e EE2, empregando-se 122,4 KJde
dose de UV e 4 mgtde HO,. Vale destacar que o autor ndo deixou claro a auaistra
esses resultados estavam relacionados, contudmy fapresentados amostras de efluentes de
ETE e agua sintética.

A melhor condicdo de remocéo de estrogenicidadeirfta das triplicatas do ponto
central, demonstrando atividade. Entretanto, esseltado ndo foi repetitivo, pois as duas
outras amostras forneceram 0,03 e 0,22 ﬁgdb EQ-E. Essa variacdo para as mesmas
condi¢cdes ndo permitiu o posterior estudo estetistievido a incongruéncia das respostas
obtidas no ensaio biolégico.

Rosenfeldt et al. (2007) estudaram a relacdo deadagédo de E2 e EE2 com a
remocao de atividade estrogénica, pelo ensaio ¥EBSagua sintética e natural, utilizando
UV e UV/H,0O,. Os autores concluem que a remocdo de atividaegénica em aguas
naturais ndo possui a mesma efetividade quandogem sintética (ultrapura). Os mesmos
responsabilizaram a presenca de matéria organtosah@ela concorréncia com os radicais
-OH, formados a partir da oxidacdo dgOxl Contudo, cabe citar que os autores empregaram
doses de UV muito baixas (35 kF)m
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As curvas dose-resposta, obtidas através do el&80 para todos 0s experimentos

do planejamento experimental estdo descritas nadg&p.

T T T
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| |
4 4 1 ‘
3| ® 6 .
4 7 4
g ] Branco ¥
o m E2 *
8 24 L] 1 4
n u ‘
o0
< | L | A 4
# ‘ ! 1 ’ ! - ™ ] ‘ & *
- -
14 |
0 —rTTTr —T—TTrr —TTTTTr

0,1 1 10 100

Diluicéo

Figura 35. Curvas dose-respota dos experimentos @géanejamento experimental, incluindo o
permeado da MF.

A interacdo das variaveis dose de UV e concentranjéial de HO,, na remocao dos
estrogénios, em termos de concentracdo de E2, HE2Z eas amostras tratadas, pode ser
avaliada perante a constru¢do de gréficos 3D (&i@f). A significAncia estatistica dos
fatores e de suas interacdes foram analisadast@eaarquacdo da reta construida pelo
programa Design Expert 9.0 (Tabela 33), com asddswotimizagcbes. Os graficos de Pareto,
para cada resposta de concentracédo de estrogé&ioapresentados no Apéndice IV.

A partir das Figuras 36, 37 e 38, pbde-se \vigalaljue as melhores respostas, ou
seja, as menores concentracoes de E2, EE2 e Ecsfigadas em maiores doses de UV e a

menores concentracdes dgli
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A equacdo da reta, relativa a cada resposta, ber ooR e o Rfornecidos, através

do planejamento experimental, estdo expostos nald 88.

E2 (ng/L)

16

A: H202 (mg/L)

B: Dose (hora

Figura 36. Grafico 3D que relaciona a dose de UVaconcentracédo de HO, e de E2.
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B: Dose (hora

A: H202 (mglL)

Figura 38. Grafico 3D que relaciona a dose de UVaconcentracédo de HO, e de E3.
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Tabela 33. Equac&o da reta (em fatores codificadgd$}’ e R obtidos a partir do planejamento
experimental.

E2 EE2 E3
Equacéo linear y y y
(fatores =94+ 6,3A = 22,0+ 6,3A = 643,8 + 110,7A
codificados) + 5,5AB —5,6B+ 9,93AB — 244,3B + 244,9AB
R? 0,9361 0,9817 0,9592
R 0,9041 0,9634 0,9185

