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Tese de doutorado RESUMO

Ocorréncia e remocéao de disruptores enddécrinos em aguas utilizadas

para abastecimento piiblico de Campinas e Sumaré-SP.

Autora: MSc. Eleonilce Rosa Rossi Gerolin.
Orientador: Prof. Dr. Ricardo de Lima Isaac.
Palavras-chave: Disruptores enddcrinos, estrégenos, micropoluentes, estrogenicidade,

estacdo de tratamento de 4gua, d4gua para consumo humano.

A ocorréncia de compostos considerados disruptores enddcrinos (DE) em efluente de Estacao
de Tratamento de Esgoto (ETE) e em dguas superficiais em concentracdes de risco para
animais silvestres constitui campo de pesquisa de elevado interesse devido a probabilidade de
que esses micropoluentes ndo sejam removidos nos processos fisico-quimicos empregados em
Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) convencional. O presente trabalho avaliou a ocorréncia
de estrégenos naturais estrona (E1), 178 Estradiol (E2), Estriol (E3), o estrogeno sintético 17a
Etinilestradiol (EE2) e Nonilfenol (NP) em 4dgua de abastecimento publico das cidades de
Campinas e Sumaré-SP. Para tal, coletou-se dgua bruta (do rio Atibaia, na entrada da estacio)
e dgua tratada nas ETAs 3 e 4 de Campinas e ETA 2 de Sumaré, num periodo de trés semanas.
Os procedimentos analiticos empregados foram extragdo em fase soOlida e andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa (CLAE-EM/EM). A média
dos resultados obtidos para dgua tratada de Campinas e Sumaré foram, respectivamente, de
0,10 e 0,08 ng/L de E1, 0,92 e 1,30 ng/L de E2, 0,70 e 0,62 ng/L de E3, 275 e 472 ng/L de
EE2 e 6,14 e 4 ng/L. de NP. O tratamento utilizado em Campinas remove, em média, acima de
80% dos DE em estudo, com excecdo de EE2, cuja remocdo foi de 38%. Em Sumaré, a
remocgao foi da ordem de 80% de E1 e E2, 64% de E3 ; 55% NP e 41% de EE2. Considera-se
que a oxidagdo por cloro tenha sido preponderante na remocao dos DE alertando-se, porém,
para a probabilidade da formac¢do de subprodutos potencialmente estrogénicos. Mesmo ante tal
eficiéncia de remocdo, a presenga de DE, detectados em 4gua tratada, ainda que em pequenas
concentracdes, pode atribuir atividade estrogénica, haja vista que estrégenos naturais e

sintéticos no ambiente podem exercer efeitos mesmo em concentragdes muito baixas (1ng/L) .
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Occurrence and removal of endocrine disruptor compounds in drinking

water at Campinas and Sumaré, Sao Paulo State, Brazil.

Author: MSc. Eleonilce Rosa Rossi Gerolin
Supervisor: Dr. Ricardo de Lima Isaac

Key words: endocrine disruptor compounds, estrogens, micro pollutants, water treatment
plant, drinking water.

The occurrence of potential endocrine disruptor compounds (EDC) in wastewater treatment
plant (WWTP) effluent and surface waters at high concentrations harmful for aquatic life has
been an interesting research field due to the probability of these micro pollutants to break
through water treatment plant (WTP). The present paper evaluated the occurrence of natural
estrogens such as estrone (El), 17B-estradiol (E2), estriol (E3), as well as the synthetic
estrogen 170 ethinylestradiol (EE2) and nonylphenol (NP) at water supply systems of
Campinas and Sumaré. Raw water from Atibaia River and treated water samples were
collected from Campinas WTP-3-and-4 and Sumaré WTP-2 over a three-week period. The
analytic technique used was solid phase extraction and liquid chromatography/ tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). The average results obtained for drinking water in Campinas and
Sumaré were, respectively, 0.03 and 0.06ng/L for E1, 0.93 and 1.32ng/L for E2, 0.70 and
0.72ng/L for E3, 91.2 and 154ng/L for EE2 and 6.14 and 4ng/L for NP. Campinas WTP
obtained an average removal of > 80% of focused EDC, except for EE2, whose efficiency was
38%; Sumaré WTP removal efficiency was 80% for E1 and E2, 60% for E3 and NP and 41%
for EE2. Chlorine oxidation was probably the major treatment step for EDC removal, though
potentially estrogenic by-products could have been formed as well. The presence of EDC in
drinking water, despite the low concentrations, could provide estrogenic activity, since it is
well known that natural and synthetic estrogen in the environment can produce effects at very

low concentration (1ng/L).
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Capitulo 1

Introdugdo

“Escute-me; Eu sou sempre o mesmo.
Eu sou o primeiro e Eu sou o ultimo
e a minha prépria mao lancou os
alicerces da terra e minha mao

direita estendeu os céus.”
Isaias 38:13
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1- INTRODUCAO

O emergente interesse da comunidade cientifica pelo estudo dos contaminantes
ambientais com atividades hormonais, em décadas recentes, atribui-se as evidéncias de que
estes podem estar causando efeitos adversos a saide dos animais silvestres ¢ do homem.
COLBORN et al (1997) no livro “Our Stolen Future”, oferece uma descricdo ampla de
pesquisas realizadas sobre os agentes quimicos que alteram as mensagens hormonais . Em
julho de 1991 um grupo de cientistas multidisciplinar de varios paises se reuniu pela primeira
vez para discutir suas preocupagcdes em relacdo a disseminacdo e efeitos dos agentes

quimicos que alteram o sistema enddcrino presente no ambiente e declararam que:

“Um grande numero de agentes sintéticos que foram lancados no
ambiente, assim como alguns agentes naturais, podem alterar o sistema
endocrino dos animais, inclusive do homem. Muitas populacoes de animais jd
foram atingidas por tais compostos. Os impactos observados incluem:
disfuncoes da tireoide em aves e peixes; diminuicdo da fertilidade entre aves,
peixes, moluscos e mamiferos; queda da produgdo de filhotes entre aves, peixes
e tartarugas; deformagées congénitas grosseiras em aves, peixes e mamiferos;
anomalias comportamentais entre pdssaros; desmasculinizacdo e feminizacdo
entre aves, peixes, mamiferos; e o comprometimento do sistema imunologico de
pdssaros e mamiferos. Os seres humanos também foram atingidos por
compostos dessa natureza. O DES (dietilestilbestrol), um agente quimico
terapéutico sintético, tem efeitos estrogénicos: fetos quando expostos ao DES no
litero sofrem anomalias congénitas no sistema reprodutivo e apresentam
reducdo da fertilidade. Os efeitos observados em fetos expostos ao DES em
litero sdo compardveis aqueles observados em animais silvestres contaminados,
ou em animais de laboratorio, sugerindo que seres humanos podem estar
correndo os mesmos riscos ambientais que afetam os animais silvestres”

(COLBORN et al., p282,1997 ).
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A literatura chama esses agentes quimicos estrogénicos de endocrine disrupters.
Segundo o diciondrio KingHost (2007) o termo disrupcdo em portugués € o mesmo que
ruptura; logo, disruptor enddcrino € o causador da ruptura, ou seja, o que rompe o delicado
equilibrio do sistema enddcrino, perturbando-o. Portanto, neste trabalho serd utilizado o
termo Disruptor Endécrino (DE) para os agentes quimicos que perturbam o sistema
enddcrino. O termo pode ser traduzido ainda por interferentes enddcrinos, perturbadores ou

moduladores enddcrinos.

Os DEs podem ser classificados em quatro tipos: os que ocorrem naturalmente no
organismo (por ex. estriol, estrona, estradiol); os que sdo sintetizados para serem ingeridos
como medicamento (por ex. 17a etinilestradiol, diazepan, etc); os “xenoestrogénios” ou
externos, gerados pelas modernas industrias quimicas e presentes em produtos de uso
doméstico (por ex.. nonilfenol, tributilestanho, etc.) e os fitoestrogénios (genesteina,
daidzeina, etc.) presentes em plantas alimenticias, muitos dos quais promovem importantes
beneficios a saude.

Os efeitos dos DEs sobre a saude dos animais e do homem t€m chamado a ateng¢do
de cientistas e 6rgdos governamentais de todo mundo. Alguns 6rgios publicos véem os DE
na dgua como um risco potencial para a saide humana e tém estimulado e priorizado
pesquisas na drea de saude humana (SADIK et al 1999). Este problema de saude publica e
ambiental tem sido motivo de muitos encontros e congressos cientificos (VANDELAC, et
al. 200,., SKAKKEBAEK et al, 2001, SNYDER et al. 2002, KNACKER et al 2002,
SNYDER et al. 2002, KNACKER et al 2002, VAN WYK et al. 2002, KOBUKE et al. 2002,
FURHACKER et al. 2002) .

Muitos estudos em vdrios paises documentam os efeitos adversos a satde reprodutiva
de animais silvestres, principalmente peixes (ROUTLEDGE et al, 1998, PURDOM et al.
1994, TYLER et al. 1998, OAKES et al. 2005, SEKI et al, 2005). A grande preocupagao €
que alguns desses DEs podem ser biologicamente ativos em concentragdes extremamente
baixas, tais como os estrégenos naturais e sintéticos, em nivel de ng/L e os compostos
alquilfendlicos (nonilfenol) que sdo estrogénicos em até 1 pg/L (ROUTLEDGE et al. 1998,

BECK et al., 2005). Evidéncias crescentes mostram que os DEs ndo obedecem o principio
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classico de toxicologia dose-resposta, em contraste, produzem respostas significativas em
doses extremamente baixas (SADIK et al., 1999).

A discussdo sobre os efeitos na saide humana é ainda controversa, devido a
complexidade do sistema enddcrino, pois muitos sao os caminhos nos quais os DEs podem
afetar a saude. Entretanto, a comunidade cientifica mundial vem alertando sobre o perigo da
exposicdo a esses contaminantes ambientais com atividade hormonal. A Unido Européia
lancou o projeto de pesquisa COMPREENDO (Comparative Research on Endocrine
Disrupter) com o objetivo de melhorar a compreensdo dos efeitos dos DEs nos animais
silvestres aquédticos e nos seres humanos e de melhorar o padrao de qualidade ambiental e
saide publica da Europa (GOETHE et al. 2006). Mesmo que o risco para a saide humana
associado a exposi¢do aos estrogenos ambientais nao seja claramente definido, o potencial de
risco para peixes e animais silvestres é um indicativo de que € necessdrio um melhor

entendimento das fontes e destino dos DEs no ambiente aquético.

A ocorréncia dos DEs em efluente de estacdes de tratamento de esgoto (ETE), dgua
de rios receptores de esgoto bruto ou tratado e dguas tratadas para abastecimento publico tem
sido estudada em todo do mundo (KIM et al., 2007, CHOI et al., 2006, BRAGA at al 2005,
ESPERANZA et al., 2004, ROSENFELDT et al., 2004, NGHIEM et al., 2004, BARONTI
2001, JOHNSON et al., 2000). Estes estudos tém mostrado que esses “hormodnios
ambientais” resistem ao tratamento primario de ETE e sdo langcados para os rios ou fontes de
dgua, que sao captadas, tratadas e reutilizadas para o abastecimento publico. Investigacdes
mostraram (GHISELL et al. 2006; KOLPIN et al. 2000; WESTERHOFF et al. 2005) que
esses DE também ndo sdo removidos na ETA convencional e estdo presentes na dgua
potavel, podendo comprometer a saide humana.

No Brasil, a maioria do esgoto doméstico ndo € tratado, o qué torna os mananciais
mais poluidos. O crescimento exponencial da populagcdo humana tem aumentado a demanda
do limitado suplemento de dgua da Terra, e o reuso € necessdrio. A maioria das ETAs nao
possui um avancado processo de tratamento. Portanto, monitorar e preservar a qualidade da
dgua € uma necessidade essencial do século XXI .

O reuso nao planejado de esgotos para fins potaveis, ainda que involuntario, é fato em

regides metropolitanas. O rio Atibaia, formador do rio Piracicaba é, receptor dos esgotos da
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Regido de Campinas, a maioria ndo tratada. A ocorréncia de DE nesses mananciais é fato
(GHISELLI 1996). No Brasil, uma grande parte dos disruptores enddcrinos ainda nio faz
parte dos padrdes de potabilidade que sdo definidos pela Portaria 518 GM do Ministério da
Saude, de 25 de Mar¢o de 2004 e, conseqiientemente, ndo sao analisados nas estacdes de
tratamento. O estudo da qualidade da dgua € fundamental para manter a sadde e boa qualidade
de vida do homem. Por esta razdo, investigar a presenga e a eficiéncia de remocao dessas

sustancias nas ETAs € uma necessidade urgente.

Segundo relatério de qualidade de dguas da CETESB (2006) apenas 27% e 4% do
esgoto coletado da regido Campinas e Sumaré € tratado Os dados mostram que o0s
municipios de Campinas e Sumaré apresentam elevadas cargas poluidoras, com sério
comprometimento dos ribeirdes Quilombo, Samambaia ¢ Anhumas. Dos 18 municipios da
Regido Metropolitana de Campinas, 7 ndo apresentam qualquer tipo de tratamento de esgoto
como, por exemplo, Paulinia. A 4dgua captada no rio Atibaia para as ETAs de Campinas e
Sumaré sofre impacto significativo do lancamento de esgoto in natura ou parcialmente
tratado de municipios localizados a montante, tais como Vinhedo, Valinhos e Campinas.
Diversos compostos organicos presentes nos corpos d’agua, embora ndo contemplados na
legislacdo ambiental brasileira, também necessitam ser avaliados por poderem apresentar
elevada toxicidade. Diante desse quadro, considera-se que hd necessidade do monitoramento
da qualidade da dgua potdvel dessas ETAs a fim de identificar e determinar as concentragcdes
dos DE.

Este trabalho pretende contribuir para o conhecimento dos niveis de concentracdo
desses micropoluentes emergentes, existentes nos mananciais e na dgua potdvel distribuida
em Campinas-SP e Sumaré-SP. Além disso, deve dar indicagdes quanto a eficiéncia do

tratamento nas ETA para remog¢ao desses micropoluentes.

O trabalho também podera ser usado para motivar novos estudos sobre a fonte e o
destino destas e de outras tantas substincias que podem ser endocrinamente ativas, bem como
na avaliac@o de risco frente a exposicdo da populacdo através do consumo da dgua potével.
Adicionalmente, disponibilizar aos 6rgios legisladores e de saide publica, dados que possam

ser utilizados futuramente para estudos sobre toxicidade e risco humano.
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Objetivos

“A terra seca-se e murcha,
o mundo definha...”

Isaias 24:4
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2. OBJETIVOS

Este trabalho enfoca os hormodnios naturais 17 estradiol (E2), estrona (E1), estriol
(E3); o sintético 17a etinilestradiol (EE2); e o xenoestrogénio nonilfenol (NP) e tem por

objetivos:

e [nvestigar a ocorréncia dos disruptores enddcrinos E2, El1, E3, EE2 e NP em
mananciais no ponto de captacdes (in natura) e abastecimento publico (dgua tratada) em

estacdes de tratamento das ETAs 2 e 4 de Campinas-SP e ETA Il de Sumaré-SP .

e Verificar a eficiéncia do tratamento para a remocao desses DE.
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“A terra esta contaminada, pelos seus habitantes,
porque desobedecem as leis, violam os decretos e
quebram a alianca eterna”.

Isaias 24:5
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3 - REVISAO BIBILIOGRAFICA

3.1 -VISAO GERAL DO SISTEMA ENDOCRINO REPRODUTIVO.

O sistema enddcrino ou hormonal do homem € formado por um conjunto de glandulas
posicionadas em todo corpo que inclui a hipdfise pituitdria, a tiredide, as paratiredides, as
adrenais (ou supra-renais), as gonadas (testiculos e ovarios) e o pancreas. Hormonios sdo
substancias quimicas produzidas e excretadas pelas glandulas e liberados para a corrente
sanguinea e os receptores nos vdrios 6rgdos e tecidos que reconhecem e respondem aos
mesmos. Através dos hormodnios, o sistema enddcrino promove uma delicada integracao
entre diferentes tecidos do corpo humano; € responsdvel por regular o crescimento e o
desenvolvimento, o metabolismo corporal, a reprodugdo, o sono, a sede, a fome e a imunidade.

A figura 1 ilustra as glandulas que mais tradicionalmente estdo relacionadas ao sistema

enddcrino no homem e na mulher (COLBORN et al. 1997).

Hipotalam

Epifise

Hipocampo

Orgiios reprodutoréi
femininos

Orgdos reprodutores
masculinos

S,

N% Vagina
oGz

Figura 1: Algumas glandulas, 6rgdo e tecidos que enviam e recebem mensagens hormonais no

corpo ( COLBORN et al., 1997)
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Os hormonios servem como mensageiros quimicos que circulam no sangue, fazendo
a ligacdo entre vdrios 6rgaos do sistema reprodutivo, coordenam o trabalho sincronizado dos
6rgdo e tecidos para manter o funcionamento do corpo. O hipotdlamo monitora
constantemente os niveis de hormdnios no sangue. Se os niveis de um determinado hormoénio
estiverem muito altos ou baixos, o hipotdlamo manda uma mensagem a pituitdria; esta indica
para a glandula produtora desse hormonio se deve acelerar a produgdo, trabalhar mais devagar
ou interromper as atividades. Assim, as mensagens vdo e vém continuamente. Sem esse
constante feedback, o corpo humano seria uma multiddo de, mais ou menos, 50 trilhdes de
células, ao invés de um organismo integrado, operando com um roteiro dnico. Qualquer
interferéncia neste sistema extremamente balanceado pode levar a um desenvolvimento
inapropriado do mesmo e alteragOes significativas dos vdarios processos que ali ocorrem
(COLBORN et al. 1997).

Portanto, o controle hormonal reprodutivo comeg¢a no cérebro, por intermédio do
hipotdlamo (sistema nervoso central), que por meio da secre¢io hormonal gonadotréfica
(GnRH) governa a atividade da hipoéfise pituitdria, a qual serve como um amplificador do
sinal cerebral dado pelos hormonios gonadotréficos, liberando o horménio luteinizante (LH) e

o estimulador de foliculos (FSH), conforme esquematizado na figura 2.

[ Hipotalamo ]:
GnRH

!

[ Hipofise ],

<

LH FSH
Inibicao
Estrogénio
Gonadas Feedback

[ Hormonios J

Figura 2. Fluxograma do sistema reprodutor enddcrino. (BROOKS, 1998)
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Estes hormonios agem sobre as gonadas de ambos os sexos (ovdrio e testiculos) que
produzem, respectivamente, os hormonios sexuais femininos e masculinos: estrogenos e
androgenos.

Androégenos: sio hormonios masculinos dos quais o mais importante é a
testosterona. SAo essenciais para a espermatogénese normal (producdo de espermatozdides),
mas também mantém a integridade normal dos 6rgdos sexuais tais como: préstata, vesicula
seminal e epididimo. Os androgénios também determinam o desenvolvimento fisico e psiquico
das caracteristicas do homem.

Estrogenos: hormdnios femininos que estimulam o desenvolvimento dos Orgaos
sexuais femininos, das mamas e de varias caracteristicas sexuais secundarias. Os trés
principais hormonios sexuais presentes em quantidade significativa no plasma feminino
humano, chamados estrogénios, sdo:

Estradiol: secretado pelo ovério, € o principal estrégeno;

Estrona: pequena quantidade, mais fraco que o estradiol;

Estriol: estrégeno fraco.

A poténcia estrogénica do estradiol é 12 vezes a do estrona e 80 vezes a do estriol
(GUYTON et al. 1996). As concentracdes de hormdnios no sangue, necessarias para controlar
a maioria das fun¢des enddcrinas, sdo extremamente pequenas, de até 1 pg mL (picograma por
mililitro). O sistema enddcrino pode ser afetado pelos interferentes de varias maneiras. Por
exemplo, esses compostos podem ligar-se aos receptores hormonais e inibir ou imitar a sua
acdo natural ou afetar a sintese dos hormonios e seu metabolismo (PIVA et al, 1996, GORE et
al. 2002) como detalhado no proximo topico.

O corpo tem centenas de tipos diferentes de receptores feitos para um tipo
especifico de hormonio. O hipofisario tem varios tipos de receptores para monitorar os niveis

de hormonios no sangue (COLBORN, 1997).

3.2 - EFEITOS DOS DISRUPTORES ENDOCRINOS SOBRE OS RECEPTORES

O receptor de estrogeno € uma proteina especial existente dentro das células em

muitas partes do corpo, inclusive no tutero, na mama, no cérebro e no figado As moléculas de

15
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horménio sdo mindsculas se comparadas aos amplos receptores, elas se encaixam como uma
como uma chave e a fechadura. Uma vez conectados se movem em direcdo ao nucleo da
célula. Essa unido entre hormonio e receptor tem em sua mira os genes que desencadeiam a
producdo de proteinas especificas (COLBORN et al., 1997).

Um Disruptor Endécrino pode agir de vérias maneiras em um receptor, provocando
diferentes respostas, a figura 3 exemplifica estes efeitos em nivel celular:
A- Célula em processo normal: um hormdnio natural se liga a seu receptor e ativa os genes
no nucleo da célula para produzir respostas biolégicas apropriadas No caso de estrégeno essa
proteinas aceleram a divisdo celular. Assim, para exemplificar, quando o estrégeno se unir aos
receptores no utero, fard com que o revestimento do ttero se torne mais espesso.
B- Célula sob efeito de um mimetizador: disruptor enddcrino € parecido com estrogenos e
pode se ligar ao receptor hormonal, imitando (mimetizando) a acdo de um hormonio natural e
produzir uma resposta. Este processo é chamado de efeito agonista.
C- Célula sob o efeito de um bloqueador: os disruptores enddcrinos podem também se ligar
ao receptor bloqueando a a¢do hormonal; ndo desencadeiam uma resposta, mas impedem que
os hormoénios naturais se encaixem ao receptor. Este processo € denominado efeito

antagonista.

ProcEsso NORMAL

Resposta

MIMETIZADOR HORMONAL

Agente quimico parecido
com o estrégeno

Resposta

BLoQUEADOR HORMONAL

Agente quimico
anti-andrégeno

Nenhuma resposta

Figura 3: Efeitos dos disruptores enddcrinos sob os receptores (COLBORN et al 1997)
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Os mimetizadores ou bloqueadores hormonais alteram a atividade celular. O composto
que estiver presente em maior nimero ou que vencer a competi¢do para encontrar nos
receptores, determina a resposta da célula, muda os sinais, mistura as mensagens causando
toda classe de danos, dado que as mensagens hormonais organizam muitos aspectos decisivos
do desenvolvimento hormonal, desde a diferenciacdo sexual até a organizacdo do cérebro
(SANTAMARTA et al 2001). Os disruptores enddcrinos podem ainda afetar a sintese

hormonal e o seu metabolismo.

Compostos que produzem efeito de feminizacdo sdo conhecidos como estrogenicos e
compostos que produzem efeitos de masculinizacdo sdo chamados de androgénicos. Um
composto antiestrogénico inibe a acdo bioldgica dos estrogénios inativando os receptores de
estrogénios presentes nos tecidos alvo; e composto antiandrogénico inibe a a¢do bioldgica dos

andrégenos presentes nos tecidos alvo.

Resumindo, os disruptores enddcrinos sdo hormoOnios naturais, sintéticos ou outros
compostos quimicos que mimetizam, bloqueiam a a¢do dos hormdnios ou afetam a sintese

hormonal e seu metabolismo no corpo.

3.3 -VISAO HISTORICA DOS DISRUPTORES ENDOCRINOS

O termo “disruptor enddcrino” (endocrine disrupter: DE) foi utilizado pela primeira
vez em julho de 1991, no encontro de pesquisadores no Centro de Conferéncia Wingspread,
Racine, Wisconsin, nos Estados Unidos, realizado por Theo Colborn e colaboradores e a
primeira publicagdo que mencionou este termo data de 1992 por COLBORN E CEMENT
(MATTHIESSEN et al 2003). Embora os disruptores enddcrinos sejam nomeados em campo
de pesquisas recentes, seus efeitos na vida silvestre tém sido estudados hd muito tempo. Ja no
inicio do século XX (1920), fo1 publicado que a condi¢do sexual de ratas imaturas poderia ser
induzidas injetando-se uma pequena quantidade do que era conhecido até entdao por hormonio

folicular ovariano de porcos (MATTHIESSENE et al. 2003).
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Em 1930 foi publicado que certos compostos podiam mimetizar hormonios endégenos
de animais (WALKER et a. 1930). Em 1938, foi descoberto que compostos alquilfendlicos
poderiam se ligar ao receptor hormonal e, conseqiientemente, causar efeitos enddcrinos
adversos (JOBLING, er al. 1998a). GREENE er al. (1939), da Faculdade de Medicina de
Northwestern (EUA), demonstraram que doses extras de estrogénios naturais ou sintéticos,
administrados a camundongos fémeas no periodo neonatal, trouxeram sérias conseqii€éncias
aos filhotes intra-uterinos. Os filhotes fémeos mostraram defeitos estruturais no utero, na

vagina e nos ovdrios e os filhotes machos nasceram com genitalias deformadas.

Na década de 1940, foi observada uma epidemia de infertilidade em ovelhas da
Austrdlia Ocidental. Pesquisadores descobriram que o “Fomonanetin”, substancia quimica
presente no trevo, uma planta que fazia parte das pastagens, era o responsdvel pelos problemas
reprodutivos, pois mimetizavam os efeitos bioldgicos de estrogénio (BENNETTS er al.,
1946). Neste mesmo ano, foi publicado um artigo na revista Science, explicando a
configuragdo molecular de compostos naturais e sintéticos que induziam bioatividades
estrogénicas e androgénicas em ratos (SNYDER, 2002). Em 1948, foi mostrado que
compostos androgénicos e estrogénicos interferem na metamorfose natural dos anfibios

(SLUCZEWSKI, et al. 1948).

BURLINGTON e LINDERMAN, em 1950, observaram que galos tratados com DDT
(DE utilizado como inseticida ) tinham testiculos bem menores e nao tinham cristas e barbelas
como os galos normais. A literatura registra a esterilidade de 80% das dguias americanas da
Florida neste periodo (COLBORN er al.,1997). Na mesma década, foi observado que as
lontras estavam desaparecendo dos rios e lagos da Inglaterra. SO na década de 1980,
pesquisadores apontaram o Dieldrin e DDT (DE utilizado como inseticida organoclorado)

como possivel causador desse impacto (MASON et al., 1986).

Nos anos de 1960 foi observada a morte e a infertilidade dos visons que se
alimentavam de peixes nos Grandes Lagos no Estado de Michigan, Estados Unidos. Os
criadores estavam cruzando visons domesticados, como sempre haviam feito, mas as fémeas

ndo estavam produzindo filhotes. Em 1967, a situagdo chegou a tal ponto que muitas fémeas
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ficaram estéreis e os poucos filhotes que nasciam, morriam em pouco tempo. Na busca de uma
causa, pesquisadores da universidade estadual de Michigan identificaram a presenca de PCB,
um agente quimico clorado, como o provédvel causador do fendmeno observado ( minitizador

de estrogeno).

Foi ainda nesta década, que Rachel Carson em seu livro “Silent Spring” (Primavera
Silenciosa) fez uma adverténcia eloqiiente sobre os perigos representados por substancias e
quimicas que alteram as mensagens hormonais, que estavam contaminando a natureza e
poderiam causar danos 4 sadde dos seres humanos e ao ecossistema. O livro, agora cléssico,

contribuiu para dar inicio ao movimento ambientalista.

O primeiro artigo publicado sobre hormonio humano em dgua foi em 1965, por Tumm-
Zollinger e Fair, mostrando que os esterdides ndo foram completamente eliminados durante o

processo de tratamento de esgoto.

Na década de 1970, foi observado que vérios embrides e filhotes machos de gaivota
(Larus argentatus), que viviam no Lago Ontério, Califérnia, tinham ovidutos e ovdrios;
pesquisas subsequentes mostraram que essa efeminizacdo foi produzida por inseticidas,
como o diclorofenol, kepone e metoxicloro. Foi observado também pares de gaivotas fémeas
dividindo o mesmo ninho entre populacdes de varias gaivotas, nos Grandes Lagos e na
Enseada do Puget, no noroeste dos EUA, e entre andorinhas-do-mar rosadas ameacadas de

extincao.

Ainda que anormalidades observadas na satide de animais silvestres evidenciassem uma
disfun¢do enddcrina como provavel causa em poluentes ambientais nos anos de 1970 e tenha
atraido certo interesse da comunidade cientifica, ndo ocorreu um despertar na drea de
saneamento basico. Poucos pesquisadores estudaram a persisténcia de hormonios esterdides

nos esgotos brutos e tratados tais como TABAK e BUNCH (1970).

Neste mesmo periodo, trabalhadores do sexo masculino, em uma fabrica de produtos
quimicos comegaram a apresentar contagens de espermatozdides extremamente baixas apos
terem sido expostos ao kepone, um produto quimico usado como inseticida e matéria-prima

para outros materiais (GUZELIAU et al., 1976). O hormdnio DES (dietilestilbestrol),
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sintetizado pelo médico cientista Edwards Charles Dods, age no corpo como estrogénio
natural. Esta droga foi utilizada como anticoncepcional. Entretanto, durante vérias décadas, ela
foi receitada durante a gravidez para prevenir aborto, mas foi recomendada também para
gravidez normal, para suprimir a producio de leite da mulher depois da gravidez, para aliviar
sintomas da menopausa, tratar cancer de prostata, etc. O crescente aumento de carcinoma
vaginal, um cancer extremamente raro, em jovens com idade de 15 a 22 anos chamou a
atencdo da Medicina. Em abril de 1971 foi publicado um artigo em que se relatava que 7 entre
8 mulheres que tratavam de carcinoma vaginal eram filhas de mulheres que haviam tomado

DES durante os trés primeiros meses de gestacio (HERBST ez al., 1971).

KOIFMAN et al., (1974) relataram a exposi¢ao de organismos marinhos a compostos
organicos contendo estanho, o tributilestanho (TBT) e o trifenilestanho (TPT), no litoral do
Brasil (Rio de Janeiro, Fortaleza) e o desenvolvimento de caracteres sexuais masculinos em
fémeas de moluscos, fenomeno conhecido como "imposex".

McLACHLAN et al,.(1975) publicaram um artigo detalhando os estragos reprodutivos
causados nos camundongos machos quando expostos ao DES antes do nascimento. Estudos
subseqiientes mostraram que camundongos fémeos apresentavam adenocarcinoma vaginal,

quando expostos ao DES no periodo pré ou neonatal NEWBOLD et al., 1982).

Pesquisadores tém encontrado evidéncias de que a exposi¢do pré-natal do homem ao
DES ou a outros estrogénios pode tornar o feto susceptivel a esses agentes quimicos e tornar o
adulto mais vulnerdvel a certos tipos de cancer de mama, ttero, ovdrio, prostata e genitdlia; e
ainda influenciar na orientacdo sexual (WINGARD et al., 1993, PALMLUND et al., 1993).
Tem crescido o nimero de evidéncias cientificas de que exposicdo a agentes quimicos
sintéticos danifica o sistema imunoldgico. Em estudos com camundongos, cientistas
descobriram que a exposi¢do a DES, antes do nascimento, altera o nimero de células T, as
quais funcionam como defesa do corpo e podem destruir virus ou células cancerigenas

(COLBORN et al., 1992).

Em meados de 1980, foi observada uma queda reprodutiva em jacarés que viviam no
lago Apokpa, na Florida. A quantidade de ovos das fémeas que eclodiam era baixa e as

pesquisas mostraram uma morfologia anormal do ovario, sendo o nivel de estradiol do sangue
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maior do que o normal; enquanto que muitos jacarés machos tinham pénis menor do que o
normal, os juvenis mostravam uma concentra¢do baixa de testosterona (GUILLETTE et al.,
1994, 1995 e BULL et al., 1980). As tartarugas fémeas que também viviam neste lago
mostraram problemas reprodutivos, tais como: niveis elevados de estrogénios, ovdrios

anomalos e reversdo sexual (BERGERON, et al., 1994).

Foi também nesse periodo que baleias beluga (Delphinapterus leucas), do estudrio de
Sdao Lourenco, Canadd, comecaram a aparecer mortas. BELAND et al. (1993) e
MARTINEAU et al. (1987) fizeram muitas autopsias em baleias e observaram que elas tinham
tumores malignos de mama, intumescéncias abdominais, dlceras na boca, estbmago, esofago e
intestino, bem como desordens endocrinoldgicas. Estudando uma beluga macho observaram
que era hermafrodita (possuia dois testiculos e dois ovérios). Analisando o teor de PCB em seu

corpo, descobriram que ela tinha uma alta concentracdo desse possivel disruptor enddcrino.

Uma série de estudos foi realizada sobre populacdes em declinio de varias espécies de
focas ontarias em uma grande extensdo do mar do Norte, proximo das Costas da Holanda,
Alemanha e Dinamarca. Pesquisadores observaram que as focas alimentadas com peixes
contaminados das dguas costeiras poluidas mostravam um comprometimento da reproducio

em comparacdo com um segundo grupo alimentado com peixes de dguas ndo poluidas

(REIJNDERS et al., 1986 e OSTERHAUS et al. 1988).

Nesta mesma década (1980), funciondrios da Thames Water, concessiondria de servicos
de dgua e esgotos da Inglaterra, observaram casualmente que 5 % das carpas (Rutlilus rutilus)
que viviam em contato muito proximo das dguas contaminadas pela descarga do efluente de
ETE, no Rio Lea, eram hermafroditas (TYLER et al., 1998). Esses peixes, como a maioria dos
peixes de dgua de baixa temperatura, possuem apenas testiculos ou somente ovdrios, e neles o
hermafroditismo € raro. Mas, essa descoberta ndo foi entdo divulgada. Em meados dos anos
1980, o Departamento de Biologia e Bioquimica da Universidade de Brumel, Uxbridge,
Inglaterra, juntamente com outros pesquisadores do Reino Unido, iniciaram um estudo
completamente independente, para avaliar a fisiologia reprodutiva de trutas arco-iris

(Oncorhynchus mykiss). Observou-se que os machos desses peixes continham no seu plasma
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quantidades mensuraveis de Vitelogenina (VTG), que é uma proteina, precursora da gema do
ovo, normalmente produzida somente por fémeas adultas. Na maturidade sexual (varios meses
antes da desova), o figado comeca a produzir VTG, que € liberado na corrente sanguinea e
transportado para os ovarios, estimulando o desenvolvimento dos foliculos. A producdo dessa
proteina € dependente do nivel de estrogénio no sangue, que tem um importante papel no
processo do desenvolvimento reprodutivo, incluindo a maturacdo e diferenciacdo sexual dos

peixes fémea (bem como em outros oviparos vertebrados).

O fato dos peixes machos terem VTG no plasma foi um indicativo da presenca de
estrogénio na agua, de acordo com pesquisas “in vitro”. Como a estagdo de pesquisa estava
localizada abaixo de um ponto onde era lancado o efluente de uma estagdo de tratamento de
esgoto doméstico, levantou-se a possibilidade de que tal efluente era a fonte dos estrogénios

presentes no meio aquatico (TYLER et al, 1998).

Um estudo extensivo foi entdo empreendido por Purdon et al. (1994) para testar esta
hipotese. Trutas arco-iris macho provenientes de dguas ndo contaminadas foram confinadas
em “gaiolas”, e colocadas em efluentes de ETE de origem doméstico ou industrial em 28
locais de 10 concessiondrias diferentes em dreas da Inglaterra e Pais de Gales. Foi observado
que em alguns locais de ensaio, as dguas, ou o que elas continham foram mortais para a truta
arco-iris. Nos locais onde os peixes sobreviveram, foi notado que todos possuiam de 500 a
50 000 vezes mais o nivel de VTG no plasma. Nos peixes colocados em efluentes mais
estrogénicos as concentracdes de VTG no plasma excediam 100mg/ml, o qual é maior do que
os niveis observados em f€meas adultas. A intersexualidade observada nos peixes evidenciou
que os efluentes de ETE continham compostos fortemente estrogénicos e que, provavelmente,

contaminaram as dguas dos rios.

Foi Purdon quem deu o primeiro sinal de que os efluentes de ETE sdo estrogénicos.
Este pesquisador mostrou que trutas expostas por 10 dias a doses de 0,1 a 10ng/ml de 17a
etinilestradiol € um forte indutor de VTG, excedendo o efeito do estradiol. Estudos similares
nos quais os peixes foram expostos a efluente de esgoto doméstico e ou dgua de rio foram

feitos posteriormente na Alemanha, Franca, Estados Unidos, Inglaterra, Japao e Itdlia
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(HYLLAND et al, 1997, GIBSON et al, 2005, OAKES ef al., 2005, KOBAYAHI et al,
VIRGANO et al, 2001).

Confirmada a natureza estrogénica de efluentes de estacdes de tratamento de esgoto,
uma série de novos estudos foi realizada por HARRIS et al. (1996, 1997) para determinar se a
atividade estrog€nica persistia a jusante do langamento, em seis rios da Inglaterra, todos
receptores de efluentes de ETE e basicamente de origem doméstica. Também nesse caso,
trutas arco-iris foram utilizadas como teste, expondo-se alguns grupos e peixes machos em
distancias de até 5 km do ponto de descarga, por um periodo de trés semanas. Em seguida,
foram coletadas e analisadas amostras de plasma nos peixes machos. Os resultados obtidos
mostraram uma alta concentracdo de VTG (de 25mg/mL até 52mg/mL) nesses peixes, e
também uma reducdo de crescimento dos testiculos. Isto tornou evidente que as atividades
estrogénicas persistem ao longo do rio e ndo somente logo apds a descarga dos efluentes de

ETE.

Um extensivo estudo subseqiiente foi feito por JOBLING et al. (1998), com 2.000
peixes (tipo carpa), a montante e a jusante do lancamento de efluente de ETE nos rios. Os
exames histolégicos das gonadas dos peixes mostraram que eles ficaram hermafroditos, ou
seja, tinham ovdrios e testiculos, simultaneamente. Isto ocorreu numa propor¢ao de 16 a 100%
para os peixes a jusante das ETE; para aqueles que estavam a montante das ETEs a
intersexualidade esteve entre 11,7 e 44%. Estes estudos evidenciaram também que a
propor¢do de intersexualidade nos peixes estava correlacionada com a quantidade dos
efluentes presentes nas dguas dos rios estudados, o impacto de todas das ETEs sobre os locais
de estudo foi descrito em termos de DBOs (demanda bioquimica de oxigénio) e a dilui¢do
média do efluente no rio. Trabalhos similares foram realizados por KRAAK et al. (1998),
HYLLAND et al., (1997), PETERS et al. (2001), DRASTICHOVA et al. (2005), entre outros,

evidenciando que os estrogénios ambientais causam a intersexualidade em peixes .

DESBROW et al. (1998) realizaram outros estudos em efluentes de ETEs com
tratamento primdrio, na Inglaterra, com o objetivo de identificar as substincias estrogénicas

presentes em efluentes de ETEs, e avaliar os seus efeitos toxicos. Inicialmente, as amostras

23



Tese de doutorado Revisdo bibliografica

dos efluentes foram filtradas e depois fracionadas com solventes de decrescente polaridade,
seguindo-se uma avaliacdo da atividade estrogénica dessas fracdes, usando-se um meio de
cultura que, na presenga de estrogénio, libera uma enzima produzindo mudanga de cor,
indicando assim as fracoes com atividades estrogénicas. As amostras que possuiam
estrogenicidade foram dissolvidas e fracionadas sucessivamente em coluna C18, até que os
estrogénios pesquisados fossem extraidos e identificados por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. Devido a complexidade da composi¢ao dos efluentes domésticos
somente o 17B-Estradiol, estrona, 17a-etinilestradiol e alguns compostos quimicos
alquilfendlicos foram identificados. Apds identificacdo destes interferentes enddcrinos no
efluente de ETE, pesquisas “in vivo” foram feitas em tanques experimentais com trutas e
carpas por um periodo de trés semanas (ROUTLEDGE et al., 1998), com a finalidade de
observar a concentracdo téxica para peixes . Estes foram colocados separadamente em
aqudrios de S00L. Apds um periodo de estabilizacdo, as trutas arco-iris mostraram-se
sensiveis a concentracdo de 1 — 10 ng/L de 17B-estradiol, 25 a 50 ng/L de estrona e 3,0 ng/L

de nonilfenol.

A magnitude das respostas vitelogénicas foi menor para carpas em relagdo as trutas,
quando expostas as mesmas concentracdes. O composto 17a-etinilestradiol, em baixas
concentragdes, mostrou ser um potente indutor de VTG para as trutas, confirmando assim os
estudos de PURDON (1994), mostrando que 0,1 ng/L € suficiente para elevar o nivel VTG

significativamente no plasma do peixe, por 10 dias de exposicao.

Muitos estudos de identificacdo e quantificagdo de estrogénios em efluentes de ETEs e
corpos de dguas receptoras foram realizados em outros paises como: Israel, EUA, Alemanha,
Itdlia, Espanha, Canadd e Brasil, entre outros, e os resultados de alguns deles sdo mostrados

na Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdes de substancias estrogénicas identificadas em afluentes e efluentes

de ETEs, rios e d4gua de abastecimento, em diversos paises segundo varios autores.

Estrogénios e Xenoestrogénios

Paises Fonte
E, E, E; EE, NF
1,4 —76ng/~ | 2,7 —48ng/L* 0,2—15ng/L° | 23-53ug/L° Desbrow- 1998
0,1-3.7ug/L" Johnson-2003
Reino 180 pg/L!
Unido 6,428 ng/L° | 1,674 ng/L° |24 ng/L 4 Xiao-Yao Xiao
0,2-8,5 ng/L* |0,5-7,0 ng/L* 1,2-3 ng/L* o 2001
15-220 ng/L° | 35-308 ng/L* 3-10.7ug/L* Tevor 2000
9-7 ng/L* 1 —20 ng/L° 1-4 ng/L° Desbrow 1998
70 ng/L* 3ng/L° 15 ng/L* Termes 1999 -rios
Alemanha |0-7-1.6ng/L’ | nd’ nd* e efluentes- ETE
2,3 ng/L* 0,8-29ng/L* 3,0 ng/L* Shore - 2003
25 ng/L° 2000 ng/L° 0,1 pg/L* Desbrow 1998
27 ng/L’ 9 ng/L® 19ng/L* 73 ng/L® 0,8-40 pg/L* Kolpin-2002
E.U.A. 0,201 pg/L® Feerguson- 2000
0.2-2.6 ng/L* 0.2-0.5 ng/L* 0.1-1.2 pg/L* Snyder-1999
0.7-3.7 ng/L* 0.2-0.76ng/L* | 0.2-3.6pg/L*
2, Tng/L’ 0,4-3,5ng/L° 0,5-11ng/L° | 0,3-1.7ng/L* Baronti
25-132 ng/L* | 4-22ng/L* 24-188ng/L* | 0,5-13ng/L? 2000
0.1-3,7ug/L’ Johnson- 2003
0,5-52ng/L° | 0,5-6ng/L° 0,7-28ng/L° | 0,5-2,2ng/L° Johnson,Belfroid
0,5-75ng/L* | 0,5-20ng/L* 2-120ng/L? 0,5-10ng/L* 2000- ETE
Canada 48 ng/L* 64 ng/L* 42 ng/L ¢ Termes-1999
40ng/L* 20 ng/L° 6 ng/L° Termes -1999
Brasil 4,13pg/L° 5,56pg/L° 5,04pg/L° 1,39ug/L*
48  pg/lLt|6,69 pg/L 5,81 pg/L? 1,87ug/L* Ghiselli 2006
Spg/l’ <3,3 (1.9 -3ug/L’ 2,2 1,2-1,7pg/L} <1,5pg/l’
ng/L pg/L 1,6 ng/L! <1,5ug/L!
Espanha 6 —343 pg/l’ 0, 5- 664pg/L° | Solé-2000
4,5 ng/L* 0,9 ng/L* 0,3-1,8 ng/L* Belfroid- 1999
0,4 -47ng/L° | 0,7-12ng/L* 0,2 -1,8ng/L° Johnson,Belfroid
. . ; d
Holanda ¢ 4ongns |9 - agngns | 15-88ng " 2000
. 1,6ug/L? .
Taiwan _ Ding 2001
W 0.6-30ugls | 8
Australia | 54 ng/L° 14 ng/L* <5.0 ng/L* Braga -2005

‘efluente de ETE.; * afluente de ETE; *dgua de superficie, ‘4gua de abastecimento, E, = estrona, E, = estradiol,

E3=estriol, EE,=17a-etinilestradiol e NF= nonilfenol, nd= nédo detectado.