A =H,0, B = UV; AB = H,0, . UV

Para o E2, a variavel dose de UV (B), nao foi Sigativa, sendo entdo removida da equacao
(Tabela 33). Observa-se, neste caso, que a vatla@l(A) e a interacdo entre as duas (AB)
foram as que influenciaram de forma positiva a eatracédo de E2 (0 emprego somente da
fotdlise ndo fornece remocdes significativas de . EQu seja, nesse planejamento
experimental, resposta positiva significa maio@scentracdes de estrogénios, representando
as menores remocoes atingidas. Nesse sentidoppeseajue a concentracao de peroxido de
hidrogénio possui influéncia mais expressiva ngdeade modo negativo a remocao de E2,
do que a dose de UV. Essa relacdo foi obtida, mmmente uma condigdo apresentou
concentracdo de E2 maior que o LQ. Condicdo esgaemmpregou as maiores doses ¢@,H
(ver Tabela 32)

Diferentemente, para o EE2, a dose de UV foi Sicativa, em termos positivos para
a sua remocao. Contudo, as concentracdes f» H a interacdo UV/KD, foram os
parametros mais expressivos, de modo negativanecg@ de EE2. Ou seja, a aplicacdo de
UV/H,0, fornece melhores respostas de remocao para mevelmss de KD, e maiores
doses de UV.

Analisando o E3 percebe-se a mesma tendéncia @E2pentretanto, no primeiro
caso, a variavel dose de UV possui maior influérdgaforma positiva, para os resultados de
remocao de E3.

A partir dos resultados obtidos, decidiu-se potiava eficiéncia da fotolise direta na
remoc&o dos estrogénios. Os resultados mostrararpaga 122,4 kJ fforam removidos 95
e 51 % de E2 e E3 (0 EE2 ficou abaixo do LD da amaae efluente de ETE, do permeado

da MF e apés a aplicacdo de UV em doses de 122fPkJEsses percentuais comprovam a
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necessidade de injecdo dgd4 mesmo que minimo, para aumentar a eficiénciarodoepso,
pela formacgao de radicais - OH.

Rosenfeldt et al. (2007) concluem que a adicao d&,Homparada a fotdlise direta,
aumenta a eficiéncia de remocéo de E2 e EE2, gai@saintéticas. Para aguas naturais, no
entanto, a taxa de degradacao, desses estrogémeiardada, diminuindo assim, a eficiéncia
de remocéo.

Por fim, pode-se afirmar que os resultados obtidospartir do planejamento
experimental, indicam a necessidade de novos temtgzregando menores faixas de
concentracdo de peroxido de hidrogénio, a fim dereenover a total remocédo de ES3,
concomitante a remocao de atividade estrogénica.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho estudou o emprego de Ol e Y@4ha remocdo de E2, EE2, E3 e
atividade estrogénica (medida pelo ensaio YES)eptes em esgoto doméstico biotratado,
em escala de bancada.

A metodologia analitica de cromatografia em equigyo de CLAE se mostrou
satisfatoria para determinacéo de E2, EE2 e E3flerenée de ETE. Os testes de validacao
forneceram valores de R & Raiores que 0,99, bem como recuperacbes acim®8%e 6
Problemas com interferentes foram detectados qusedmalisou concentracdes de rg L
gue forneceram recuperacdes maiores que 100%.s&mpya de E2, EE2 e E3, em efluente de
ETE, variou de concentracdes < LD, para os doingirbs, a 1876,4, 79,3 e 2210,2 ri§ L

O sistema de Ol nao foi capaz de remover compltsamos estrogénios. Esse fato
leva a hipotese de que o fenbmeno de adsorcda estejrendo, 0 que poderia levar a
presenca de organicos e a elevada atividade esicag®& permeado da Ol.

O estudo do pH, em solucédo sintética de estrogéamesentou elevadas rejeicdes
(concentragdes abaixo do LD) para os trés DE erd pHL1. Assim, descartou-se a etapa de
ajuste de pH nos testes com a matriz ambiental.

A avaliacdo da recuperacédo (50, 60 e 70%) fornetevadas rejeicbes (acima de
91%) somente para 0 E3. Para o0 EE2 as rejeicOsaslastiveram abaixo de 60%, havendo
decaimento conforme o aumento da recuperacéo.oFie2a somente em recuperacédo de 60%
conseguiu-se rejeicdes acima de 93%, sendo suargoagdo no permeado abaixo do LD.