25



Tese de doutorado Revisdo bibliografica

A toxicidade em efluentes de ETEs do Reino Unido tem mostrado que 80% da
atividade estrogénica € atribuida aos estrogenos natural e sintético. Como os efluentes das
ETEs inglesas analisados foram principalmente de origem doméstica, provavelmente, o
estrogénio sintético 17a-etinilestradiol seja derivado de pilulas anticoncepcionais, uma vez
que elas sdo excretadas pela urina (de forma conjugada) e pelas fezes (ndo conjugada). Tem
sido sugerido que estes estrogénios conjugados na forma de glicoronideos sejam eliminados
pela urina e transformados em sua forma biologicamente ativa antes ou durante o processo de
tratamento de esgoto. Esta observacgdo € sustentada no fato de que a bactéria Escherichia coli,
comumente encontrada em esgotos, sintetiza a enzima P-glucoronidase (PURDON et al.,

1994), que € responsavel pela hidrélise do estrogénio, desconjugando-o.

A maior fonte dos hormonios naturais 17B-estradiol e estrona sdo atribuidas a prépria
mulher, haja vista que durante o ciclo de reprodugdo feminino é excretado entre 10 e 100 pg

de estrogénio diariamente, sendo que a mulher gravida excreta até 30 mg de estrogénio por dia

(ROUTLEDGE et al., 1998).

A Tabela 2 mostra as estimativas de quantidades didrias excretadas de estrogénios
naturais 17festradiol (E2), estrona (El), estriol(E3) e a quantidade de 17a-etinilestradiol

(EE2) nas pilulas orais contraceptivas.

Tabela 2: Excrecdo diaria (ug) per capita de estrégenos por humanos.

Categoria Estrona  Esradiol Estriol  Etinilestradiol
El E2 E3 EE2
Homens 3.9 1.6 1.5 -
Mulheres menstruando 8 3.5 4.8 -
Mulheres na menopausa 4 2.3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6000 -
Mulheres (uso anticonc.) 35

Fonte: Bila, 2007
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O processo metabdlico do 17B-estradiol no corpo € similar ao 17a-etinilestradiol que
¢ excretado de forma conjugada, e a presenca desses estrogénios livres no meio aqudtico
resulta, provavelmente, da desconjugacdo por bactérias no ambiente. A exposi¢do aos

hormonios sintéticos tem sido associada ao cancer vaginal (TAKAI e TSUTSUMI, 2000)

Outro contaminante examinado em efluente de tratamento de esgoto foi o alquilfenol e
seus derivados polietoxilados. Pesquisas t€ém mostrado que PVC, detergentes, defensivos
agricolas e produtos de higiene pessoal podem dar origem ao nonilfenol (ROUTLEDGE et al,
1995, SOTO et al. 1987, 1991,). Os nonilfendis e compostos relacionados sao produtos da
degradacdo microbioldgica dos alquilfenoletoxilados, que pode ocorrer durante o tratamento
na ETE. Esses produtos quimicos presentes no meio aqudtico tém sido estudados nas dguas
oriundas de ETE (JOBLING, er al. 1993), e sdo considerados contribuintes potenciais para as

disfuncdes enddcrinas observadas nos peixes.

Os estudos relacionados aos agentes que causam a feminilidade em peixes nos rios
ingleses tém sido focalizados no estrogénio. Entretanto, um efluente pode conter uma grande
variedade de estrogé€nios, que sdo hormonios naturais, hormonios sintéticos, € também
substancias quimicas que mimetizam hormonios, como por exemplo: alquilfendis, ftalatos,
pesticidas e outros. A alta concentracdo desses xenoestrogénios no meio ambiente pode
persistir por longo periodo de tempo, visto que sua decomposicdo geralmente € lenta. Além
disso, muitos xenoestrogénios sdo lipofilicos (dissolvem-se em gorduras) e sdo

bioacumulativos.

Os resultados obtidos em estudos dos rios € ETEs inglesas causaram um ressurgimento
das pesquisas em termos mundiais sobre os produtos quimicos estrogénicos e androgénicos,
surgindo entdo o termo “endocrine disrupter” (SNYDER, er al. 2002) e despertando a
consciéncia da comunidade cientifica na drea do Saneamento Bdsico. A figura 4 mostra o
crescimento anual de publicagdes contendo o termo “disruptores enddcrinos” desde que foi
publicado pela primeira vez em 1992 (CORLBORN e CLEMENTE), embora muitos artigos

de relevancia tivessem sido publicados, mas que ndo contivessem o termo.
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Figura 4: Crescimento anual do uso do termo disruptores endécrinos (PENALOPE 2003)

Em 1992, uma equipe de pesquisadores do Departamento de Reproducdo e
Desenvolvimento do Hospital Universitdrio e o Instituto Panum, Copenhagen, Dinamarca,
publicaram no British Medical Journal um estudo em relacdo a diminuicdo significativa do
volume de espermatozdides nos homens, no periodo de 1938 a 1992: em 1.351 amostras de
espermas de voluntarios da Bélgica, Franca, Dinamarca e Gran-Bretanha, verificou-se que a
quantidade média de espermatozéides reduziu 45% (2,1% ao ano), de 113 milhdes de
espermatozodides por mL para 66 milhdes de espermatozdides por mL. O volume de sémen
diminuiu de 3,4 mL para 2,75 mL. Além disso, verificou-se que a mobilidade dos
espermatozdides também diminuiu. A incidéncia de cancer de testiculos tem aumentado
durante este mesmo periodo tempo. A incidéncia de hipospadias (méd formagdo do pénis ou
bolsa escrotal) e criptorquidismo (testiculos escondidos) também parece ter aumentado
(TOPPARE et al, 1996).

Na Espanha, de 1977 a 1995, observou-se uma queda na quantidade ejaculada, de 336
milhdes para 258 milhdes de espermatozdides (SANTAMARTA, et al 2001). Nos dltimos 30
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a 50 anos houve uma queda de 1 a 3% na quantidade de espermatozdides em homens da
América do Norte (SHARPE, er al 1998). Os problemas reprodutivos similares em animais
silvestres sugerem que estas mudangas podem estar inter-relacionadas e podem ter um efeito
comum de origem fetal ou infantil. Exposi¢do do feto macho a nivel anormal de estrogénios
tal como o DES pode resultar nos defeitos mencionados anteriormente (TOPPARI et al

1996).

O fato de que os compostos DE serem excretados por humanos e lancados no
ambiente via esgotos ou efluente de ETE e terem impactos significativos na biota exposta no
ambiente aqudtico e, provavelmente, na saide humana, tem chamado a atencio e despertado a
consciéncia da comunidade cientifica voltada ao Saneamento Bésico. Também o avanco de
técnicas analiticas para deteccdo em nivel de partes por trilhdo de compostos organicos, muito
tem contribuido para que na ultima década milhares de artigos fossem publicados sobre
diferentes aspectos dos DE. Como este ainda € um tema aberto, muitas investigacdes

continuam sendo feitas.

Um grupo de pesquisadores (DAVIS et al.) propds, em 1993, a teoria de que agentes
quimicos sintéticos com atividade hormonal estariam causando o aumento na incidéncia do
cancer e nas mortes entre mulheres mais idosas pelo aumento de sua exposicdo geral a
estrogénio. No inicio do século XX a endometriose era uma doenca quase desconhecida. Hoje
ela afeta cinco milhdes de mulheres norte-americanas. Estas mulheres tém niveis mais
elevados de PCB no sangue do que as mulheres que ndo apresentam a enfermidade. Mas a
tendéncia mais alarmante € a crescente taxa de cancer da mama, que € o cancer feminino mais
comum (SANTAMARTA, et al 2001). Estas e outras observa¢des provém indicios de que os
aparentes declinios de satde reprodutiva humanas podem ser causados por fatores ambientais
(TOPPARI et al. 1996). Embora SHARPE et al. (2003) enfatizem a clara evidéncia de que a
disfun¢do enddcrina tenha papel central nas desordens reprodutivas observadas, muitos fatores
podem causar uma disrupcao (disfun¢@o) enddcrina, além de fatores ambientais: defeitos
genéticos, estilo de vida maternal, estrogénio exdgeno maternal e desequilibrio hormonal.

Em 1995, a problemdtica dos estrogénios passou a ser objeto de politica publica dos

Estados Unidos. Uma emenda da EPA na legislacdo sobre a qualidade da dgua potavel exigiu
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que se conhecesse o potencial de atividade enddcrina de um produto quimico antes do mesmo
ser manufaturado ou usado em processos que pudessem contaminar a 4gua ou os alimentos.
Para isto a EPA tem desenvolvido um programa estratégico para testar e avaliar a atividade

enddcrina de quase 80.000 produtos quimicos comerciais (PATLAK et al. 1996).

A primeira a¢do da Unido Européia sobre os disruptores enddcrinos ocorreu de 2 a 4 de
dezembro de 1996, num workshop com o tema "o impacto dos disruptores enddcrinos na

satide humana e de animais silvestres”, realizado em Weybridge, Reino Unido, onde se definiu

“Um disruptor endocrino é uma substancia exogena, que causa efeitos

adversos a saiide no organismo intacto, ou no seu progenitor, em conseqiiéncia da

quebra da fungdo orgdanica” (EUROPEAN COMISSION, 1996).

Nesta ocasido, produtos quimicos de relevancia foram identificados como provaveis
disruptores enddcrinos: a) organohalogénicos (porex, dioxinas, PCB, etc), b) bisfenol A,
ftalatos e alquilfenois, c) esterdides d) pesticidas, e) fitoestrogenos. Ainda nesse encontro
ficaram estabelecidas como prioridades andlises de efluentes de ETE (doméstico e industrial) e
os efeitos de 4gua de superficie e de sedimentos para os peixes. Milhares de produtos quimicos
sdo lancados diariamente no meio ambiente. A cada ano 1.000 novas substincias quimicas
sintéticas sdo langadas no mercado em todo mundo e a lista de substincias suspeitas de

A Unido Européia listou 564 substincias quimicas suspeitas de serem disruptores
enddcrinos, sendo que 66 foram identificados como prioritarios (JOHNSON et al., 2003,
RIBEIRO et al., 2006). As substancias classificadas como DEs (tabela 3), wusadas ou

produzidas para uma infinidade de finalidades, podem ser agrupadas em duas classes:

1. substiancias sintéticas: utilizadas na agricultura e seus subprodutos, como pesticidas,
herbicidas, fungicidas; utilizadas na induistria e seus subprodutos, como dioxinas, PCB,
alquilfendis e seus subprodutos, HAP, ftalatos, bisfenol A, metais pesados, entre outros;

compostos farmacéuticos, como os estrogénios sintéticos, DES e etinilestradiol.

2. substancias naturais: fitoestrogénios, tais como, genisteina e metaresinol e estrogénios

naturais estradiol, estrona e estriol. A tabela 3 mostra alguns destes compostos € seus usos.
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Tabela 3: Compostos e classes de compostos conhecidos ou suspeitos de serem disruptores

enddcrinos.

Disruptores Endocrino

Fontes e uso primario

1. SUBSTANCIAS SINTETICAS
1.1 Pesticidas

1.1.2. Herbicidas
2.4 Diclorofenol Herbicida e fungicida
Atrazina Triazine herbicida
Vinclosolina fungicida para morango,uva e outras frutas
1.1.3. Inseticidas
a-BHC Inseticida
B-BHC Inseticida
6-BHC Inseticida
v-BHC Inseticida
DEET Repelente de insetos
Dicofol Inseticidas organoclorados
Dieldrin* e Aldrin* Inseticidas organoclorados

DDT* e metabolitos DDE

Inseticidas organoclorados

Metoxicloro

Inseticidas organoclorados

Clorodecano (Kepone)

Inseticidas organoclorados

Toxofeno Inseticidas organoclorados

Heptacloro* Inseticidas organoclorados

Endosulfan Usado na agricultura na Espanha e América latina
Mirex Inseticida para matar formiga

Penconazol Fungicida

Propiconazol Fungicida

Epoxiconazol Fungicida

Procimidona Fungicida

Tridemorfos Fungicida

Carbendazime Fungicida

o Clordano* e y Clorordano*

Inseticidas organoclorados

Procloraz

Inseticidas organoclorados
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Disruptores Endocrinos ( continuac¢io)

Fontes e uso primario

1.2.1. Bifenilpoliclorados (PCB)*

Tricloro-4-difenil (mistura de isomeros)

Adesivos, graxas

Tetracloro-4-difenil (mistura de isomeros)

Adesivos, graxas

Estirerno

Usado na produgdo de da borracha sintética

1.2.2. Dioxinas e furanos*

Di-benzenodioxina

Di-benzenofurano

Bioprodutos da incineracad de processo quimicos
industriais como branqueamento do papel. Usado
como conservante de madeira.

1.2.3. Halogenados

Di-metilftalato (DMP)

Di-etilftalatos (DEP)

Bi-fenil polibromado

Retaliador de chama

Tri(2-cloroetil)fosfato (TCEP)

Retaliador de chama

Di-isobutilftalatos (DIBP)

Di-n-butil ftalato (DBP)

Embalagem plastica de alimentos, eldsticos,repelente

Butil-benzilftalato (BBP)

Plastico para producdo de piso de vinil

Di-isooctil-ftalato (DIOP)

Aditivo de plasticos ,produtos de beleza

Di-iso-decil-ftalato (DIDP)

Adtitivo de plasticos ,produtos de beleza

2,2°,4,4’-tetrabromodifenil éter (BDE 47)

Retaliador de chama

2,2°,4,4° 5-pentabromodifenil éter (BDE 99)

Retaliafor de chama

2,2°.4.4° 6-pentabromodifenil éter (BDE 100

Retalidor de chama

2,2°,4,4°,5,5’-hexabromodifenil éter (BDE 153

Retaliador de chama

2,2°,4,4°,5,6’-hexabromodifenil éter (BDE 154)

Retaliador de chama

Octabromodifenil éter (BDE octa)

Retaliador de chama

Decabromodifenil éter (BDE 209

Retaliador de chama

Hexabromociclododecano (HBCD)

Retaliador de chama

tetrabromobisfenol A (TBBA)

Retaliador de chama

1.2.4. Parabenos
Benzilparabeno Conservantes, alimentos,produto de beleza etc
Isobutilparabeno Conservantes, alimentos,produto de beleza etc

n-propilparabeno

Conservantes, alimentos,produto de beleza etc

Etilparabeno

Conservantes, alimentos,produto de beleza etc

1.2.5. Alquilfendis

4-Nonilfenol

Aditivos para 6leos lubrificantes, detergentes, resinas,
plastico.
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Disruptores Endocrinos ( continuac¢io)

Fontes e uso primario

4-octilfenol

Detergentes, tinta, herbicidas

octilfenoletoxilado Detergentes, tinta, herbicidas

Difenol A (BPA) Fabricacdo de plasticos policarbonatos, resinas
Naftol — 1 Producdo de antioxidantes , tinturaria, e perfumes
Naftol — 2 Producdo de antioxidantes , tinturaria, e perfumes

6-bromo-2-naftol

Producdo de antioxidantes, tinturaria, e perfumes

1.2.6 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
(HPA)

Benzopireno

Combustaof fossil

5,6,7,8-Tetraidronaftol-2

3,9-Diidroxi-dimetilbenzoantracenos

Combustao fossil

Acenafteno HPAs- Combustdo madeira, lixo, ativ. industriais
Antraceno HPAs
Benzo{a]antraceno HPAs
Benzo[a]pireno HPAs
Benzo[k]fluoranteno HPAs
Benzo[g,h,i]perilene HPAs
Dia,h]antracnobenzo[ HPAs
Naftalina HPAS
Fluoreno HPAs
Indeno[1,2,3cd]pireno HPAs
naftaleno HPAs
Fenantreno HPAs
Pireno HPAs
1.2.7. Organo metalico
Usado em pinura de embarcagdes estruturas

Tributiltin ( TBT)

maritimas, pra evitar crescimento de algas.

3. Farmacos

Dietilestilbestrol (DES)

Contraceptivo oral, terapia cancer prostata

17a-etinilestradiol

Contraceptivo oral

Tamoxifen

Terapia cancer de mama

Poliestradiol fosfato

Contraceptivo oral

Sulfato estrona piperazina

Contraceptivo oral

Quinestrol

Contraceptivo oral
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Disruptores Endocrinos ( continuac¢io)

Fontes e uso primario

Dienestrol Terapia hormonal de estrégeno
Acetaminofen Analgésico

Cafeina Estimulante

Carbamazepina Analgésico

Diazepan Antidepressivo

Diclorofenaco Ani-reumatdide

Dilatim Anti-convulsivo

Eritromicina- H,O Antibidtico

Estradiol Ester6ide

Estriol Ester6ide

Estrona Ester6ide

Ibopofen Analgésico

Iopromide Contraste de RX
Meprobamate Atidepressivo

Naproxem Analgésico

Pentoxifilina Contole da viscosidade do sangue
Fluoxitina Anidepressivo

Genfibrosil Anti-colesterol

Progesterona Esterdide

Sulfametoxasol Anibidtico

Tricosam Antibidtico

Testoterona Ester6ide

Trimetropim Antibiético

Hidrocodona Analgésico

Cimetidina Histamina H2-receptor antagbnico

4- Produtos de uso pessoal

Galaxolida Musk (fragancia)
Naftaleno Fragrancia
Oxibenzeno Protetor sola

2 — SUBSTANCIAS NATURAIS

2. 1 Estrégenos natural

Estrona

Hormonio natural

17p estradiol

Hormonio natural
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Disruptores Endocrinos ( continuac¢io) Fontes e uso primario
Coumestrol Alfafa
Genisteina Soja
Daidzeina Soja
Equol Um metabdlito do coumestrol, genisteina e daidzeina
Formononetina Trevo vemelho, alfafa
Biochanina A Trevo vemelho, alfafa
Pelargonina Flores da Pelargonium zonale
Indolo[3,2-b]carbazole Vegetais da Brassica genus
Mirestrol Produto natural

2.3. Micoestrogenos

Zearalenone Milho, trigo, cevada, e outras racdes animais
Zeranol Agente anabdlico vegetal
2.4 Metais Pesados
cadmio
mercurio
chumbo

Fonte: LIEHR et al.. (1998), JOHNSON et al. (2003), WESERHOFF (2005), NORIEGA et al. (2005), BILA et
al. (2007).

Embora o DDT tenha sido banido em muitos paises, ainda persiste o seu uso na Africa,
Asia Tropical e alguns paises da América Latina. Os registros alfandegdrios mostraram que
aproximadamente uma tonelada de DDT por dia foi embarcada dos EUA em 1992. O DDT e
os produtos de sua degradagdo sdo bioacumulativos e persistentes no meio ambiente € 0s
tecidos humanos ainda apresentam concentracdes significativas destes disruptores enddcrinos
(COLBORN et al,. 1976). Estudos revelam deteccao de 0,21 ng/L. de DDE (metabdlito do
DDT) e 0,15 ng/mL de PCB em amostras de liquido amniético. FOSTER et al. (2000)
concluiram que aproximadamente um em cada trés fetos da regido de Los Angeles, na

Califérnia, eram expostos ao DE, com conseqiiéncias ainda desconhecidas.

Quanto ao PCB (bifenila policlorada), embora tenha sido banido o seu consumo, dois
tercos do que foi produzido ainda estd em transformadores e outros equipamentos elétricos.

Em 1996, no Rio de Janeiro, moradores de uma favela destruiram transformadores do metro
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carioca e retiraram o fluido neles contido, conhecido como ‘“‘ascarel”, e utilizaram-no como
6leo de cozinha e como bronzeador. Os PCBs tém se mostrado como um agente quimico
altamente estrogénico, bioacumulativo e persistente (MYAMOTO et al., 1998). Assim como
as dioxinas e furanos, os PCB sdo agonistas e, em experimentos in vivo € in vitro t€tm uma
acdo anti-estrogénica ( JOHNSON et al., 2003). Das 209 possiveis espécies de PCBs que sao
referenciadas como congéneres, pelo menos 113 estdo presentes no meio ambiente (CASTRO
2002). Os PCBs sao encontrados principalmente em sedimentos, solo e tecidos animais. Altas
concentracoes (57ug/Kg de PCB e 101pug/Kg de dioxinas e furanos) tém sido encontradas em
lodos de ETE. De 1960 a 1970, KUMAR et al. (2001) mediram a concentracdo de dioxinas e
PCB em tecidos humanos (170 a 1300 pg/g) e em galinhas, golfinhos, cabras, passaros e
peixes.

A acumulacio desses compostos em dgua € rara devido a sua baixa solubilidade, mas o
seu potencial bioacumulativo ao longo da cadeia alimentar pode ser importante, especialmente

ao longo da vida animal (JOHNSON et al., 2003).

Os alquilfendis polietoxilados (APEOs) sdo surfactantes nido idnicos amplamente
usados desde a década de 1940, em produtos de limpeza doméstica, em manufaturas de
plasticos como poliestireno e PVC e como defensivos agricolas. O nonilfenol é produto de
biodegradacdo dos APEOs e € muito usado como intermedidrio na formacdo de muitos
produtos quimicos, tais como resinas fendlicas, antioxidantes, nonilfenol e seus etoxilados,
que sdo empregados na formulacdo de alguns pesticidas. Outras fontes de exposicao direta dos
alquilfendis sdo através do uso de produtos pessoais, como maquiagem, cremes, produtos para
cabelo e banho. O interesse ambiental pelos APEOs aumentou desde que Giger e
colaboradores descobriram que esse composto €/ ou seus metabolitos ndo eram removidos no
tratamento convencional de esgoto e persistiam no ambiente aquético (FERGUSON ez al.
2001). Os APEOs tém propriedades surfactantes e emulsionantes, sdo usados como
detergentes, aditivo de formulacdo de plastificantes e como aditivo na manufatura de couro e
textil MYAMOTO, et al., 1998). Apesar dos produtos de consumo como o detergente ndo
serem intrinsecamente estrogénicos, estudos demonstraram que bactérias encontradas no corpo
humano e em instalacdes de esgoto degradam os APEO em nonilfenol e outros agentes, que

mimetizam estrogénios. Casualmente, SOTO et al. (1985) descobriram que os tubos de ensaio
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de poliestireno que usavam em seus experimentos com células de mamas cancerosas
continham nonilfenol, o agente quimico responsavel pela proliferacio celular, agindo como se

fosse um estrogénio. Os alquilfendis s@o persistentes e acumulativos nos organismos vivos.

O bisfenol A (BPA) é um mondmero do plastico policarbonato que também pode ser
um distuptor enddcrino. Grupo de pesquisadores da Faculdade de Medicina de Stanford, em
Palo Alto, Califérnia, também descobriram casualmente, que os frascos usados no laboratério
para esterilizar a 4gua utilizada nas experiéncias de células cancerosas, liberavam o bisfenol A
que mimetizava estrogénio (KRISHNAM, et al., 1993). Este agente quimico é muito usado
como plastificante dos recipientes dos alimentos de alimentos. Estudos em 20 marcas de
alimentos enlatados nos EUA e na Espanha constataram a presenca do bisfenol A em cerca de
50% dos alimentos em consumo analisados, por exemplo, milho, alcachofra e ervilhas
(BROTONS, et al., 1995). Por ter uso doméstico e  industrial, o bisfenol A também pode ser
encontrado no esgoto doméstico, efluente tratado e lodo bioldgico de ETE.

Estudos in vitro indicam que o BPA ¢ 10.000 a 30.000 vezes menos potente que o
estradiol. A concentracdo de Su/L causou a superfeminizacdo em peixes (JOHNSON et al.
2003). A concentragdo ambiental de BPA em efluentes de ETE doméstico observada no
Canad4, Alemanha, e Japao € de 0,15 a 0,03 pg/L. A concentracdo em efluentes ETEs estdo
abaixo 1,5 pg/L.

Os ftalatos sdo muito usados em manufaturas de plastico e em muitas outras categorias
industriais. Os ftalatos com maior evidéncia de estrogenicidade in vitro sdo butilbenzilftalato
(BBP), dibutilftalatos(DBP) e di(2etilhexil)ftalatos (DEHP), com poténcia in vitro de 10° a
10 comparada com estradiol. Entretanto, estes resultados in vitro ndo foram reproduzidos in
vivo. Concentracdo alta de 5mg/LL de DEHP ndao mostrou efeitos observdveis em peixe
Medasca japoneses. Estudos em efluentes de ETE da Alemanha e Reino Unido detectaram
BDP <1 a 14 pg/L; BBP <1 a2,_8 ng/L; e DEHP <2,4 a 182 pg/L. O teor de ftalatos no lodo
de ETEs no Canadd, EUA, Alemanha e Suica foram: DEHP 21 a 230 mg/Kg; BBP 0,3 a 10,1
mg/Kg; DBP 0,2 a 17mg/Kg. Em 4gua de superficie foram observados valores abaixo de 1
pg/L para o DBP e BBP, mas estudos na Alemanha mostraram concentragdes maiores: 0,3 a

98 ng/L de DEHP e 0,12 a 8,8 pg/L de DBP em agua de superficie. Embora alguns desses
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valores excedam o nivel de toxicidade, ndo ha evidéncia de efeitos enddcrinos neste nivel

(JOHNSON et al. 2003).

O Tributilestanho (TBT) é um herbicida usado como agente antialgas incorporado em
tintas. A masculinizacdo de vdrios invertebrados marinhos tem sido associada a exposicao a
TBT. Estes efeitos podem ser observados em Ing/L. Seu uso em tintas para pinturas de
embarcac¢des maritimas foi proibido pela Organizacdo Maritima Internacional em 2003 e
requer que tintas velhas sejam removidas ou cobertas até 2008. O uso de TBT para
preservacdo de madeira pode aumentar a contaminacdo ambiental, inclusive do solo.
Concentragdes que variam de 100 a 3.000 ng/L t€m sido encontrada em portos na
Alemanha e Canadd. O nivel de TBT permanece inaceitdvel e alto em muitos lugares

(JOHNSON et al. 2003).

Certas plantas também contém compostos naturais que imitam hormdnios estrogénicos
e sao chamados de fitoestrogénios (MAZUR et al., 1998). Estes incluem dois
principais grupos: isoflavonas e lignanas. Desordens reprodutivas foram observadas em
ovelhas que se alimentaram por periodos prolongados de tempo com plantas (trevo vermelho)
que continham isoflavona genisteina, biochanina A e formonoetina e desenvolveram sintomas
de infertilidade (ADAMS, et al. 1998). Estudos em camundongos fémeas comprovaram esse
potencial estrogénico a Zearalalenona, uma microtoxina produzida por fungo presentes em
alimentos embolorados, como milho, algodao, cevada e o B-sisterol, encontrado em 6leos
vegetais, legumes e na madeira ( LINTELMANN 2003). Entretanto, muitos desses fitos
hormoénios t€m se mostrado benéficos para o homem.

Estudos recentes tém indicado que soja, alfafa, verduras e grios possuem
isoflavondides como daidzeina, genisteina e outros, que podem agir como fito-hormodnio
naturais inibindo o crescimento de tumores malignos, prevenindo e diminuido a incidéncia de
cancer da mama e problemas reprodutivos masculinos (BINGHAM, et al. 1998, WANIBUCHI
et al 2003). Pesquisadores t€m acreditado que estrogénios vegetais podem ter um efeito
protetor porque sao mais fracos que estrogénios naturais produzidos pelo organismo animal.
SAITO et al. (2000) revelaram em seus estudos que a genisteina, estrégeno encontrado na

soja, inibe significativamente a formacdo de nédulos na prostata.
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A presenca de farmacos no meio aqudtico tornou-se um grande problema. Apds a
administracdo e eliminacdo, as drogas vao para o ambiente aqudtico, modificando o seu
equilibrio ecolégico. Recentemente, o monitoramento de fairmacos residuais no meio ambiente
vem ganhando grande interesse devido ao fato de muitas dessas substancias serem
freqiientemente encontradas em efluente de ETE e 4guas superficiais em concentragdes da
ordem de pg/L e ng/L. Muitos estudos tém sido publicados sobre esses contaminantes em
efluente de ETE, dgua de superficie e dgua tratada (TERMES er al. 1998, KOLPIN et al
2002, WESTERHOFF et al., 2005, Braga -2005, , GHISELLI 2006, KIM et al., 2007 ).

Apo6s a administragdo, uma parte significativa dos farmacos é excretada por humanos
no esgoto doméstico. Estudos demonstram que vdrias dessas substancias parecem ser
persistentes no meio ambiente e ndo sdo completamente removidas nas ETEs. Além disso,
muitos farmacos residuais resistem a vdrios processos de tratamento convencional de dgua.
Em todo mundo, farmacos, tais como, antibidticos, hormonios, anestésicos, antitérmicos,
meios de contraste de raio X, entre outros, foram detectados no esgoto doméstico, em dguas

superficiais e subterraneas.

Os farmacos sao desenvolvidos para serem persistentes, mantendo suas propriedades
quimicas para servir a um proposito terapéutico. Cinqiienta a noventa por cento de uma
dosagem do farmaco € excretado inalterado e persiste no meio ambiente (BILA 2003). O uso
desenfreado de antibidticos acarreta dois problemas ambientais: um, a contaminacdo dos
recursos hidricos e outro, microorganismos que criam resisténcia a esses farmacos. As
bactérias podem fazer, e freqiientemente o fazem, mudancas no seu material genético,
adquirindo resisténcia aos farmacos. Assim, uma bactéria presente em um rio que contenha
tragos de antibidticos pode adquirir resisténcia a essas substincias. Algumas toneladas de
medicamentos sdo produzidas por ano e aplicadas na medicina humana e veterindria, no

entanto nao se tem registro da quantidade exata na literatura (BILA 2003).

O Lago Mead € o maior reservatorio de dgua doce dos EUA, sendo que mais de 25
milhdes de pessoas dependem desse manancial para uso doméstico € agricola. Foi observado

(1996) também que as carpas que viviam no Canal de Las Vegas (dguas que abastecem o lago
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Mead) mostraram quantidade significativa de VTG no plasma. Por esta razdo, em 1997,
bioensaios e subseqiiente andlise instrumental de alta resolucio foram realizados para avaliar e
identificar a toxicidade da dgua deste reservatorio. Os resultados também mostraram que o0s
estrogénios 17P-estradiol (natural) e o 17a-etinilestradiol (firmaco sintético) foram os
responsaveis pela atividade estrogénica da dgua do lago Mead (SNYDER et al. 2002).
TORRES et al.(2002) investigaram a concentracdo e destino de pesticidas, bifenilas
policloradas (PCBs) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) na bacia hidrografica
Rio Paraiba do Sul/Guandu, importantes mananciais do Estado de S. Paulo dgua usados no
abastecimento publico. Os resultados indicaram que poluentes industriais, principalmente os

HAP, foram encontrados na 4gua e em sedimentos.

A toxicidade de efluentes de ETEs tem sido avaliada através da andlise in vitro e na
qual se faz um ensaio com um receptor ligado a um gene informante onde a atividade
estrogénica ¢ medida em equivalente a Estradiol (E2eq). Por exemplo: concentracdo de
Estrona = 0,5 E2eq (tabela 4). Isto quer dizer que o El(Estrona) tem a metade da poténcia

estrogénica em comparacdo com o E2( Estradiol).

Tabela 4: Relacdo da concentracdo dos DE em efluente de ETE e impacto potencial em
animais selvagens.

E2 eq Con’ce'ntragﬁo Eﬂu.ente. tip.ico Resposta em YTG E2 eq tipico
o6 |inviey  Tieado preveinienemiiain ho—previso in
El 0,5 S ng/L 2,5 0.5 2,5
E2 1 1,5 ng/L 1,5 1 1,5
E3 0,005 20 ng/LL 0,1 0,001 0,02
EE2 la2 0,5 ng/L 0,5-1 25 12
NP 0,0001 2.000ng/L 0,2 0,001 a 0,0006 2
Total 5,5 18

Fonte: JOHNSON et al. 2001.
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Segundo JOHNSON et al. (2001), os estrogenos esterdides e o estrégeno alquilfenol
podem ter efeitos aditivos e € possivel predizer impacto de cada DE baseado na concentragdo
“tipica” do efluente (tabela 4). Assim, se o efluente tipico possui 5 ng/L de E1 (metade de E2)
isto equivale a 2,5 ng/L de E2 no efluente. Do mesmo modo € possivel predizer o E2eq in vivo
da concentracdo tipica do efluente. A atividade estrogénica final do efluente ‘tipico’ in vitro é
5,5 ng/L de E2eq e in vivo é 18 ng/LL de E2eq. GIBSON et al. (2005), mostraram que a
atividade estrogénica final de efluentes ETE estd entre 0,03 a 100ng de E2eq/L.

JOHNSON et al. (2001) classificaram a poténcia estrogénica de E1, E2, E3, EE2 e NP

da seguinte forma:

E1. Embora E1 possa ter somente a metade da poténcia do E2 in vitro e in vivo (tabela 4), ele
¢ freqiientemente encontrado em maior concentragcdo, pelo menos o dobro de E2 em efluentes

de ETE. Logo é considerado um DE em potencial.

E2. E um disruptor endécrino de grande poténcia estrogénica encontrado em efluentes de

ETE e dgua de superficie em baixa concentracao.

E3. E um disruptor enddcrino de baixa poténcia estrogénica comparado com os outros
esterdides e tem sido encontrado em efluentes de ETEs em baixa concentracdo. Portanto, é

considerado DE fraco.

EE2. Com base em sua poténcia in vitro e sua baixa concentragdo, o EE2 ndo seria
considerado um disruptor enddcrino relevante em efluente de ETE; entretanto, segundo
estudos in vivo (LANGE et al., 2001), o EE2 € um estrogeno extremamente potente, sendo

considerado o mais importante DE em efluente de ETE.

Estudos de FOLMAR et al. (2000) mostraram que EE2 ¢ 10 vezes mais potente que E2
para induzir VTG em peixes machos. THORPE et al. (2003), em estudos para investigar a
potencia relativa de E1, E2 e EE2 e para verificar o efeito da mistura binaria de E2 e EE2
colocaram peixe truta juvenil nessa mistura por 14 dias para verificar a poténcia estrogénica

através da inducdo de VTG e observaram que a mistura foi mais potente do que os estrogenos
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individuais e que o EE2 € 11 a 27 vezes mais potente do que E2, e este € 33 a 66 vezes mais
potente do que El. A alta poténcia de EE2 combinado com sua persisténcia no ambiente,
comparada com estrogeno natural e sua capacidade bioacomulativa (em truta) sugere que EE2
€ provavelmente o estrogeno de maior importancia. PAWLOWSKI et al. (2004) estudaram os
efeitos 17a-etinilestradiol em peixes medaska, Oryzias latipe adultos de ambos 0s sexos,
expostos por 21dias e observaram que 1ng/L era suficiente para induzir VTG nesta espécie de

peixes.

NP. Testes in vitro mostram que NP é um estrégeno 1.000 a 10.000 vezes menor que E2
(ROUTLEDGE et al. 1997). Neste caso, o NP ndo teria um papel importante como DE, mas
como eles estdo presentes em concentracdo que excede a lug/L, estudos in vivo
(ROUTLEDGE et al., 1998) indicam que o seu impacto seria igual ou maior que El1 e E2. O
Nonilfenol também € fracamente estrogénico para passaros e produz efeitos adversos como:

diminuir o tamanho do testiculo e a espermatogese em ratos (FIELD et al. 1996).

Mais recentemente, GIBSON et al. (2005) investigaram a natureza das misturas de
componentes estrogénicos em bilis de peixes expostos por 10 dias a dgua de torneira , 4gua de
rio e em dois efluentes (A e B) de ETE. As concentracio no efluente A foram de 195 ng/L de
El, 38,9 ng/LL de E2 , 7,9 ng/L de EE2 e no efluente B, foi 0,3 ng/L de E1, 0,8 ng/L de E2 e
1,1 ng/L de EE2. A atividade estrogénica do efluente A variou de 26 a 99ng de E2eq/mL e do
efluente B 5Sng de E2eq/mL durante o periodo de estudo . Os peixes foram sacrificados e o
tecido removido para andlise quimica. Aqueles expostos a dgua de torneira e em dgua do rio
continham quantidade baixa de E2 e El na bilis, com atividade estrogénica total de 10 + 5ng
de E2eq/mL (média + erro padrdao) em machos e 31+ 9 ng de E2eq/mL em fémeas Os peixes
expostos aos efluentes das ETEs continham concentragdo (ng E2eq/mL) consideravelmente
alta na bilis: E2 ( 2,591 £125; @, 710+207),El ( 4,338 £75; 9,469 +164), EE2 ( 4,32
+2; 9,40+£6)eNP (3,21 £4; Q,22+3)

Este estudo mostrou que contaminantes de mistura estrogénica (E1,E2,EE2,NP)

presentes em efluentes de ETE, bioconcentrados em tecidos de peixes, resultando na indugdo
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de VTG, sdo um forte contribuinte para os efeitos de feminiza¢do dos peixes que vivem nos
rios do Reino Unido. A composi¢ao da mistura estrogénica na bilis do peixe € dependente da
espécie e pode determinar a suscetibilidade do peixe aos efeitos da exposicao a efluentes de

ETE estrogénicos.

Outros estudos com outras espécies de peixe demonstraram que concentracdes de
estrogenos sdo suficientes para causar danos reprodutivos em peixe: Femininizac¢do do tubo
reprodutivo foi observado em peixes zebra (Danio rerio) juvenis expostos a 100ng/L de 17p-

estradiol, por 21 a 42 dias, durante o periodo de diferenciacdo sexual (THORPE 2003).

LANGE et al., (2001), estudando os efeitos do 17a-etinilestradiol em peixes machos da
espécie Pimephales promelas, observou que 2ng/L. eram suficientes para inducdo de VTG.
Os efluentes de ETE contém um grande nimero de produtos quimicos ainda ndo identificados

e que podem também possuir atividades estrogénicas.

A possibilidade de exposicdo a contaminantes ambientais que podem causar disfuncdes
enddcrinas tem incentivado a pesquisa de novos métodos de andlises de substancias
estrogénicas em dguas residudrias (JONKERS et al. 2001, ALDA et al., 2000, FERRERO et
al., 1997, OOSTERKAMP et al., 1997, FERGUSON et al., 2001).

LIND et al. (2004), confirmaram que jacarés juvenis (fémeas) que viveram no lago
poluido com pesticida (Apopka, Florida) apresentaram um aumento da massa Ossea,

provavelmente devido a exposi¢do aos disruptores enddcrinos.

MARISHENG et a. (2006) também, recentemente, mostrou que trato reprodutivo de
ratas é permanente reprogramado depois da exposi¢do aos PCBs, e as ratas mais sensiveis a
exposicao desses DE revelaram uma importante pré-disposi¢do genética para riscos dos DE.
Entretanto efeitos da exposi¢do humana aos DE ainda sdo pouco conhecidos devido a

complexidade do funcionamento do sistema enddcrino.
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Este problema de saude ptblica e ambiental tem sido motivo de muitos encontros e
congressos. Em 2001, um congresso foi realizado na Dinamarca, com a participacdo de,
aproximadamente, 250 cientistas com trabalhos e discussdo sobre disruptores enddcrinos e seu

impacto na saide humana (SKAKKEBAEK, et al. 2001).

Um Workshop sobre os interferentes enddcrinos fez parte do 3° Congresso Mundial da
Associagdo Internacional de Agua realizado em abril de 2002. Conferencistas dos EUA
(SNYDER, 2002), Europa (KNACKER, et al. 2002), Africa do Sul (VAN WYK er al. 2002),
Japao (KOBUKE et al., 2002) e Austrdlia (FURHACKER, et al. 2002) apresentaram projetos
em nivel nacional com énfase nos interferentes enddcrinos, incluindo sistemas de teste,
bioensaios, avaliacdo de risco, monitoramento, remo¢ao em dguas e processos de tratamento

de esgoto.

Nas ultimas duas décadas, houve um aumento da preocupacdo na comunidade
cientifica, do publico e da midia em relacdo aos possiveis efeitos danosos causados aos
humanos e outros animais pela exposi¢do a substincias quimicas presentes no meio ambiente

que tém o potencial de afetar o sistema enddcrino.

Para esclarecer, desenvolver estratégias e solucionar o problema dos disruptores
enddcrinos, vérias organizagdes governamentais e ndo governamentais, como European Union
Européia (UE), United States environmental Protecion Agengcy (USEPA), Organizacio
Mundial de Saude (OMS), International Program Chemistry Security (IPCS) e a European
Organization for Economic Co-operation and Development (OCDE), investigam a questdo

dos mesmos. Alguns estudos sdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Semindrios, comités e relatdrios de avaliagdo sobre os DE no ambiente.

Objetivos do Estudo

Ano Organizacao
1995 Agéncia Am~blental
Alema
1995 US EPA
Ministério do meio
1995 Ambiente e Energia
Dinamarca
1996 US EPA
1996 US EPA
1997 US EPA
1998 US EPA
1998 OCDE
1999 CSTEE
Comissdo das
1999 comunidades Européias
Comissdo das
2001 comunidades Européias
Comissao das
2002 comunidades Européias
2002 OCDE
2002 WHO
2003 IEH
Europa
2004 Comissao das comunidades
européias

Discussdo sobre ocorréncia e impacto dos DE e riscos
potenciais que podem causar aos humanos e outros animais

Semindrio para avaliar os riscos a sadde e efeitos ambientais dos
DE

Avaliagdo dos efeitos de substincias estrogénicas no
desenvolvimento e nas fun¢des do sistema reprodutivo masculino.
Semindrio para desenvolvimento de estratégia para avaliar o risco
dos DE ao meio ambiente.

Desenvolvimento de programa de testes e analises (“‘screening”)
para avaliar a acdo dos DE.

Relatério sobre os DE presentes no meio ambiente.

Revisdo e discussdo das informacdes cientificas disponiveis sobre
os DE.

Desenvolvimento de métodos de ensaio para os DE.
Revisdo da literatura existente e opinido cientifica nas evidéncias
dos DE, em particular, avaliagdo dos riscos ecoldgicos e diretrizes

de ensaios toxicoldgicos.

Identificacdo do problema dos DE, suas causas, conseqiiéncias e
definicao das medidas adequadas para dar resposta ao problema.

Primeiro relatério sobre o progresso dos trabalhos da comunidade
européia sobre os DE

Programa COMPREHEND: Avaliacido das evidéncias dos DE no
ambiente.

Avaliacdo dos métodos de ensaios para as substincias
estrogénicas.

Avaliacdo global do estado da arte da ciéncia dos DE.

Relatério de avaliagdo do progresso internacional da pesquisa dos
DE.

Segundo relatério sobre o progresso dos trabalhos sobre os DE.

Fonte: BILA et al., 2007
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3.4 ESTUDOS DE REMOCAO DE DISRUPTORES ENDOCRINOS EM ETE

Os DE sao compostos que podem ser excretado por humanos e langados no ambiente
via esgoto ou efluente de ETE e podem ter impactos significativos sobre a biota no ambiente
aqudtico e na satide humana.

Os processos bioldgicos de tratamento em ETEs, tais como lodos ativados e filtros
bioldgicos, tém mostrado capacidade de reduzir a concentracdo de certos compostos DE por

biodegradagdo ou adsor¢do no lodo.

No Brasil , Termes et al. ( 1977), realizaram o monitoramento de estrogénios naturais
e do contraceptivo sintético 17a-etinilestradiol na ETE da Penha/RJ. No esgoto doméstico, os
estrogénios 17f-estradiol e estrona foram detectados em concentracdes de 0,021 e 0,04 ug /L,
respectivamente. As taxas de remog¢do de estrona observadas foram de 67% no filtro biolégico
e 83% no processo de lodos ativados. Para o 17B-estradiol, estas taxas foram de 92 e 99,9%
respectivamente. Para o estrogénio contraceptivo 17a-etinilestradiol, as taxas de remocao na

ETE foram de 64 e 78% no filtro bioldgico e no sistema de lodos ativados.

A Tabela 6 apresenta as remocOes de estrogénios monitoradas por TERNES er al.

(1999), na ETE da Penha na cidade Rio de Janeiro.