O estudo da remocédo de E2, EE2, E3 e atividadegéstica por UV/HO, foi
realizado em duas etapas. Contudo, somente nadsegyume empregava pré-tratamento por
MF, obteve-se a melhor condi¢do (maior dose de 122,4 kJ rif, e menor concentracéo de
H,O,, 4 mg L") de remoc&o dos estrogénios (concentracbes abaixd para E2 e EE2 e
remocao de 90% de E3).

De forma geral, o processo oxidativo empregado nrowshaior eficiéncia de remocéo
dos estrogénios em comparagcdo ao sistema de s&pgrac membrana de Ol. Contudo, o
mesmo nao foi observado para a atividade estrogégiee aumentou na melhor condi¢do de
remocao de E2, EE2 e E3.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O grande desafio apresentado nesta dissertacda-dewieremocao de concentracdes
traco (ng L) de estrogénios presentes em esgoto domésticothitaraContudo, essa elevada
dificuldade pode ser atribuida ao emprego, de foamaa e separada, dos processos de
tratamento terciérios.

Assim, como sugestdo para trabalhos que visem ac@ande micropoluentes em
matrizes ambientais, pode-se destacar o0 acoplantEntiécnicas, como o tratamento do
permeado da Ol por UVAD, em efluentes de ETE. E provavel que essa juncido de
tecnologias forneca a remocéo total do efeito dedatle estrogénica, pela presenca em
pequena quantidade de organicos no permeado da Ol.

E importante citar, também, a necessidade detsdagsa aplicacdo de concentracdes
menores (1 a 4 mg1) de HO, no POA conduzido. Problemas de reaces secunghérizsn
ser evitados com menores doses g@,Ho que diminuiria o efeito de atividade estrogénic

E relevante destacar a necessidade de obtencAerigua¢do das cinéticas de

degradacéo dos estrogénios estudados em matrieraalbpelo emprego de6,/UV.
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ANEXO |

O preparo da cep&dccharomyces cerevisiae) foi realizado segundo o protocolo apresentado

por Routledge e Sumpter (1996) com algumas modiies realizadas por Silva (2015):

» Congelamento:

0 Realizado no final de cada ensaio com a levedueargstava, para garantir
que a levedura fosse congelada fresca;

0 A levedura foi colocada em tubo criogénico estéoin volume de 2 mL e
adicionado glicerol previamente esterilizado a C2¥or 15 minutos, na
proporgéao de 40%;

0 Os tubos foram armazenados em freezer a -20°C,pwt#en ser mantidos por
até 1 ano e também a -80°C, podendo ser guardadosgis tempo, no prazo
de até 5 anos.

o Descongelamento, pré-indculo e inoculo:

o Descongelamento da cepa em 48 horas antes do enfaioealizado o pré-
inoculo;

o Todas as células contidas no tubo criogénico faesauspendida em 10 mL
do meio de cultivo.

0 Os frascos de cultivo foram incubados por 24 hsadisagitagao, a 28°C e 150
rpm em incubadora de bancada com agitacdo orbiaice Quimis, modelo
Q816M20).

* Inoculo:

0 Realizado ap6s 24 horas, adicionando-seull@@ cultura inicial a um frasco
contendo 10 mL de meio de cultivo.

o Os frascos de cultivo foram incubados a 28°C e rps® em incubadora de
bancada com agitacédo orbital (Marca Quimis mod&®@8W20) por 24 horas

e assim a cepa estava pronta para ser utilizadas@o.

Preparo das solugdes para o meio de cultivo (SILROAS):
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Meio minimo: preparado adicionando-se 0s seguintes reagentesia dgua ultrapura:
13,61 g de KHPO,

1,98 g de (NH)2SQ

4,2 g de KOH

0,2 g de MgS®

1mL de solucéo de KHEOy)3 (40mg/50mL de dgua ultrapura)

50 mg de L-leucina

50 mg de L-histidina

50 mg de adenina

20 mg de L-arginina

20 mg de L-metionina

30 mg de L-tirosina

30mg de L-isoleucina

30 mg de L-lisina-HCI

25 mg de L-fenilalanina

100 mg de acido glutamico

150 mg de L-valina

375 mg de L-serina.