Tabela 6- Monitoramento de estrogénios na ETE da Penha-Rio de Janeiro E da Penha/RJ.

Substancia Carga Remocao(%)

estrogénica (g/dia)  Filtro Biologico Lodo Ativado

Estrona 5,0 67 83
17 estradiol 2,5 92 99
17a etinilestrdiol 0,6 64 78
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Uma avaliacdo feita por BARONTI et al (2000), em seis ETEs ao redor da cidade de
Roma sugere uma média de remocdo de 61% de E1, 85% de E2 e 95% de EE2 em processos

de tratamento de lodos ativados.

ESPERANZA et al. (2004) conduziram uma investigacdo de em escala piloto com
tratamento aerdbico e anaerdbico para determinar a remocao de DE. Observou-se completa
remocao para testosterona e progesterona. A tabela 7 mostra as remog¢des dos demais

estrégenos investigados.

Tabela 7: Remocao de Disruptores Enddcrinos em ETE piloto.

Tratamento anaerobico Tratamento aerobico
Efluente  Efluente = Remocao | Efluente  Efluente  Remocao
Substéancia primério final ( %) primério final (%)
ng/L ng/L ng/L ng/L
Estriol 17 6 65 5 6 120
Estrona 66 28 58 37 18 52
17 estradiol 62 62 100 30 2 94
170 etinilestradiol 54 13 75 29 15 50
Nonilfenol 14.650 950 94 20.420 1.930 91

Fonte: ESPERANZA et al., 2004

KORNER et al. (2001) investigaram a remogdo da atividade estrogénica do efluente
doméstico em uma planta de tratamento na Alemanha. Verificaram que 90% da atividade
estrogénica foi removida e somente 2,8% foi encontrada no lodo biolégico, concluindo que a

maior parte das substincias responsdveis pela estrogenicidade do esgoto doméstico foi de fato
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biodegradada e ndo adsorvidas nas particulas sélidas ou no lodo biolégico. Porém, as taxas de
eliminacdo individuais das substancias foram diferentes, algumas foram totalmente removidas
enquanto que outras foram ainda detectadas no efluente da ETE, tais como, bisfenol A,
octilfenol e nonilfenol. Outros estudos mostram uma variagdo da taxa de adsor¢cao dessas
substancias no lodo bioldégico (HOLBROOK er al 2004). A adsorcao dessas substancias no
lodo bioldgico é um importante caminho para sua remocao, o que justifica a quantificagao do

lodo (JOHNSON et al. 2001, BILA 2007).

Tecnologias de tratamentos que podem remover eficientemente os DE tém sido
bastante investigadas; os processos oxidativos vém ganhando atencdo no tratamento de
efluentes industriais e domésticos, bem como no tratamento de dgua potdvel. Recentes estudos
mostram que os processos oxidativos, tais como e os Processos Oxidativos Avangados
(POA), ozonizacdo (O3/H;0,), fotocatilise (H,O»/UV) sdo tecnologias promissoras na
remo¢do desses micropoluentes no tratamento de dgua potavel ou de outros sistemas aquosos.
A fotocatdlise com TiO, tem sido bastante estudada na degrada¢do de estrogénios (17(3-
estradiol, estrona, 17a-etinilestradiol) e outros DE alcangando boas remocdes (ROSENFELDT
et al, 2004, BILA, 2007). A ozoniza¢do tem sido considerada como uma tecnologia

promissora na remocao de estrogé€nios naturais e sintéticos de efluentes de ETE

Outros tratamentos também foram e tem sido investigado na remog¢do de disruptores
enddcrinos em sistemas aquosos, tais como adsor¢do em carvao ativado, nanofiltracdo em
membranas (NF), osmose reversa (OR), cloracdo, entre outros (FENDINGER et al. 1992,
SCHAFER et al 2003, CHANG et al. 2003).

O sistema de filtro bioldégico em conjunto com o 6xido de manganés (MnQO,) foi
empregado na oxidacdo de Disruptores Enddcrinos. O MnO; é um conhecido oxidante e suas
reacdes redox na superficie com compostos organicos estdo sendo estudadas. Neste sistema
biocatalitico, 0 MnO, e as bactérias que oxidam o manganés sdo integrados. O MnO, oxida os
micropoluentes em moléculas menores, que junto com o Mn** sdo degradados biologicamente
e o manganés reoxidado € depositado novamente no MnO,. Estudos com esse sistema de

tratamento, alcancaram a remocao de 81,7% de atividade (BILA et al,2007).
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3.5. PROCESSO DE TRATAMENTO DE AGUA EM ETA

O tratamento da 4gua consiste em alterar as caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas da 4gua, de modo a satisfazer ao padrio de potabilidade que, no Brasil, é
estabelecido pela Portaria 518/GM do Ministério da Saudde, de 25 de Mar¢o de 2004.

Os processo de tratamento de dguas mais comum nas ETAs é do tipo convencional
acrescido de pré e pds cloracdo. As etapas micro peneiramento, aeracdo, coagulacdo e
floculagdo, decantacdo e filtracdo, desinfeccdo. Entretanto, outros processos sdo utilizados

como carvao ativado, membranas filtrantes e processos oxidativos.

3.5.1. Carvao ativado

O carvao ativado € um adsorvente que pode ser usado em forma de p6 (CAP) ou em
forma de granulos (CAG). O carvao utilizado nas ETA brasileiras, em geral, € de base vegetal.
Diz-se ativado porque € submetido a altas temperaturas (200 a 1000 °C), resultando em um

material muito poroso (US EPA 2001).

O CAP remove efetivamente muitos poluentes organicos probleméticos, como por
exemplo: compostos que tém odor e sabor e alguns pesticidas, herbicidas e hormdnios. A
adicao de CAP em plantas de tratamento de 4gua, pode ser efetivo na remocdao de mais de

setenta e cinco por cento dos DE (WESTERHOFF 2003).

3.5.2. Membranas filtrantes

As membranas filtrantes representam a tecnologia mais avancada para a filtracdo de
agua, entretanto gera problemas de rejeitos. Permitem, dependendo do tamanho dos poros da
membrana, separar fons de didmetro pequeno, como o cloreto de sédio (0,1-1 nm, membranas
de osmose reversa), macromoléculas e particulas coloidais (1-100 nm, membranas de
ultrafiltracdo) e particulas microscopicas ( 100 — 10000 nm, microfiltagdo). As membranas
podem ser sintetizadas a partir de precursores organicos ou inorganicos (SOUSA E SOARES,

1999). O mercado de tratamento de dgua e de esgoto é atualmente dominado por membranas

49



Tese de doutorado Revisdo bibliografica

produzidas a partir de polimeros orgéanicos. No Brasil, seu uso ainda restringe-se a plantas

industriais devido, principalmente, seu alto custo.
3.5.3. Processos oxidativos avancados

Os recentes desenvolvimentos no ambito do tratamento quimico da dgua acrescentem
melhorias quanto aos procedimentos por oxidacdo dos compostos organicos dissolvidos,
aplicando os métodos cataliticos e fotocataliticos. Sdo métodos que utilizam catalisadores,
como, por exemplo, TiO,, CdS, ZnO, WOs, ZnS, BiOs e Fe,O3 para acelerar a reacio ou, em
muitos casos, também a luz. Estes métodos sao conhecidos pelo nome de processos oxidativos

avancgados (POA).

Segundo DING et al. (2001), os POA podem ser divididos em dois grupos: oxidagcdao
fotocatalitica homogénea (UV/peroxido de hidrogénio e UV/ozonio) e oxidacdo fotocatalitica
heterogénea (UV/semicondutor fotocatalitico). Nesses processos ocorre a reagdo entre a
radical hidroxila e os componentes organicos na presenca de oxigénio e luz ultravioleta.
Vantagem unica de sua aplicacdo é que os elementos organicos sdo completamente
mineralizados, sendo o produto final di6xido de carbono, dgua e alguns anions, como nitrato,
sulfato ou cloreto. Uma grande variedade de compostos organicos pode ser tratada pelo
método heterogéneo, devido ao alto poder oxidante do radical hidroxila (ERIS, et al. 2007).
No Brasil, o uso de POA tem ficado restrito ao tratamento de efluentes especiais, notadamente

aqueles de poluentes de baixa degradabilidade, em plantas industriais.

3.6. REMOCAO DE DISRUPTORES ENDOCRINOS EM ETA

Muitos dos DEs potenciais estdo presentes na dgua de rios, lagos ou fontes, que sdo
captadas e tratadas em ETA, e podem ndo ser removidos durante o processo de tratamento e
chegar até o homem através da dgua potavel. A ocorréncia em nivel de tragos (n/L ou pg/L) é
um desafio para deteccdo, avaliacdo e remocdo destes compostos em &dgua potavel

(TERMES et al. 2002)
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A US EPA (2001) realizaram um estudo para avaliar quais processos e operagdes
unitdrias usados no tratamento de d4gua poderiam ser empregados para remocao de alguns DE.
Concluiu que a melhor tecnologia disponivel no tratamento de dgua para remocdo de
pesticidas (ex. metoxicloro, endosulfano e DDT), ftalatos (ex. DEHP e DEP), alquilfendis e
alquilfendis etoxilados (ex. nonilfenol) e PCB € o processo de adsor¢do em Carvao Ativado

Granular.

Em estudos recentes de remog¢ao de farmacos e produtos de uso pessoal (PPCPs) em
ETA piloto, WESTERHOFF et al. (2005) concluiram que:

* O tratamento convencional ndo constitui, por si s6, um método efetivo para remocgao
de DE. A coagulagdo com sulfato de aluminio ou cloreto férrico removeu menos que 20% dos
compostos, os quais foram associados com matéria particulada;

* A adicdo de Smg/L de carvao ativado em pé (AC800-Actcarb, Dunnellon, FL. ) com
4 horas de tempo de contato removeu 76% de E1, 77% de E2 e 84% de E2. Para outros DE, a
remocgao variou de 10 a 95%;

* A cloragdo, pela adicao de 1 a 6 mg Cl,/L , apds 24 horas, resultou em 1mg Cl, de
residual por litro. Os compostos contendo anel aromético com um grupo funcional hidroxilico
foram os mais reativos, obtendo-se uma remog¢ao de mais de 90%; e compostos sem anel
aromdtico e com grupos carboxilicos foram menos reativos, obtendo-se uma remoc¢do de
menos que 20%. A ozonizagcdo com 1 a 8 mg Os/L por 3 a 5 minutos oxida compostos
similarmente a cloracdo. O ozo6nio, a adi¢do de peréxido de hidrogénio durante a ionizacao
aumenta levemente a remog¢ao do DE e dos PPCPs.

* A radiagdo ultravioleta (UV) € capaz de oxidar os compostos aromaticos DE, mas
requer, aproximadamente, 100 vezes dosagens mais altas de UV (tdo grandes quanto 5.000
mJ/cm? ) do que aquelas requeridas para fazer desinfeccdo (5 a 50 mJ/cm?). Por isso, 0 uso
da radiacdo UV ¢ invidvel na remocao de DE em dgua de superficie e em ETA , mas pode ser

apropriada para pequenos sistemas de tratamento (WESTERHOFF, et al. 2003).

A primeira documentacdo de estudos feitos para fiarmacos e DE para verificar a
persisténcia em dagua apds o tratamento em ETA convencional foi feita nos EUA. A
investigacdo foi conduzido por STARCKELBERG et al. (2004) através da analise de 106

compostos organicos (contaminantes) existentes em ETE. A ETA que provia dgua potdvel
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para 850.000 pessoas era composta pelas seguintes unidades: grades (peneira) para retirada
do material grosseiro, adicdo de CAP para remover o sabor e odor, adicdo de 4cido sulftrico
ou hidréxido de célcio para controlar o pH, desinfeccao com hipoclorito de sédio, adi¢ao de
um sal coagulante e polimeros para desestabilizar as particulas coloidais e facilitar a
floculagdo, agitacao da dgua coagulada para promover a agregacao de materiais em suspensao,
sedimentacdo e filtracdo em areia e carvao ativo granulado (GAC), seguida de uma segunda
desinfeccdo com hipoclorito de sédio e manuten¢do do cloro residual no sistema de

distribuicdo e por fim adi¢do de soda cdustica para manter o pH na faixa de 7,8 a 8,2 ( fig.5).

CAP, H,SO, ,coagulante ePonto de coleta
Hipoclorito de sédio Hipoclorito de sédio
‘ | Y
| : y
: .
_—
dgua bruta Pré-filtragao Floculagdo Sedimentacdo Filtracdo Depdsito distribui¢ao

Figura S: Diagrama dos processos usados na ETA estudada (STARCKELBERG et al. 2004)

Os resultados desses estudos mostraram que 40 compostos analisados foram persistentes

na dgua tratada, ou seja, o tratamento na ETA nao foi eficiente para remog¢do dos mesmos.

A aplicagdo de processos com membranas de nanofiltracao (NF) e osmose reversa (OR)
no de tratamento de d4gua aumentou significativamente no exterior. Processos de NF e OR sdo
particularmente efetivos na remoc¢do de micropoluentes inorganicos (tais como, nitrato,
arsénio e fldor) e organicos (tais como, pesticidas, estrogénios, entre outros (SCHAFER et al,.
2003, NGHIEM et al., 2004, BILA et a.l, 2007). Os resultados de estudos de CHANG et al.,
(2003) mostraram que hormonios, natural e sintético, sio acumulados e retidos por membrana
de nanofiltragdo, podendo ser aplicada especialmente em dgua potdvel. A oxidacdo por
ozOnio, permanganato de potdssio e fotocdtalise por oxido de titdnio degradam DE
efetivamente. A ozonizagdo da 4gua do Lago de Zurich degradou 99% de EE2. O

permanganato de potdssio decompOs a mistura de 2-4diclorofenol, nonilfenol e Bisfenol A em
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60 minutos. O processo de fotocatdlise por TiO, recentemente tem mostrado que degrada

alguns DE, como E2, BPA e 2-4 diclorofenol. Os DE (E2, EE2 e BPA) foram mais

efetivamente degradados utilizando UV/H,O, quando comparado com a fotdlise UV

(ROSENFELD et al. 2004).

Em extensivo estudo feito recentemente por CHOI et al. (2006). Que tinha por

objetivo avaliar a remo¢do de NP e BPA através de experimentos em ETA piloto, usando

varios tipos de processos de tratamento de 4gua,

removidos eficientemente por oxidag¢do ou por carvao ativado granulado ( tabela 8).

Tabela 8. Comparagdo de remogdo NP e BPA em ETA piloto (CHOI et al. 2006).

Tempode Remogcdo Remocgdo
Processos de Tratamento de dgua

contato NP BPA

Coagulacio, sedimentacao e filtragao 4a7% 0a3%
Oxidag@o por ozonio : 1 mg Os/L 7 minutos 89% 60%
>4mgO;/L 7 minutos 100% 100%

Oxidagdo por cloro: 1 mg CL,/L 5% 58%
> 5mg Cl,/L 7 minutos 100% 100%
Ozonizacdo / Cloracdo: 4mg O3/L+5mg Cl,/L 7 minutos 100% 100%
Adicao de CAP: 3 a 10mg/L 15 minutos 40% 25 %
Coluna de CAG 5 minutos 100% 100%

Fonte: CHOI et al. 2006

observou-se que esses DE podem ser
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3.7. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE DISRUPTORES ENDOCRINOS
EM AMOSTRAS AQUOSAS

A presenca de disruptores enddcrinos em concentragdes muito pequenas, na faixa de
ng/L e pg/L, requer técnicas analiticas muito avancadas e sdo um desafio para muitos
pesquisadores. Métodos analiticos publicados sdo freqiientemente baseados na extracao por
fase solida (EFS), derivatizacao e deteccdo por CG/EM, CG/EM/EM ou CLAE/EM/EM. A
EFS € uma técnica de extracdo relativamente simples, e que requer pequenas quantidades de
solventes. Geralmente sdao usados cartuchos ou discos de extracdo, comercialmente
disponiveis, com uma variedade de adsorventes, tais como, C;s, resina de copolimero
poliestireno (ENV), silica, alumina B. A EFS nao € s6 uma técnica de extracdo, mas também

de concentragdo dos componentes.

Nos dltimos anos, vdrias técnicas t€ém sido desenvolvidas para analisar substancias
estrogénicas naturais e sintéticas em matriz aquosa (mostradas na Tabela 9). A Cromatografia
Gasosa ou a Cromatografia Liquida seguida da Espectrometria de Massa sao as mais utilizadas
e propostas para monitoramento desses estrogénios em agua. Tanto uma como a outra tém
mostrado boa eficiéncia de recuperacdo (80 a 90 %). Entretanto, observa-se que o limite de
deteccao da cromatografia liquida € menor do que a gasosa. A cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) € uma técnica de micro anélise e, dependendo do detector empregado, pode

quantificar massas de componentes inferiores a IO'ISg (CIOLA, 2000).

A presenca desses micropoluentes em outros tipos de amostras ambientais, tais como,
lodo bioldgico e sedimentos, dita a necessidade do desenvolvimento de técnicas que muitas
vezes necessitam de etapas de extracdo com solvente, purificacdo (normalmente com silica
gel), cromatografia de permeacdo em gel e/ou EFS dos componentes antes de serem
analisados em técnicas cromatogriaficas como CG/EM, CG/EM-EM ou CLAE/EM
(JOHNSON et al. 2000, MOL et al. 2000)
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Tabela 9: Relacdo de metodologias analiticas para identificar e quantificar estrogénios

naturais e sintéticos

. ) Técnica Recuperacao. L.D.
Autor Extracao Limpeza .
Analitica (%) (ng/l)
Desbrow
1 Met./H -EM-EM 79 — 2
(1998) C18 et./H,O CG 9-85% 0,
Coluna de
1 -EM-EM 74 — 2-
Termes (1999) CI8 Silica Gel cG 86 % 0.5
SBD-XC pol.
Belfroid (1999) divinil C18/NH, CG-EM-EM 88 -98 % 0.1-0.6
benzeno
Kelly(2000) C18 CG-EM-EM 20 a 25
Mol (2000) SPE-C18 CG-EM 50 a 300
Xjao-Yao Met/ acet.
B-X -NCI-EM 4-11 2
(2001) SOB-XC Met./dgua CG-NC 8 6% 0,
L a (2000
agani (2000) | gpp carbono LC-MS-MS 84 - 95 % 1,0
Metanol
Alda (2000) C18 ctane LC-DAD-MS 89 - 96 % 50
Acetonitrila
M. Serrat 50
1 A itril LC-DAD-M
(2000) C18 cetonitrila C S
Agua/met.
PE- , LAE-EM-
Johnson (2000) | SLE-Cabono | ¢ Cesmico | © 8997 % 0,2 20,25
grafite EM
Baronti (2001) Agua/meanol. | CLA-EI-EM-
SPE-Carbono |- ¢k rmico EM 89-90% 0,008 2 0,03
grafite
Kuch (2001) C18 CG-EM 67—-79 % 0,02 a 0,05
Acetona/ CLA-EI-
Beck(2005) SPE metanol EMEM 75-91% 0.02a1.0
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A literatura (BILA, et al 2007, FERRERO et al. 1997, TYLER et al.1999) também
relata o uso de técnicas bioldgicas na identificacdo e quantificacdo de estrogénios naturais e
sintéticos, tais como ensaios de imunoadsor¢do enzimdtica (ELISA) e radioimunoensaio
(RIA). O ensaio ELISA, que € baseado no uso de antigenos, tem sido descrito como um
método altamente sensivel e seletivo para andlise de estrogénio e outros disruptores
enddcrinos em ambientes aqudticos. O ensaio ELISA € usado em conjunto com técnicas de
extracdo, como EFS, para aumentar seu limite de deteccdo. Recentemente, estdo sendo
desenvolvidos outros métodos analiticos baseados em imunoensaios para monitorar

estrogénios e pesticidas em amostras de dgua, tal como um bio-sensor optico.

Extracdo em fase sdlida (EFS) seguida da determinagcdo cromatografica gasosa
acoplada a espectrometria de massa CG/ES ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM-EM) € método muito utilizado devido sua
sensibilidade e seletividade. O detector EM/EM, € mais seletivo: produzindo um sinal com

menor ruido.

3.7.1 Extracao em Fase Solida (EFS)

Hoje em dia a extracdo em fase s6lida € um dos instrumentos mais poderosos € mais
empregados para extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes
complexas, permitindo que concentragdes muito baixas sejam detectadas. Esta técnica é
mais avancada quando comparada com a extragdo liquido-liquido, principalmente com
relagdo a redugdo da quantidade de solvente da amostra envolvida em cada extragdo, e
envolve menor risco de erros operacionais. Além disso, muitos analitos polares, tais como,
produtos de degradacdo de micropoluentes organicos nao podem ser extraidos. Uma
conseqiiéncia disso € que EFS tem sido utilizada cada vez mais, inclusive em métodos
oficiais, como os recomendados pela Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos .
A extracdo em fase solida € usualmente empregada com o propdsito de isolar um ou mais

analitos (substancias desejadas) presentes em matriz complexa. O formato mais popular em
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EFS € o cartucho (figura 6). Uma seringa pldstica (usualmente de polipropileno) é
empregada, dentro da qual o material de empacotamento (sorbente) fica retido entre dois
filtros de polietileno; a parte inferior do cartucho é afunilada e apresenta uma extensiao que

se encaixa em um dispositivo para efetuar vacuo.

Polipropileno «——— Reservatério

PG SUPU—

grau médico

Disco de poligtileno
(20 ym)

Sorbente —————+

Disco de polietileno
(20 pm)

Figura 6. Cartucho tipico empregado em EFS ( LANCAS, 2004).

Além do formato cartucho, hd vérios outros para EFS, incluindo discos, fibras e

placas, mostrados na figura.

e Sl

Cartucho

{verséo inicial)

Fibra
(SPME)

Cartucho i

Figura 7: Formatos empregados em EFS ( LANCAS, 2004)
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Os materiais utilizados como sorbente em EFS sdo similares aqueles empregados em
cromatografia liquida. Assim, materiais tais como silica gel, alumina, silicato de magnésio
(florisil), carvao ativado, polimeros e fases baseadas em silica quimicamente ligada como Cg,
por exemplo, (LANCAS, 2004 e CIOLA, 2000) sdo amplamente empregadas. A escolha da
fase sdlida apropriada depende da natureza do analito de interesse e da matriz na qual ele se

encontra.

Atualmente, a EFS ¢ amplamente empregada em todo mundo, sendo utilizada
principalmente na preparagdo de amostras para andlises por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa. A maioria das aplicacoes utilizando EFS esta na
determinacdo de tragos de contaminantes organicos em agua, analise de efluentes, amostragem
de poluentes em dguas residudrias (BARONTI er al. 2001, MOL et al. 2000). A ampla gama
de aplicacdes da EFS é possivel devido a diversidade e versatilidade dos materiais contidos
nos dispositivos de extragdo, permitindo diferentes modos de operagdo e diversos mecanismos
de separacdo. Como limitagdes para a EFS podem ser citados o alto custo de dispositivos
comerciais (manifolds), o custo dos dispositivos de extragdo (cartucho, disco), a

impossibilidade de reaproveitamento dos cartuchos quando aplicados a matrizes complexas.

Em geral, os procedimento para SFS envolvem de 3 a 4 etapas:

1-Ativagdo do sorvente (fase solida do cartucho) para deixar os sitios ativos
disponiveis e condicionamento do cartucho com solvente adequado (0 mesmo que serd

utilizado para fazer elui¢do), para ajustar as forcas do solvente de eluicdo com o sorvente;

2-Introducdo da amostra, em que ocorre a reten¢do do analito e, as vezes, de alguns

interferentes;

3-Limpeza do cartucho (lavagem com outro solvente), para retirar os interferentes

menos retidos que o analito (quando necessario);

4- Eluicdo e coleta do analito. A figura 8 mostra esta seqiiéncia de extracao.
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Figura 8: Esquema das etapas do procedimento da extracdo em fase s6lida (LANCAS 2004).

3.7.1.1. Modo de Operacao da Extracao em Fase Solida

Os principais modos de operacdo em EFS segundo Lancas (2004) sdo: Concentragdo

de analitos, isolamento de analitos, isolamento de matriz e estocagem de amostra.

Concentracao dos Analitos (enriquecimento)

O objetivo principal € passar, através do cartucho, um grande volume de amostra a fim
de aprisionar somente o analito, deixando passar o solvente e os interferentes. Em etapa
seguinte, elui-se o analito de interesse com pequena quantidade de solvente, de forma que o
analito coletado esteja bem mais concentrado que na amostra original. Este tipo de
procedimento € muito comum na anélise de amostras de interesse em quimica ambiental, nas
quais, usualmente, o analito encontra-se extremamente diluido (micropoluentes em &dgua
potavel). Apds a etapa de concentracdo, a amostra estard em um nivel de concentracio

apropriado para ser analisada diretamente por uma técnica analitica adequada.

Isolamento do analito (Clean-up)

Neste caso, o objetivo principal ndo é o de concentrar a amostra , mas, sim, isolar o

analito de interesse dos interferentes da matriz. A amostra original pode ja ser concentrada o
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suficiente para andlise por uma técnica apropriada, mas os constituintes da matriz poderdao
interferir no processo de andlise. Um exemplo tipico de aplicacdo do clean-up é na andlise e
residuos de agrotéxicos em alimentos ou em 4gua. Como se trata de uma matriz muito
complexa, com centenas de compostos quimicos presentes, é necessario isolar o pesticida dos
outros componentes presentes no extrato, antes da medida analitica. A concentracdo dos

analitos ou o clean-up da amostra pode ser efetuado em um mesmo procedimento.

Isolamento da matriz.

Neste procedimento o objetivo € reter na fase s6lida os interferentes da matriz, em vez
de o analito de interesse (0 qual passa direto com o solvente da amostra). O analito é coletado

em frasco pra andlise e os interferentes sdo retidos no cartucho, no qual é eliminado.

Estocagem de amostra

Este procedimento € bastante empregado para andlise de amostras que se encontram em
local distante do laboratério analitico. Um exemplo tipico € a andlise de dgua de rio, lago e
mar localizados a grandes distancias do laboratério em que se desenvolve o estudo. Neste
caso, os cartuchos sdo transportados até a fonte de dgua e procede-se a primeira etapa da
andlise no local, que consiste em passar a dgua através do cartucho, de forma a reter os
analitos de interesse. Apds essa etapa, o cartucho contendo o analito de interesse é armazenado
em baixa temperatura e transportado até o laboratério de andlise. E importante realizar estudo

preliminar para conhecer a estabilidade do analito de interesse no cartucho a ser empregado

(tempo de estocagem, temperatura, natureza do cartucho, etc.)

3.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria

de Massa (CLAE-EM).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a mais nova e mais importante

técnica de separacdo de componentes de uma mistura. A CLAE utiliza instrumentos muito
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sofisticados que podem ser totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que
emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase
moével que € eluida sob altas pressdes. Ela tem capacidade de realizar separagdes e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras,
em poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS et al., 1997). O
detector € o olho do sistema cromatogréafico, que mede as mudancas de concentracdo ou a

massa dos compostos da amostra que estd deixando a coluna.

3.7.2.1 Espectrometro de Massa (EM)

A espectrometria de massa € uma das técnicas mais importantes de andlise molecular
devido ao seu potencial de fornecer informacdes de massa molar, bem como estrutura do
analito. A base da espectrometria de massas € a produgdo de fons, que sdo subseqiientemente
separados ou filtrados, de acordo com sua razdo massa/carga (m/z) e detectados. O resultado é

um grafico de abundancia relativa dos fons produzidos em fun¢do da massa/carga (m/z).

O espectrometro de massa € um instrumento sofisticado e € constituido basicamente das
seguintes partes/etapas: introducdo da amostra, fonte de ioniza¢do, muitas vezes denominada
interface, analisador de massas (ou filtro e massas), deteccdo de ions e aquisi¢cdo de dados

através de processamento de dados (QUEIROZ, 2001), como esquematizado na figura 9.

Entrada da
amostra

Fonte de .| Analisador | Detector
ions de massas de ions

[ I

Pré-vacuo Alto vacuo

de dados

1
1
1
1
[}
1 | Tratamento
|
1
[}
1

Figura 9 - Diagrama do principio de operacdo de um espectrometro de massa
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A amostra injetada no EM ¢é ionizada pela fonte de fons. A ionizacdo do analito pode
ser realizada de varias maneiras, sendo que os principais métodos sao impacto de elétrons (EI)
e ionizagdo quimica (CI). Os ions formados sdo analisados de acordo com sua razio
massa/carga pelo analisador de massas. Os mais comuns sdo: quadrupolo (triplo quadrupolo),

setor magnético “ion trape”, (quadupolo “ion trape”), “time of flight” (quadrupolo TOF).

O analisador quadrupolo trata-se de 2 pdlos positivos e de 2 podlos negativos
posicionados simetricamente e flutuantes na freqiiéncia de radio (RF ~ 1,2 MHz). Os ions que
forem acelerados dentro deste campo elétrico mover-se-do de forma helicoloidal e somente

sairdo deste setor as massas que forem moduladas pela RF.

A deteccdo de fons € feita por meio de um tubo multiplicador de elétron, que determina
a intensidade do feixe de elétrons. Uma enorme quantidade de dados é gerada pelo EM e
programas computacionais altamente avancados s3o necessdrios para aquisicdo e

processamento de dados (QUEIROZ 2001).

3.7.2.2 Espectrometria de Massa em CLAE-EM/EM

O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
espectrometria de massa (EM) tem sido estudada ha 25 anos e as vantagens iniciais que
incentivaram o desenvolvimento desta técnica multidimensional sdo ( NIESSEN 1999):

a-O espectrometro de massa € um detector universal para CL;

b-Potencial para andlise de compostos ndo volateis;

c-Potencial para andlise de compostos termolabeis;

d-Evita a necessidade de derivatizagdo do analito;

e-Baixos limites de deteccdo;

f-Identificacdo ndo ambiguas dos analitos;

g-Avaliagdo de pureza de picos.
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A ionizagdo de elétron (EI) e a ionizagdo quimica (CI) requerem que a amostra esteja
no estado gasoso, ao passo que CL e CL/EM sio especialmente interessantes para analitos nao
volateis. Isto introduziu técnicas suaves de ionizagdo com “Fast-Atom Bombardment” (FAB),
“Thermospary” e “Electrospray” e mais recentemente o “Matrix-Assisted Laser
Dessorption” (MALDI). Como resultado, a ioniza¢do dos analitos ndo € considerada mais um
problema. Para resolver a incompatibilidade da vazdo, uma variedade de solucdes técnicas foi
desenvolvida: as interfaces da CL/EM. A interface é um dispositivo colocado entre a CL e EM
e serve para remover o solvente e transferir a amostra para fonte de fons. As principais
interfaces utilizadas para andlise de substancia polares sdo: “Thermospray” (TS), “Particle
Bean” (PB); lonizacdo a pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure lonization- API):
“Electrospray” (ES), lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (Atmospheric Pressure

Chemistry lonization- APCI), e “lonspray” (IS) ( NIESSEN 1999).

As interfaces baseadas na ionizacdo a pressdao atmosférica, ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e “electrospray”(ES) , sao as mais utilizadas no acoplamento CL/EM,
devido uma série de vantagens, tais como facilidade de operacdo, baixo limite de detecgao,
confiabilidade, robustez e ampla faixa de aplica¢cdes. A interface ES € a mais usada atualmente
para introducio de liquido no cromatdgrafo de massa. E uma técnica simples e elegante, que
opera a pressdo atmosférica e a temperatura moderada. Provavelmente, ¢ a técnica de

ionizag@o mais suave para CL/EM. Além, disso possui limite de detec¢do, em geral, melhor

que as demais técnicas e em geral de facil operacdo e manutencdo (QUEIROZ).

O processo “electrospray”(ES) pode ser dividido em trés passos: nebulizacdo da
solucdo da amostra em gotas altamente carregadas, liberacdo dos fons das gotas, transporte dos
fons da regido da pressdo atmosférica para a regido de alto vacuo do analisador de massas EM.
A nebulizacao do liquido ocorre devido a aplicagdo de um campo elétrico alto resultante da
diferenga de potencial, normalmente de 3-6 kV, entre um capilar e um contra-eletrodo. O
mecanismo de acdo tem sido bastante debatido, e o mais aceito € que a ionizagdo resulta da
evaporacao das moléculas neutras do solvente acompanhado pelo aumento da forca do campo
elétrico na superficie da gota. a instabilidade induzida pelo campo, conduz a formagao de um

jato de liquido, na superficie da gota, de onde sdo emitidas pequenas microgotas também
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carregadas (explosdes couldombicas). Este processo de evaporagdo na superficie das gotas
continua até certo campo elétrico critico, quando se acredita que comega a emissdo direta de
ions dessolvatados das micro gotas. A evaporacdo € estimulada pelo uso de um gds contra

corrente (aquecido) ou por aquecimento capilar.

Na prética, o mecanismo de ionizacdo “electrospray” dos analitos € mais complexo
ainda, pois além da evaporacdo dos fons pré- formados nas microgotas, também ocorrem
reacOes ns fase gasosa e este fendmeno tem um importante papel no processo de ionizagdo
(QUEIROZ 2001) Na interface “electrospray” deve-se utilizar tampdes com pH alto para fons

negativos e pH baixo para ions positivos (dependendo do pKa do analito):

Modo fon positivo RNH3+ HA — RNH;" + A~
Modo fon negativo RCOOH +B: — RCOO™ *+ BH'

O APCI € uma técnica complementar a ES para analitos menos polares e pode ser
utilizada a fase normal. Entretanto, ¢ menos adequada para compostos termicamente instaveis
e ndo tolera altas quantidades de acetonitrila e tampdes com alta forca idnica. Nesta interface,
o efluente da coluna é pneumaticamente nebulizado em tubo aquecido (ago inoxiddvel ou
quartzo), onde a evaporacao do solvente € quase completa. O efluente nebulizado através do
tubo aquecido € arrastado por fluxo adicional de géas (N2). A mistura aquecida de solvente e de
vapor € entdo introduzida na API. A ionizacdo quimica a pressdo atmosférica € iniciada por
elétrons de uma agulha (corona de descarga ) e ions reagentes para a ionizacdo dos analitos
gerados:

e + N 5 N+ 2¢
N, + solvente — (solventetH)" + N,

(solvente+H)* + A — (A+H)" +solvente

A formacao do fon positivo pode ser obtida por transferéncia de préton (doagdo) ou
reacdo de troca de carga, enquanto no modo fon-negativo, pode ser obtida devido a abstracdo
de préton, anexacdo de anions ou reacdo de captura de elétrons. Subseqiientemente, os ions

sdo enviados em direcdo ao alto vdcuo do EM para a andlise (QUEIROZ, 2001).
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A figura 10 mostra o esquema de um espectrometro de massa triploquadupolo. Na fonte
de ions ocorre a ionizacdo do composto e eliminacao dos contaminantes (mesmo em amostras
com grande carga de contaminantes). Em seguida, os fons sdo colimados e dessolvatados em

uma célula de alta pressdo (Qo) e transportados para os analisadores (Q;. Qz, Q3).

Fonte Interface de fons
de gas N,  dessolvatados
ionizacio T T Qo Q Q; Cel.de colisiio Q3  Detector

Cunain Orifice o1
Piate

Source QJet” lon Guide Q0 High Pressure Cell ST al §72 102 LINAC* Collision Cell | la3sT3 Q3 EXITLENS  DETECTOR
|

o= Curtain Gas™ Interface

Figura 10: Esquema do sistema de espectrometria de massa triploquadrupolo API 5000.

A técnica de CLAE-EM/EM vem se destacando devido a sua alta especificidade
analitica quando utilizada em modo “Multiple Reaction Monitoring” (MRM), no qual os
analisadores de massas Q1 e Q3, selecionam os fons precursor e produto, respectivamente,
definindo uma transicdo de m/z especifica. Neste modo, o segundo quadrupolo (Q2) funciona
como uma cela de colisdo, onde os ions precursores selecionados de acordo com as razdes m/z
em QI, sdo fragmentados por dissociacdo induzida por colisdao (CID), apds colisdes com um
gds inerte sob uma energia especifica. Otimizando o detector para tal experimento (MRM),
contendo mais de uma transicio para o mesmo ion precursor, gera-se um método

confirmatdrio. Assim sendo, o emprego desta técnica fornece informacdes referentes a

(&

retencdo do composto na coluna, as transicdes monitoradas e ao sinal proporcional
concentracdo do analito, que permitem atingir niveis de confiabilidade e sensibilidade.

(JUNIOR et al,, 2006).
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3.7.3. Validacao de Metodologia

E impossivel realizar uma andlise quimica de forma em que os resultados estejam
totalmente isentos de erros e incertezas Assim, € necessario minimizar estes erros € estimar
sua grandeza com exatiddao aceitdvel. A validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003). Assim, quando se desenvolve uma
metodologia cromatogréfica, devem ser realizados testes para verificar a sua confiabilidade,

exatiddo e precisao, de forma a confirmar sua adequacao ao uso pretendido.

Os principais pardmetros de validacdo sdo: seletividade, linearidade, sensibilidade,
precisao, exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacio e robustez. A otimizacio
dos parametros preparacdo da amostra e das condi¢des cromatograficas € essencial para
obtenc¢do de bons cromatogramas, com uma linha de base ausente de ruidos (o qué significa
auséncia de interferentes) e com uma boa separacdo de picos. Essas caracteristicas sio

expressas pela seletividade ou especificidade.

A seletividade pode ser obtida através da avaliacdo com detectores modernos (arranjo
de diodo, espectrometro de massa) que comparam o espectro do pico obtido na separacdo com
o de um padrio e utiliza-se isto como uma indica¢do da presenga do composto puro (RIBANI
et al., 2004). A seletividade também ser pode ser obtida pela comparacdo entre uma anélise
em branco da matriz e a matriz fortificada, sendo que nesse caso nenhum interferente deve

eluir no tempo de retencao dos analitos de interesse (MELO 2003).

A linearidade ¢ a faixa ou intervalo de concentracdo no qual o sinal produzido pelo
detector é diretamente, ou através de uma transformacdo matemdtica bem definida, é
proporcional a concentracdo dos analitos na amostra (MELO, 2003). Em outras palavras, a
linearidade é a medida de quanto uma curva, obtida para respostas versus concentracdo, se

aproxima de uma linha reta, ou seja, quao bem os dados se ajustam a equacao linear:

Y=ax + b
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Onde y € a resposta cromatografica em termos de drea do pico ou altura do pico, se ele
Ce,” 4 (193]

for simétrico, “x” é a concentracdo e “a” ¢ o coeficiente angular (inclinag¢do), e ” b” o

coeficiente linear (interseccao).

O coeficiente angular da curva (a) representa a sensibilidade do método. Quanto maior
o angulo de inclina¢do da reta, maior serd a variacao do sinal em relagdo a pequenas variagdes

de concentragdo e maior serd a sensibilidade do método.

A exatidao e a precisao determinam, respectivamente, o erro € o desvio da andlise e
sdo critérios mais importantes para o julgamento do desempenho de um método analitico. A
precisao reflete a variagdo dos resultados quando repetidas andlises sdo feitas em uma mesma
amostra, em idénticas condi¢des de teste. O valor numérico usado € o coeficiente de variacao
(CV).

CV(%) =s/X . 100

Em que s = estimativa do desvio padrdo absoluto e X = média das medidas em replicata.

De acordo com a ICH (“International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use”) a precisdo deve ser
medida em trés diferentes niveis: repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutividade. A
repetitividade corresponde ao resultado obtido através de vdrias reprodugdes de um método,
nas mesmas condicdes, em curto intervalo de tempo (precisdo intra-ensaio). A precisao
intermedidria expressa o efeito das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como
diferentes dias, analistas, equipamentos, etc. A reprodutibilidade se refere aos resultados de

colaboracdo entre laboratérios (RIBANI er al. 2004 ).

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
e um valor aceito como referéncia. A exatidao também pode ser expressa com porcentagem de
recupera¢do de quantidades conhecidas do analito adicionadas ou fortificadas na matriz limpa
da amostra (branco). Portanto, recuperacdo € a relacio entre a concentragdo determinada para
uma amostra fortificada e a concentragdo adicionada no processo de fortificacdo e ela é

expressa como porcentagem:
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concentragdo medida do analito
Recuperacgio (%) = % 100

concentracdo inicial do analito

O limite de quantificacao é a menor concentragdo do soluto que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitdveis nas condi¢cdes experimentais e geralmente € expresso em

unidades de concentracao.

O limite de deteccao representa a mais baixa concentracdo da substdncia em exame
que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade utilizando um determinado

procedimento experimental.

A robustez refere-se a confiabilidade de uma andlise com relacdo as variagdes nos
parametros do método. A robustez de um método analitico € o nivel de reprodutibilidade dos
resultados dos testes obtidos pelas andlises de algumas amostras sob uma variedade de
condi¢cdes normais de teste, tais como diferentes laboratdrios, diferentes analistas, diferentes
instrumentos, diferentes lotes de reagentes, diferentes dias, etc” (US Pharmacopeia
Convention, 1999). Algumas variagdes tipicas sdo tempo de extracdo, pH e/ ou composi¢do da

fase movel, diferentes colunas, temperatura e vazao.

3.8.Estrutura e propriedades fisico-quimicas dos DE avaliados neste trabalho

Os estrogenos naturais (E1, E2, e E3), sintético (EE2) e xenoestrogénio p-nonilfenol
sdo composto organicos hidrofébicos ambiguos, cujo destino € importante no ambiente
aqudtico ( YAMAMOTO et al, 2003) .

Os disruptores endocrinos 17 estradiol (E2), 17a etinilestradiol (EE2), estrona (E1),

estriol (E3) e nonilfenol (NP) tém baixa solubilidade em dgua (0,8 a 13 mg/L), sdo
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moderadamente hidrofébicos (log kow 2,6 a 4,0), acidos fracos (pK, 10,05 a 10,23) como

mostra a tabela 10 e ndo sdo volateis.

Tabela 10: Propriedades fisico-quimicas dos DE avaliados

NOME E2 EE2 E1l E3 NP

Férmula molecular CigH 240, | CyoH405 | CigH2 0O, | CigH405 | Ci5sH40
Peso molecular 2724 296,41 270,37 288.4 220,15
Solubilidade em dgua | 3,85 mg/L | 19,1 mg/L | 30mg/L | 30,2mg/L | 1,66 mg/L
pKa 10,23 10,21 10,4 10,05 10,55

Log Kow 4,0 3,67 1.88 2,45 5,76

Fonte: YAMAMOTO et al, 2003 e SCHAFER et al. 2003

Os estrogenos 17 estradiol (E2), estrona (E1), estriol (E3) e 17 a etinilestradiol (EE2)
possuem férmula estrutural semelhante: sdo moléculas tetraciclicas contendo um anel
aromatico ligado ao OH ( grupo fendlico). A diferenca entre eles estd nos grupos que estdo

ligados ao menor ciclo (ciclopentano), como mostra a figura 11.

O estrona difere do estradiol porque tem um grupo carboxilico (C=0) ligado no

ciclopentano (cadeia ciclo com cinco carbonos) ao invés de um grupo hidroxilico.

O estriol tem dois grupos hidroxilicos ligados ao ciclopentano, enquanto que o 17 a

etinilestradiol tem um grupo etinil € um grupo hidroxilico ligados ao ciclopentano.

O 4-nonilfenol apresenta o o grupo fendlico figado a uma cadeia aberta de nove

carbonos, como mostra a figura 11.
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Figura 11: Estruturas dos DE estudados neste trabalho (BILA 2007. MOL et all., 2000)
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Material e método

*“Sejam fortes nao temam!

Seu Deus vira para salva-los...

Entao, agua irromperao no ermo e riachos no
deserto, a areia abrasadora se tornara em lago
a terra seca em fontes borbulhantes”.

Isaias 35: 4,6,7.
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4. Material e método

4.1. Local de estudo

O estudo foi desenvolvido em sistemas que utilizam o Rio Atibaia como manancial,
mais precisamente nas ETA 3 e 4 de Campinas e na ETA 2, de Sumaré, sendo os pontos de

coleta melhor descritos a seguir.