Solucdo de glicosepreparada a 20% m/v (20 g/100 mL), dissolvendoi@sgg em agua
ultrapura.

Solucéo de acido L-asparticopreparada na concentracdo de 4 mg-ntom agua ultrapura.
Solucéo de L-treonina: preparada na concentracdo de 24 mg'rt800 mg/25 mL) com
agua ultrapura

Solucéo de sulfato de cobre (ll)preparada na concentracdo de 20 mM (0,5g/100mhb), co
agua ultrapura

Solucdo de vitamina:preparada adicionando-se 0s seguintes reagent88 mll de agua
ultrapura:

8 mg de tiamina;

8 mg de piridoxina;

8 mg de pantetonato de calcio;

40 mg de inositol e

20 mL de solucao de biotina (2 mg/100 mL de agtrapura).

Solucdo de CPRG (Clorofenol vermelh@-D-galactopiranosida): feita na concentracdo de

10 mg mL%, utilizando &gua ultra pura. Foi armazenada estésde vidro Ambar estéreis.
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O meio minimo, as solucdes de glicosejdo L-aspartico e L-treonina foram
esterilizadas em frascos de vidro em autoclavel&Clpor 15 min. As solucdes de sulfato de
cobre (I) e de vitamina foram esterilizadas ugsiido-se um kit de filtracdo estéril, com
membrana de 0,2m.

As solugdes de L-treonina, vitamina e de CPRG fosamazenadas a temperatura de

4°C. Todas as demais foram armazenadas em tempesiatbiente.
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FREEE 25702 | 1.5112-008 | 25 500013 | .765 | Mo Mo
TEERE 25702 | 15052008 | 25 460635 | 0.041 | Mo Mo
T ERRE 25702 | 1.559e+006 | 26.261178 2174 Mo Mo
M EERE 51405 | 3.1208=006 | 51.180786 | 0.417 | Mo Mo
1z 22 |7 £1.405| 313422006 | 51419802 | 0.023 | Mo Mo
M EEEE £1405| 31412006 | 51.521532 | 0.228 | Mo Mo

Figura 39. Curva de calibracdo para o E2.
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Mame: EE2; Time: §.359; At Type: Linsar (16 Ordary R 0.99874%; R=0.997409; Equation: ¥ =
4 93e+004 X - 7.40e+D04; Date Callbraied: 3/31/2015 5:25:07 PM BRT

Peak: EE2
r?:ri Lewsd | Amount - Regponss Mc'lel.&nl ::e-ﬂn’;t-:-n HFi:::I:ufl |§;-:-:
NEEEE 3.565 | 2.2556+005 | 6.096272 | TO.051|MNe N
AEEE 3565 |0.4056+008 | 3209108 | 4.906 | Mo oy
3 |E=2 e 5.694 | 2.2336+005 | 6.030108 | -12.533 | Mo o
z [E22 |2 5.604 | 103264005 | 5419777 | 21385 | Mo vy
HE=EEE 5.654 | 2.1926+005 | 5.827693 | -14.013 | Mo o
5 |[E=2 |5 | 13.769|6.30062005 |12 261078 | 3573 Mo o
7 |E=z |8 | 13783 |6.272e<005 |18 224122 | 3.160| Mo o
8 [EE2 |5 | 13.769|5.007e<005 13464434 | 2204 | Mo e
3 |EZ2 |6 | 27.577| 1.277e<006 |27.404135 | 0625 | Mo e
W[EE2 |8 | 27577 | 127200006 | 27305721 | D863 Mo v
1 |EE2 |68 | 27.577|1.331e+006 | 28400678 | 3.347 Mo o
12 [EE2 |7 | 55.153 | 2.6266+006 | 54775614 | 0.665 Mo e
13 |[EE2 |7 | 55.153 | 2.677e+006 | S5.605580 | 1.162 | Mo e
18 [EE2 |7 | 55.153 | 2.6256+006 | 54744218 | 4.742 | Mo e

Figura 40. Curva de calibragéo para o EE2.
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Mame: E3; Time: 3912, Flt Type: Linear (1s Omder] R 019991%3; R 0938357, Bquation: Y =