4.2. Descricao Geral da Bacia do Rio Atibaia

O Rio Atibaia, de onde a SANASA-Campinas retira a 4gua para ser tratada nas ETAs 3
e 4, estd inserido na Bacia do Rio Piracicaba e € considerado um dos mais importantes
mananciais com vistas ao abastecimento publico da regido. A Bacia do Rio Piracicaba possui
area de drenagem igual a 11.400 km2. Quanto a usos do solo, as pastagens cobrem 57% da
area da bacia (40% cultivadas) para rebanho de corte e leite; o uso para agricultura também é
significativo, predominando o cultivo de cana-de-actcar e café, seguidos pela fruticultura
(citricos) e milho, além de hortifruticultura; existem nesta bacia também areas urbanas
densamente ocupadas, abrigando importante parque fabril do Estado de Sao Paulo. A Bacia
do Rio Piracicaba abrange a drea declarada, por decreto estadual, como Area de Protecdo
Ambiental de Piracicaba. Os usos da dgua incluem: abastecimento publico e industrial;
afastamento de efluentes domésticos e industriais e irrigacao de plantacdes. Entre as principais
atividades industriais da regido estdo: papel e celulose, alimenticias e sucro-alcooleiro, téxtil,

curtumes, metalirgicas, quimicas e refinarias de petréleo (SANASA 2007,CETESB 2007).

Quanto as fontes de polui¢do, o Rio Atibaia recebe ao longo de seu percurso esgoto
doméstico de 10 municipios e efluentes industriais. Em conseqiiéncia destas descargas,
apresenta-se continuamente em desconformidade para os parametros coliformes fecais e
fosforo total, bem como para os seguintes metais: cddmio, chumbo, cobre, niquel e zinco

(CBH - PCJ, 2006)
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4.3. ETA 3 e 4 de Campinas

O municipio de Campinas possui drea territorial de, aproximadamente, 796 km?2,
ocupada por uma populacdo urbana de 1.027.273 habitantes, tendo sistema publico de
abastecimento de dgua atendendo cerca de 98% da mesma.(SANASA 2007). O mesmo possui
uma vazao outorgada de 5,100 m3/s, da qual capta atualmente uma vazao efetiva de 3,42 m3/s,
que € usada, para o abastecimento publico e privado. Campinas utiliza como mananciais o Rio
Atibaia (95% da vazao total) e o Rio Capivari e dispde de cinco estacOes de tratamento de
adgua: ETA 1 e ETA 2 (no bairro do Swift), ETA 3 e ETA 4 (em Sousas) e ETA 5 (no
rioCapivari), que juntas tratam até 4.530 L/s. Sendo que a ETA 3 e 4 sdo as duas maiores
estacOes de tratamento de dgua, responsdvel por grande parte do abastecimento deste

municipio, como mostra a figura 12.

(= ARADASan"é:Emaﬁov

jos abastecidos pa!as ETas A & 2 E.

0 Resensatarios abastecidos pelas ETAS 347

@ Recervatorios abastecidos pela ETA Capivari o

A CapitagSo Atibaia em fase de istalagdo para teles o
Rodovias dewso Urbano HL % ok Ty P

'=Rodomas— de iEo Me(ioﬁdrﬁt'ann i

Foia s Bandsiantss -

Figura 12: Mapa do sistema de producao e distribuicdo de dgua de Campinas. (SANASA 2007)
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A sociedade de abastecimento de dgua e Saneamento (SANASA), é o 6rgao
responsavel pelo abastecimento de 4gua de Campinas. A figura 13 mostra a foto aérea da ETA

e 3 e 4 que é um dos pontos de coletas.

Figura 13: fotografia aérea da ETA 3 e 4 em Sousas (SANASA)

No ponto de captacdo ( Figura 14), a dgua bruta passa por gradeamento e caixas de
areia, em que ficam retidos os materiais grosseiros, sendo em seguida recalcada por meio de

bombas para a entrada das ETAs.

Figura 14: Fotografia aérea do ponto de captacdo das ETAs 3 e 4
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Ambas estagdes compartilham um sistema tnico de pré-tratamento, no qual se faz a
a pré-cloracdo e adicdo de carvdo ativado em pé a dgua bruta (quando € necessdrio ). O carvao
tem a finalidade de remover as substincias organicas causadoras de cor, sabor e odor e,
eventualmente, algas. Este produto €, entdo, parcialmente removido em pré-sedimentadores, a
montante da unidade de mistura rdpida. O Sulfato férrico ou policloreto de aluminio (PAC)

sdo utilizados utilizados como coagulante.

O valor do pH de floculagao € 7 quando se utiliza o PAC e 6,3 quando o coagulante
€ o Sulfato férrico. Nesta faixa de valores, a precipitagdo de ferro e manganés fica facilitada.
Uma grande parcela do manganés € proveniente, como impureza, do préprio coagulante. A

coagulacdo ocorre predominantemente no mecanismo de varredura.

Os decantadores na ETA 3 sdo do tipo convencional (duas unidades) com raspadores
continuos de lodo e os da ETA 4 sdo do tipo laminar, com placas planas paralelas (duas
unidades). Nestes, a remoc¢do do lodo ocorre pela descarga automadtica. As unidades de
decantacdo antecedem os dezesseis filtros rapidos por gravidade. O meio filtrante é composto
por antracito e areia. Os filtros operam por taxa declinante, seu sistema de lavagem € com ar e
dgua em sentido contra corrente. A dgua de lavagem de filtros € recirculada, apds equalizagdo,

para o inicio do tratamento.

A 4agua clarificada, dos decantadores, recebe aplicacdo de CaO, antes das unidades de
filtracdo . Ap6s a filtragdo, ocorre a aplicacdo de amonia para formacdo de cloraminas e a
adicao de fldor (H, SiFe). A dgua tratada vai para um reservatério para ser distribuida. A figura

15 mostra o diagrama do processo de tratamento de d4gua na ETA 3 e 4 de Campinas.

As coletas das amostras da dgua bruta foram feitas em ponto anterior ao ponto de

cloragdo e as coletas da dgua tratada foram feitas na saida da caimara de contato.
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Figura 15: Diagrama do processo de tratamento da ETA 3 e ETA 4 - SANASA.

® indica o local onde as amostras foram coletadas.

4.4. ETA II - SUMARE

O municipio de Sumaré possui area territorial de, aproximadamente, 153 km?, ocupada
por uma populagdo urbana de 222.230 habitantes, sendo que 98% da mesma sdo atendidos por
sistema publico de abastecimento de dgua ( DAE 2007).

Nao foi obtida a informacdo quanto a vazao outorgada para o municipio de Sumaré,
mas o mesmo capta diariamente uma vazao efetiva de 0,767 m3/s, sendo este volume ofertado
para abastecimento com uma vazao de 0,713 m?3/s, frente a uma demanda de 0,713 m3/s, que é
usado para o abastecimento publico e privado. Sdo trés as captacOes de Sumaré: ETA 1 capta
no Horto Florestal e Represa do Marcelo (Vila Miranda), ETA 2 no Rio Atibaia e pogos.

A ETA 2 de Sumaré constitui o segundo local de estudo e estd localizada a rua

Lindauro Parmegiani s/n° - Parque Itdlia — Nova Veneza. O 6rgdo responsével pelo tratamento

é o Departamento de Agua e Esgoto (DAE) do municipio de Sumaré. A ETA foi inaugurada
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no dia 16 de junho de 1992, e capta do rio Atibaia, em Paulinia. = O DAE trata 963 m3/h,
sendo que 755 m’/h sdo oriundos do rio Atibaia, portanto esse manancial abastece grande

parte (78,4%) do municipio de Sumaré (DAE 2007).

O sistema de tratamento adotado pela ETA II de Sumaré também é convencinal
modificada, com pré e pés cloragdo, similar ao da ETA 3 e 4 de Campinas. Na entrada da
ETA, a 4gua é recebida em uma caixa de chegada e através de canaletas passa por Calha
Parshall ( medidor de vasdo ). Faz-se o pré tratamernto com pé6 de carvdo ativado ( se
necessdrio) e cloragdo. A corre¢do do pH € feita com hidréxido de cédlcio. O coagulante
utilizado € o sulfato de aluminio (Al, (SO,);), 0 valor do pH de floculacdo estad na faixa 6,4 a
6,7. As duas unidades de decantacdo sdo do tipo convencional e os raspadores de lodo
continuos, onde € adicionado cal hidratada para corrigir o valor do pH, seguindo-se a filtracao
com filtro simples de camada de areia. O sitema de lavagem € similar ao de ETA 3 e 4.
Ap6s a filtragdo € feita cloracdo e por fim e fluoretagdo (H, SiFg) . A figura 16 mostra o

esquema do sistema de tratamento usado pela ETA II de Sumaré.

Al (SO4)x H, SiF «

CaOH CaOH

Ch, Cl,
Ri Coagulacao S q
io v .| Floculaciio R Filtracao v istema de
Atibaia ® "| Sedimentacdo g ® distribuiciao

Figura 16: Diagrama do processo de tratamento da ETA 2 de Sumaré.

® indica o local onde as amostras foram coletadas.
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4.5. Materiais

Os matériais utilizados para a realizacao deste trabalho foram:
Reagentes e Solventes

Metanol, grau HPLC , Tédia

Acido férmico, P. A. Merck..

Diclorometano, EM Science, grau HPLC.

Padroes

Estrona 99% Sigma

B-Estradiol 98% Sigma

17aEtinilestradiol 98% Sigma

Estriol 99% Sigma

4- nonilfenol- Supelco

Material para EFS

Cartuchos para extracido em fase sélida

Supelclean LC 18, 12mL, 2000 mg - SUPELCO

Papel filtro: Fibra de vidro GF 52-C — SeS.

Sistema de extracdo em fase sélida.

Bomba de vdcuo marca Nova Técnica.

Material de vidro

Pipeta volumétrica de 1 mL- Laborglass.

Baldo volumétrico 10 mL- Laborglass

Baldo volumétrico 1L- Laborglass.

Frasco ambar de 15 mL.

Frascos coletores ambar 5 L.

Equipamentos

Balanga Analitica Sartorius CP2250 - 0,0000mg.

Bomba de vécuo.

Espectrometro de massa : triplo quadrupolo API 5000 ™
HPLC Agilente 1100- Applied Biosystems.

Coluna Symetry C18 (Waters, Milford, Massachussets, EUA) com dimensdes de 50mm de

comprimento e 4,6mm de didmetro interno, com particulas de 3,5um.

79



Capitulo 4 Material e método

4.6. Estratégia experimental

A estratégia experimental adotada pode ser dividida em 4 etapas: Estudos preliminares
(1), otimizacdo e validagdo do método cromatografico e espectrométrico (CLAE/EM/EM) (2),
otimizacdo e validacio do método da extracdo em fase Solida (3) e identificacdo e

quantificacdo dos analitos (4).

4.6.1. Etapa 1: Estudos preliminares

Inicialmente, foi planejada uma coleta mensal no periodo de um ano, em 6 pontos de
trés ETA de diferentes localidades (Valinhos, Campinas e Sumaré). Porém, devido a
dificuldades financeiras e logisticas, optou-se pelas ETA 3 e 4 de Campinas e ETA 2 de
Sumaré. Para se fazer as extragdes foi necessdrio montar um sistema de vicuo de vidro com
seis saidas, com frasco retentor de liquido ao centro (figura 20), devido quantidade de

amostra utilizada ( 4L).

As amostras simples de dgua bruta e 4gua tratada foram coletadas em frascos ambar de 4
litros, em duplica e armazenadas na geladeira por 24 a 36 horas, tempo necessdrio para se
fazer as extracOes em fase sélida, nos meses de dezembro , janeiro e marco. As amostras de
dgua bruta foram filtradas primeiramente em papel filtro comum e depois em papel 0,45 pm

da Schleicher & Schuel, por trés vezes.

As extracoes foram feitas baseadas em procedimentos descritos na literatura
(BARONTTI 2000): os cartuchos do tipo octadecil, posicionados no sistema de extragdo foram
condicionados com: 10 mL de diclorometano/metanol 80:20, SmL de metanol, 20 mL de dgua
destilada, tomando-se cuidado para ndo secar os cartuchos. Em seguida, as amostras foram
percoladas através dos mesmos, a uma vazao média de 1 a 10 mL por minuto. As amostras de
dgua bruta entupiam os cartuchos e mesmo a vicuo, passaram muito lentamente pelos
mesmos, isto ocorreu devido a escolha errada do meio filtrante e foi corrigido mais tarde

usando filtros de fibra de vidro .

80



Capitulo 4 Material e método

Devido a dificuldades de método de analise (CLAE-MS-MS) os cartuchos foram
guardados em freezer até a otimizacdo dos mesmos ( na etapa 2). A eluicdo dos analitos dos
cartuchos foi feita com 15 mL de diclorometano/metanol 80/20 v/v em frascos de cor ambar
de 20mL. Secou-se as solucdes em gds Nitrogénio a temperatura ambiente. Em seguida,
dissolveu-se em 1mL de metanol e transportou-se as amostras para o centro de quimica e meio
ambiente no IPEN- USP, em Sdo Paulo, para serem analisadas por cromatégrafo CLAE-MS-

MS.

4.6.2. Etapa 2: Otimizacao e validacio do método de anilise : CLAE/EM/EM

A técnica utilizada para andlise das amostras de dgua é a CLAE-EM/EM.
Atualmente, este é um dos equipamentos mais sensiveis para analisar amostras

bioanaliticas complexas, projetado para baixo limite de deteccao.

Software de analise CLAE EM/EM - API 5000 -Triploquadrupolo

Figura 17. Equipamento de espectrometria de massa acoplado a CLAE

As andlises foram realizadas em sistema CLAE/EM/EM empregando um cromatdgrafo

liquido de alta eficiéncia Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha)
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equipado com bomba quaterndria, sistema degaseificador, amostrador automdtico com
controle de temperatura e forno de coluna termostatizado, acoplado a um espectrometro de
massas _ triploquadrupolo API 5000™ (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canadad)

apresentado na Figura 17.

4.6.2.1.Condicoes de analise do sistema CLAE/EM/EM

Espectrometro de massas

O analito foi ionizado na fonte de fons Turbo V™ operada como TurboIonSpray®
(electrospray) no modo de fons negativos.O capilar do electrospray foi mantido em -4500 V e
a temperatura de 650°C foi aplicada nos “turbo heaters” para dessolvatagdo da amostra e
evaporacao da fase mével. Nitrogénio foi utilizado como cortina de gdas de dessolvatagcdo
(“Curtain Gas”) a pressdo de 15 psi na fonte de fons e como gés de colisdo na célula LINAC™
(Q2) a pressdao equivalente a um set point de 6 u.a. (unidades arbitrdrias). Ar sintético
ultrapuro foi utilizado como gis nebulizante e como gas secante na fonte de ionizagdo, ambos
a pressao de 55 psi. Os analitos foram otimizados através da infusdo de uma solucio de 200 ng
mL™’ preparada em metanol/agua (50/50, v/v) com 5,0 mmol L' de acetato de amdnio, sob

fluxo de 10 uL min™".

Todas as andlises foram realizadas em modo de Monitoramento de Reagdes Muiltiplas
(MRM - otimizagdo do equipamento para analisar o ion precursor) selecionando 2 transicdes
de m/z para o analito, exceto para o nonilfenol. Um “dwell time” de 100 ms foi empregado
para monitoramento das transi¢des dos analitos com um tempo de pausa entre transicoes de 5

ms.

Os quadrupolos Q1 e Q3 foram operados em resolugcdo unitdria (0,7 +/- 0,1) e o
potencial de entrada do quadrupolo QO foi de 10 V durante toda a otimizacdo e andlises
(figura 18).

As aquisicdes e o tratamento dos dados foram realizados utilizando o software Analyst,

versdao 1.4.2. O potencial do orificio (DP), a energia de colisdo (CE) e o potencial de saida da
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cela de colis@o (CXP) sdo parametros otimizados para cada transicdo de m/z dos analitos no

modo MRM e sdo mostrados na tabela 11, a figura 18 mostra a regido onde € aplicada essa

energia para otimizacdo de cada transicao.

Ionizacdao  Interface Analisador de massas Deteccdo
Qo iy
Eﬁ?ﬁ A— - }5_ Ll , ﬁ :f?"cm
..... + =1 o : = |
Bq QJet” lon Guide Q0 High Pressure Call ST a1 T2 102 LIAC" Ci n Cell Q3872 as EXITLENS DETECTOR
DP CE CXP

Figura 18: Esquema do sistema de espectometria de massas triploqudrupolo API 5000

Tabela 11. Pardmetros otimizados para os analitos no modo MRM.

Analitos Transicao DP CE CXP
(m/z) V) (eV) (V)
Nonilfenol 219,1>106.0 -120 -30 -39
269,0>143.0 -92 -43
Estrona -130
269,0>145.0 -54 -53
271,0>143.0 -88 -45
Estradiol -155
271,0>145.0 -58 -51
287,0>143.0 -90 -43
Estriol -155
287,0>145.0 -60 -47
295,0>143.0 -84 -49
Ethynylestradiol -150
295,0>145.0 -62 -49
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE)

Os analitos foram cromatografados em uma coluna Symetry C18 (Waters, Milford,
Massachussets, EUA) com dimensdes de 50mm de comprimento e 4,6mm de didmetro
interno, com particulas de 3,5um. A coluna analitica foi mantida sob temperatura de 20°C
durante as andlises e um volume de 20uL da amostra foi injetado no LC-MS/MS.

A fase moével consistiu de solugdo aquosa de acetato de amdnio a concentracao de 5,0
mmol L' (Fase A) e uma solugdo contendo metanol/dgua (95/5, v/v) com adicdo de acetato de
amonio a concentragcdo de 5,0 mmol L! (Fase B). As amostras foram injetadas em sistema de

gradiente de elui¢do, apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Gradiente de eluicao utilizada na CLAE

Evento Ten.lpo Fluyfo B A B
(min) (uL min™) (%) (%)
Equilibrio 3 700 80 20
1 1 700 10 90
2 5 700 0 100
3 8 700 0 100

Os Limites de Quantificacdo e Detec¢do dos DE em estudo foram determinados

considerando-se uma razao sinal/ruido igual a 3 e 10, respectivamente.

4.6.3. Etapa 3: Otimizacao e validacio do método da extracao em fase sélida

Numa segunda etapa deste trabalho empregou-se procedimentos adotados pela USEPA
(1997) e nos descritos por GHISELLI (2006) para extracdo em fase sélida, adaptando e
otimizando-o como mostra o fluxograma da figura 19.

Filtrou-se em filtro de fibra de vidro 0,45um (da marca S & S) 4,0 litros da amostra da

dgua tratada e 1 litro de 4gua in natura sob vécuo. O cartucho foi condicionado com 10 mL de
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metanol e 5 mL de dgua. Apds a percolagdo, os analitos foram eluidos com 10 mL de metanol.
Em seguida, o volume do eluido foi reduzido até secura em ambiente de nitrogénio. Apds a
secura, redissolveu-se os analitos em 5 mL de metanol e, em seguida, foram analisadas por

CLAE-MS-MS.

Amostra
1L bruta e 4L tratada

Filtracao a vacuo
Filtro de fibra de vidro 0,45nm

y

Condicionamento: 2
10mL MeOH —] [
5ml H,0

S

y

Eluicao dos analitos
10 mL de MeOH

y

Reducao de volume
até secura - fluxo de N,

y

Redissolucao
SmL MeOH

y

Analise
CLAE-MSMS

Figura 19: Fluxograma para EFS empregando cartuchos C18
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4.6.4. Procedimento e preparo das amostras para recuperacoes

Preparo das solugoes padrao

Solucdes padrio foram preparadas pesando-se em uma balanga de precisdo
(£0,0005mg) 2 mg de cada analito (E, E2, EE2, E3 e NP) e dissolvendo em um baldo
volumétrico com um pouco de metanol, e completando-se até 10 mL. A concentracdo das
solucdes padrdo resultantes foi de 0,2mg/mL. A operacdo foi repetida para se obter solugcdo
padrdo de concentracdo 0,5mg/mL e 1mg/mL Essas solu¢des, chamadas de solugdes estoque,
foram transferidas para frascos individuais ( vidro ambar com tampa de teflon). As solugdes
estoque foram preparadas para cada andlise realizada. As solucdes trabalho foram obtidas
misturando-se 1 mL de solucdo estoque individual de concentracdo conhecida (0,2mg/mL,
0,5mg/mL e 1mg/mL), fazendo-se dilui¢cdes sucessivas dessa nova solucdo até a concentracao

de 2ng/mL, 5 ng/mL e 10ng/L.

Fortificacao das amostras
O procedimento de fortificacdo consistiu em adicionar 1 mL (pipeta volumétrica) de
solucdo trabalho de concentracdo 2ng/ml em um baldo volumétrico de um litro, completando

com 4gua destilada. A operagdo foi repetida para as concentragdes de Sng/LL e 10ng.

Condicionamento do cartucho
Os cartuchos comerciais de marca Supelco LC-18 empregadas nos ensaios foram
fixados ao sistema de extracdo em fase sdlida e condicionados com 10 mL de metanol

seguidos de SmL de 4gua destilada.

Percolacao e eluicao dos analitos.

Apd6s o condicionamento do cartucho, as amostras fortificadas foram percoladas
(passadas pelo cartucho) numa vazdo média de 3mL/min. Apds a percolagdo, eluiu-se os
analitos com 10 mL de metanol. O eluido foi coletado em frasco de cor ambar de 15 mL. Em
seguida, este volume foi reduzido até secura em nitrogénio. Depois de seco, foi redissolvido

em 5 mL de metanol. Os frascos foram fechados hermeticamente, colocados em isopor com
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gelo seco e levados para o Centro de Quimica e Meio Ambiente do IPEN-USP para andlise
CLAE-MS-MS.
A recuperagdo, uma medida da eficiéncia do processo de extracdo dos compostos de

interesse, foi obtida em duplicata para todas as extra¢des avaliadas.

4.6.5. Etapa 4: Identificacao e quantificacio dos analitos

Ap6s validacdo dos métodos de andlise e de extragdo em fase solida, foram
realizadas trés coletas (em duplicata) em frasco ambar de 4,5 litros em: 14/08, 27/08 e

03/09 de 2007.

Material e método da extracao em fase sdolida da agua in nature e tratada

Foram coletadas amostras durante trés semanas consecutivas, os horarios de
coleta e as condi¢des climdticas sdo mostrados na tabela 13. A coleta da dgua tratada
foi feita apos o tempo de detengdo: 1,30 h na ETA de Sumaré e 3,00 h na ETA de

Campinas, a razio dessa diferenca € que Campinas trata um volume maior de agua.