36624104 X - 5.36e+004; Dabe Callbrabad: 83152015 5:29:07 PM BRT

Peak: E3
::; Level | Amount | Resons Arl:'f::L&nl ::c-;;tn:-n MF?:-T:;I E::;-T
NEEE 3.505 | B.0356<004 | 3661786 | 4463 | No o
HERRE 5.741| 15948005 | 5.503032 | -13.608 | Mo o
BERRE 5.741| 16048005 | 5851658 | -13.122 | Mo o
N ERRE 5.741|1.551e005 | 5732847 | -18.055 | Mo o
HENE 13482 | 47746005 | 14 516768 | T.674 | Mo o
ERRE 13462 |4 37764005 | 13431578 | 0375 Mo o
S ERE 13.462 | & F20+005 | 12005054 | 4.545 | Mo o
EREE 75 04 | 0.436e+005 | 27 400095 | 1.617 Mo o
NERE 26064 | 0.613+005 | 27.745334 | 2.901 | Mo o
TEERE 25 04 | 070024005 | 27 863720 | 3781 Mo No
TIEERE 53.029 | 1.691+006 | SZ.806E1E | -1.913 | Mo o
FEERE 53.008 | 1.017e+00¢ |53.672041 | 0103 | Mo o
13 |E3 |7 53.027 | 1.0168+006 | 53.839033 | 0.166 | Mo o

Figura 41. Curva de calibracdo para o E3
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Figura 42. Cromatograma referente a amostra do permado da Ol na recuperacao de 70%
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APENDICE I
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Figura 43. Relacdo tempo x fluxo para diferentes mssdes em agua ultra pura (7, 10, 12, 15 bar)
e agua salobra (20 bar).

Figura 44. Placa de 96 pocos do ensaio YES: (a)dtihs A e C amostra de efluente de ETE; (b)
Fileiras E e G permeado da MF para as recuperacoee 50 e 60%, bem como para a de 70%
com volumes menores .



156

Figura 45. Placa 96 pocos do ensaio YES: (a) Filag A e C amostra do permeado da MF para
recuperacao de 70% na Ol; (b) Fileiras E e G amostrdo permeado da Ol para recuperacao de
70%

Figura 46. Placa de 96 pocos para ensaio YES: (d)diras A e C amostra do concentrado da Ol
para recuperacao de 70%; (b) Fileiras E e G curvagdrédo do E2.
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Figura 47. Placa 96 pocos do ensaio YES: (a) Filag A e C amostra do permeado da Ol para
recuperacao de 50%; (b) Fileiras E e G amostra doonicentrado da Ol para recuperacao de
50%.

Figura 48. Placa de 96 pocos do ensaio YES: (a)dtihs A e C amostra do permeado da Ol para
recuperacao de 60%; (b) Fileiras E e G amostra doonicentrado da Ol para recuperacao de
60%
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Figura 49. Placa de 96 pogos do ensaio YES: Filewr& e G amostra do permeado da Ol para
recuperacao de 70% com volumes menores.
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Pareto Chart

9.88 —

8.78 —

7.68 —

6.59 —

5.49 —

Effect

4.39 —

3.29 —

220 —

1.10 —

0.00 —

A-H202

AB

Bonferroni Limit 7.648f

t-Value Limit 4.3026¢

B-Dose UV

Rank

Figura 50. Gréfico de Pareto para os resultados dmncentracdo de E2

Pareto Chart

8.06 —

7.16 —

6.27 —

5.37 —

4.48 —

3.58 —

t-Value of |Effect|

2,69 —

1.79 —

0.90 —

0.00 —

AB

Bonferroni Limit 7.648¢

A-H202

B-Dose UV

1-V: 3026¢

Rank

Figura 51. Gréfico de Pareto para os resultados d=ncentracdo de EE2
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t-Value of |Effect|

Pareto Chart

AB B-Dose W
12.22 —
9.16 —
Bonferroni Limit 7.648¢
6.11 — A-H202
1-Ve 3026
3.05 —
0.00 —
T T T
1 2 3
Rank

Figura 52. Grafico de Pareto para os resultados dsoncentracdo de E3.