Tabela 13: Data, hora, clima e vasao no instante da coleta

Data ETA Vasao Hora da coleta Clima
L/s Inatura tratada

14/08/07 | Sumaré 440 9:05 10:35 £es
14/08/07 | Campinas | 2.453 10:00 13:00 83
27/08/07 | Sumaré 440 12:15 13:45 £es
27/08/07 | Campinas | 2.883 10:00 13:00 83
03/09/07 | Sumaré 430 10:45 12:15 £S5
03/09/07 | Campinas 2.919 9:00 12:00 £eS
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ApOs as coletas as amostras de dgua in natura e tratadas (4,5L ) coletadas nas ETA
de Campinas e de Sumaré foram guardadas em geladeira . Filtrou-se 1 litro da dgua inatura
duas vezes em filtro de fibra de vidro 0,45um (da marca S & S). As amostras (in natura)

foram adicionadas a um baldo volumétrico de 1 litro.

Figura 20: Sistema de EFS da amostra in natura - ETA Campinas e Sumaré em duplicata.
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Os cartuchos foram fixados no sistema de extracdo (sistema de vacuo de vidro com seis
saidas, com frasco retentor de liquido ao centro) e condicionados com 10 mL de metanol e 5
mL de dgua destilada. Em seguida, sem deixar o cartucho secar, iniciou-se a percolacio das 4
amostras de 1 litro (2 da ETA de Sumaré e 2 da ETA de Campinas), figura 20. Apds o
condicionamento dos cartuchos, com metanol e dgua destilada, as amostras tratadas foram

pré-concentradas pela percolacdo de 4 L de 4gua, como ilustrado na figura 21.

Fd J
£ / I 1 \

Figura 21: EFS : 2 amostras da ETA Sumaré, 2 amostras ETA Campinas e 1 amostra

fortificada.

Depois que todas a amostras foram percoladas nos cartuchos, foi feita a eluicdo dos
analitos, com 10 mL de metanol, num fluxo médio de 1 mL por minuto, em aparato mostrado

na figura 22.
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Figura 22: Sistema de eluic@o dos analitos percolados no cartucho.

Ap6s a eluicdo dos analitos no cartucho, cada amostra foi transferida para um frasco
ambar de 15 mL. A secagem das amostras foi feita com nitrogénio liquido num periodo de
4,30 horas. Os frascos foram fechados hermeticamente, colocados em isopor com gelo seco e
levados para o Centro de Quimica e Meio Ambiente do IPEN-USP para anélise por CLAE-
MS/MS.

No capitulo seguinte sdo apresentados e discutidos os principais resultados assim obtidos

para os disruptores enddcrinos investigados.
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* Temam a Deus e glorifiquem-no,
pois chegou a hora do seu juizo.
Adorem aquele que fez os céus, a
terra , o mar e as fontes d’agua”.

Apocalipse 14:7
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinagdao dos DE, inicialmente baseou-se o método de extracdo em
BARONTTI et al (2000). As amostras foram coletadas em duplicatas e transportadas
imediatamente para o laboratério e guardadas em geladeira. Primeiramente, passaram-se as
amostras de dgua bruta, duas vezes em membrana filtrante (ME 25/21-STP da S&S) . Os
cartuchos entupiam ao se fazer a percolacdo, mesmo quando as amostras eram filtradas por
quatro vezes. Entretanto, quando se utilizou micro filtro de fibra de vidro (GF 52-C marca
SeS) este problema foi sanado. Num periodo de 48 horas todas as amostras eram percoladas
no cartucho e guardadas em freezer, enquanto se fazia a otimizagcdo do método de anélise por
CLAE/EM/EM. Foi necessdrio encontrar uma coluna que fosse adequada para anélise de todos
DE em estudo, o que dificultou e atrasou o trabalho mais do que o previsto. Portanto, quando
se analisou as amostras nenhum dos DE em estudo foi detectado, devido ao longo tempo de

estocagem (seis meses).

5.1 Validacao da metodologia CLAE/EM/EM

A segunda etapa do trabalho iniciou-se com a otimizacdo do método analitico
CLAE/EM/EM. As Figuras 23 a 27 apresentam os espectros de massas EM/EM de solugdes
padrdo obtidos durante a otimizagdo e selecao dos fons produtos a serem utilizados no modo
MRM. O pico mais abundante € o do fon precursor dos DE (sdo as moléculas de E1, E2, E3,
EE2 e NP desprotonados: [M—H]") os demais picos sdo fragmentacdes caracteristicas para

cada um dos DE estudados.
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Figura 23. Espectros de massa EM/EM do padrdo do composto estrona (E1), obtido

Figura 24.
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em ionizagdo por eletrospray no modo de ions negativos.
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Espectros de massa EM/EM do padrdao do composto estradiol (E2), obtido em

ionizagdo por electrospray no modo de ions negativos.
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Figura 25. Espectros de massa EM/EM do padrao do composto estriol (E3), obtido

ionizacdo por electrospray no modo de ions negativos.
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Figura 26. Espectros de massa EM/EM do padrao do composto etinilestradiol (EE2),

obtido em ionizac¢do por electrospray no modo de ions negativos.
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Figura 27. Espectros de massa EM/EM do padrdo do composto nonilfenol (NP), obtido

em ionizagdo por electrospray no modo de ions negativos.

O espectrometro de massas foi otimizado em modo MRM, pois o emprego desta
técnica fornece informagdes referentes a retencdo do composto analisado na coluna, as
transi¢des monitoradas e ao sinal proporcional a concentracio do analito, que permitem atingir

niveis de confiabilidade e sensibilidade.

Estabelecidas as condicdes de ionizacdo, seguidas da eluicdo dos compostos em
coluna de fase reversa, conforme descrito na parte experimental, obtiveram-se o0s

cromatogramas das amostras padrao mostrados nas figuras 28 a 32.

No espectro de massa do nonilfenol ( figura 27), o fon de m/z 219.0 [M-H] € o
precursor. No cromatograma do Nonilfenol (figura 28), apenas uma transi¢ao foi monitorada e
¢ indicada pela cor azul (m/z 219,1>106,0), com tempo de retencdo de 6,61 minutos na

coluna cromatogréfica.
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Figura 28. Cromatograma do composto Nonilfenol (NP) em concentracio de 0,50 ng/ mL

(transicao: m/z 219,1>106.,0).

Nas figuras 29 a 32 as cores azul e vermelha nos cromatogramas indicam as duas
transicOes monitoradas para os demais compostos padrdo. As transi¢des m/z 269.0>145.0 em
azul e m/z 269.0>143.0 em vermelho monitoradas para o estrona, podem ser vistas na figura

29 com um tempo de retencdo de 3,82 minutos.
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Figura 29. Cromatograma do composto Estrona (E1 ) em concentragao de 0,25 ng/mL

(transig¢des: m/z 269.0>145.0 em azul e m/z 269.0>143.0 em vermelho).
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Pode-se observar que o estradiol apresenta tempo de retencdo de 3,78 minutos, o

estriol 3,21 minutos, e o etinilestradiol foi de 3,69 minutos.
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Figura 30. Cromatograma do composto Estradiol (E2) a concentrac¢do de 5,0 ng/ mL

(transi¢des: m/z 271.0>145.0 em azul e m/z 271.0>143.0 em vermelho).
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Figura 31. Cromatograma do composto Estriol (E3) a concentracdo de 1,00 ng/ mL

(transi¢des: m/z 287.0>145.0 em azul e m/z 287.0>143.0 em vermelho).
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Figura32: Cromatograma do composto Etinilestradiol (EE2) a concentracio de

1,00 ng/ mL (transicdes: m/z 295.0>145.0 em azul e m/z 295.0>143.0 em vermelho).

O cromatograma mostrado na figura 33 demonstrou a ausé€ncia destes compostos na
dgua destilada e, por este motivo, a mesma foi utilizada como branco para fortificacio e teste

de recuperagdo do método.
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Figura 33: Cromatograma do branco utilizado para as fortificagdes
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Ap6s a otimizagdo do método de andlise, otimizou-se o método de extracdo em fase
sOlida. Inicialmente, fortificou-se amostras de 1 litro e 4 litros em concentragdes de 2,0 e 0,5
ng/L, respectivamente, e observou-se que a recuperacdo era semelhante na fortificagdo
quando se trabalhava com 1 litro ou 4 litros, como mostra a tabela 14. De inicio, ndo foi
detectado o nonilfenol, sendo necessdria a otimizacdo do método para determinacdo das

concentragdes do mesmo.

Tabela 14: Recuperacio dos analitos na fotificacdo 2,0ng/L e (0,5ng/L).

Recuperacao (%)
Fortificacdo El E2 E3 EE2 NP
F1 - 1 litro (2,0ng/L) 104 124 111 73 N/A
F2 - 4 litros (0,5ng/L) 104 139 110 79 N/A

Depois da otimizacdo do método analitico para o nonilfenol, repetiram-se as
fortificacOes em triplicata, nos niveis de 10,00 e 50,00 ng L", como mostra a tabela 15.
Algumas recuperagdes apresentaram resultados exagerados, como 4.120% de NP, 1.830% de
E1 ou 1.330 de E3. Ao procurar descobrir razdo de tais resultados tao discrepantes, verificou-
se que a pipeta automatica, que foi utilizada na redissolu¢do das amostras extraidas apds

secagem ndo estava devidamente calibrada.

Tabela 15: Recuperacao dos analitos na fortificacdo 10 ng/L e 50ng/L.

. Recuperacao (%)

Fortificacao

El E2 E3 EE2 NP
F1 A-10ng/L 102 145 86,3 123 N/A
F1 B-10ng/L 182 308 287 129 4120
F1 C-10ng/L 143 170 114 149 25,1
F2 A-50ng/L 140 105 54,2 99,4 80,9
F2 B-50ng/L 120 99,7 44,1 87,8 103
F2 C-50ng/L 1830 105 1330 97,5 242
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Ao fazer as recuperacOes seguintes, foi tomado o cuidado de usar somente pipetas
volumétricas, por ndo se dispor de pipetas automdticas devidamente calibradas. Os resultados
das recuperagdes (tabela 16.) estdo dentro dos intervalos aceitdveis para andlise de tragos, que
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20% (RIBANI et al., 2004) e
revelam a efici€éncia do método de extragdo em fase sélida, ou seja, a exatidao do processo . O

fato de ndo verificar a calibracdo da pipeta automatica utilizada, redundou em perca de tempo

e material.

Tabela 16: Recuperacdes dos DE apds otimizacdo da metodologia

Recuperacao (%)
Fortificacao El E2 E3 EE2 NP
Fl 135 111 118 123 132
F2 96,6 100 100 94,7 87
F3 94 92,5 85,5 122,5 78
Média 108,4 101,6 100 1134 99

Estes resultados sdo compativeis com estudos realizados por KIM et al (2007) que
obteve 68 a 112% de recuperagio , BECK er al (2005) foi de 78 a 91% , BARCELO 1999
foi de 78,8 a 100% e BARONTI 2000 foi de 87 a 90%.

Os Limites de quantificacdo (LOQ) e de deteccdo (LD) para as mostras de dgua bruta

e tratada sdo mostradas na tabela 17.

Tabela 17: Limite de detec¢do e quantificagao.

Agua tratada (4 L) Agua Bruta (1L)
DE LOQ(ng/L) LD mg/L) | LOQ(ng/L.) LD (ng/L)
El 0,03 0,01 0,125 0,04
E2 0,65 0,21 2,5 0,83
E3 0,15 0,05 0,5 0,16
EE2 0,65 0,21 2,5 0,83
NP 0,3 0,01 1,25 0,41
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As curvas de calibracdo para o nonilfenol, estrona, estriol, estradiol e etinilestradiol sdo

apresentadas na figura 34.
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Figura 34. Curvas analiticas tipicas de calibracao dos DEs estudados.

102



Capitulo 5 Resultados e Discussao

5.2. Determinacao de DEs nas aguas bruta e tratada das ETAs de
Campinas e Sumaré.

Ap6s otimizagdo do método CLAE-EM/EM, foram coletadas as amostras de dgua
bruta e tratada das ETAs de Campinas e Sumaré e feitas as extragcdes, conforme descrito no
capitulo anterior. As figuras 35 e 39 apresentam os cromatogramas das amostras de dgua
bruta coletada em 14/08/07. A figura 35 apresenta os cromatogramas padrao do nonilfenol
(NP) , o ion produto no cromatograma da amostra de dgua bruta com tempo de retencio é

6,59 minutos confirma a presenca de NP .

740 6.81

roo Padrao NP

650
600

I
> L M\M\Nt ) MMNMZWMLM A MWMM%WAWMM , A
B XIC of -MRM {13 pairs): 219.1/106.0 amu... Max. 1.0e5 cps.
6.59
» 1.00e5 219>106 |4
o
Q
= 5.00e4
7]
£ 1
= 0.00 - - -
2 4 6
Time, min

Figura 35: Cromatogramas do Padrio e das amostras da 4gua bruta de Campinas, com a

presenca de nonilfenol (coleta em 14/08/07).
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A presenca das transi¢des tipicas monitoradas no modo MRM (padrdes) fundamenta a

presenca dos DE estudados. O cromatograma da amostra de dgua bruta de Campinas (figura

36) apresenta a presenca do fon produto com tempo de detencdo de

confirmando a presenca do 17 B Estradiol (E2).
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Figura 36: Cromatogramas do Padrio e das amostras da 4gua bruta de Campinas, com a

presenga del7 B Estradiol (coleta em 14/08/07).
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Estas amostras apresentaram

a presenga do 17 a Etinilestradiol (EE2), que foi

confirmado pelas transi¢do tipica m/z 295,0>145,0 com tempo de detencdo de 3,69 minutos,

mostrado na figura 37..
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Figura 37: Cromatogramas do Padrio e das amostras da 4gua bruta de Campinas, com a

presenca de 17 a Etinilestradiol (coleta em 14/08/07).
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A presenca de Estrona (El) e Estriol (E3) também foi confirmada através das

transicdes tipicas apresentados na figura 38 e 39..

:jzz Padrio - El
é 800
B XIC of -MRM (13 pairs): 269.0/145.0 amu... Max. 3.6e4 cps.
3.78 —
o  3.6ed '
=1 — 5| 2695145
&
[
=
2
= 0.0— e -
2 4 6
Time, min

Figura 38: Cromatogramas do Padrio e das amostras da 4gua bruta de Campinas, com a

presenca de Estrona (coleta em 14/08/07).
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3.21
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Figuras 39: Cromatogramas do Padrdo e das amostras de 4gua bruta de Campinas, com a

presenca de Estriol (coleta 14/08/07).
]

As amostras de dgua tratada coletadasc em 14/08/07 na ETA de Campinas, foram
analisadas e também mostraram a presenca de Estradiol (E2), Estrona (El), Estriol (E3),

Etinilestradiol (EE2) e nonilfenol (NP), conforme os cromatogramas mostrados na figura 40.
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Figura 40.:Cromatogramas das amostras de dgua tratada de Campinas ( coleta-14/08/07)

Nas amostras de dgua bruta e tratada da ETA de Sumaré, também foram detectados

todos os DE objeto deste estudo, os cromatogramas sdo mostrados na figuras 41 e 42.
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Figura 41: Cromatogramas das amostras da d4gua bruta da ETA de Sumaré (coleta- 14/08/07.
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Figura 42: Cromatogramas das amostras da dgua tratada da ETA de Sumaré (14/08/07)
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Os resultados das andlises das amostras coletadas em 27/08/07 e 03/09/07 mostram a
presenca de E1,E2,E3 e de NP, na 4gua bruta e tratada. Entretanto, pode-se observar que os
cromatogramas ndo apresentam o fon produto que caracteriza a presenca de EE2 (pico
caracteristico das transi¢des tipicas com tempo de deten¢@o 3,69 min). A presenca de um fon
produto ndo tipico ( com tempo de retencdo 3,99) mostra um provavel isdmero do EE2, mas
por falta de material disponivel ndo foi possivel fazer um estudo para identificar tal composto.

Todos os cromatogramas obtidos neste trabalho podem ser vistos no Anexo.

Os resultados das amostras coletadas em duplicata das ETAs de Campinas e Sumaré
estdo sumarizados na tabela 18. A presenca de El na amostra de dgua bruta (Campinas e
Sumaré) foi detectada em concentracdes entre 0,15 e 11,6 ng/L. Este resultado € similar aos
obtidos por XIAO et al. (2001), em amostras de dguas de superficie (0,2 a 8,5 ng/L), SHURE
et al (2003), ( 2,3 ng/L) e TERMES et al (1999) (0,7 a 1,6 ng/L), na Alemanha. KOLPIN et al
(2002) em rios dos EUA observaram uma concentracdo média de 27ng/L. Estudos realizados
recentemente por GHISELLI (2006) mostraram concentracdo muito maiores em agua da
regido de Campinas, sendo de 3,5 pg/L (Ribeirdo Anhumas) e 5,0 pg/L (Ribeirdo Pinheiros),
nas dguas do Rio Atibaia e captacdo da ETA-3 e ETA-4, o composto E1 esteve-se abaixo do
limite de detec¢do. As amostras da dgua tratada mostram concentragdes muito baixas de El,
sendo que em duas amostras de dgua da ETA de Campinas ele foi detectado (cromatogramas
mostra picos caracteristicos da transi¢ao 269>145 ), mas ndo quantificado por estar abaixo do
limite de quantificacdo (ver tabela 18). Observa-se ainda que o tratamento removeu de 70 a

99% desses micropoluentes.

O E2, um hormonio de alta poténcia estrogénica, foi detectado em todas as amostras de
agua analisadas. As concentracOes nas amostras de dgua bruta estiveram entre 3,00 e 9,07
ng/L.e da dgua tratada 0,78 1,48 ng/L. Outras investigagdes realizadas mostram resultados
similares, os de SNYDER et al (1999) e KOLPIN et al (2002), que obtiveram concentracdes
entre 0,2 e 9,0 ng/L em 4gua de superficie dos EUA e os de XIAO et al (2001) que detectaram
concentracdes entre entre 0,5 e 7,0 ng/L nas dguas de rios ingleses. J4, estudos em dguas de
superficie na Alemanha mostraram uma maior concentracao de E2 em alguns pontos de: 0,2

a 29 ng/lL (SHURE et al, 2003), e 0,2 a 2,1 ng/L.em 4gua tratada(KUCH et al ); porém,
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GHISELLI (2006) obteve concentracdes mais elevadas ainda 2,38 a 6,0 pg/L entretanto a
autora afirmou que o procedimento adotado para a determinagdo das concentracdes nio era

totalmente efetivo para intervalos restritos (ng/L).

Tabela 18: Concentracdes média (ng L) dos DE obtidas para dguas das ETAs estudadas.

DE Data da Campinas Sumaré
coleta | Aouyabruta Aguatratada | Aguabruta Agua tratada
14/08/07 2,53 <LOQ 0,37 0,07
E1l 27/08/07 11,6 0,10 0,54 0,07
03/09/07 0,15 <LOQ 0,33 0,10
14/08/07 9,07 1,05 7,27 1,45
E2 27/08/07 3,00 0,78 5,25 1,48
03/09/07 4,31 0,95 6,66 1,02
14/08/07 3,93 1,24 5,16 1,48
E3 27/08/07 3,23 0,43 6,10 1,80
03/09/07 3,00 0,53 1,09 2,05
14/08/07 444 275 798 472
EE2 27/08/07 nd nd nd nd
03/09/07 nd nd nd nd
14/08/07 228 15,2 29 87
NP 27/08/07 3,7 1,35 9,01 4,0
03/09/07 17,05 2,89 3,34 11,85

LOQ limite de quantificacdo= 0,03ng/L para E1; nd= ndo detectado

As amostras de dgua bruta estudadas revelaram a presenca de estriol em concentracdes
de até 6,1 ng/L. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos realizados (SHURE et al,
2003, XIAO et al, 2001), que obtiveram concentracdes de 1,3 a 3,0 ng/L, e KOLPIN et al
(2002) que detectaram em média de 19 ng/L em seus estudos nos EUA.

No presente trabalho o hormdnio sintético EE2 s6 foi detectado nas amostras de dguas
brutas e tratadas coletadas em 14/08/07, em uma concentra¢do mais alta do que os demais DEs
em estudo. Outros estudos em dgua de superficie mostram diferentes concentragdes, tais
como: 73 ng/L (KOLPIN et al, 2002), 15 ng/L(TERMES et al, 1999) 0,2 a 0,5ng/L
(SNYDER et al., 1999) e 1,2 a 1,7ug/L. (GHISELLE, 2006).
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Uma possivel causa de ndo ter sido detectado EE2 nas amostras de 27/08/07 e 03/09/07
€ que elas foram simples. Entretanto por ndo ter disponibilidade de tempo e recursos nao foi
possivel verificar essa hipétese. A tabela 19 apresenta os resultados de todas as amostras

analisadas.

Tabela 19: Concentragdes (ng/l) dos DE nas duplicatas

e | o | o | m || o
14/08/07 CB1 2,15 9 3,60 456 338
14/08/07 cB2 2,91 9,14 4,26 432 118
14/08/07 CT1 <LOQ 1,05 1,24 275 15,2
14/08/07 SB1 0,31 6,61 6,97 805 32
14/08/07 SB2 0,43 7,92 3,35 792 26
14/08/07 ST1 0,06 1,48 1,52 461 82
14/08/07 ST2 0,05 1,42 1,44 484 92
27/08/07 CB1 11,4 3,64 4,49 nd 3,5
27/08/07 cB2 11,8 2,35 1,96 nd 3,8
27/08/07 CTH 0,11 0,82 0,44 nd 1,78
27/08/07 CT2 0,09 0,75 0,42 nd 0,93
27/08/07 SB1 0,58 5,55 6,94 nd 8,57
27/08/07 SB2 0,5 4,95 5,2 nd 9,46
2708/07 STH 0,07 1,25 1,37 nd 4.4
27/08/07 ST2 0,06 1,71 2,23 nd 3,6
03/09/07 CB1 0,14 5,1 3,88 nd 15,2
03/09/07 cB2 0,17 3,52 2,1 nd 18,9
03/09/07 CTH <LOQ 0,81 0,48 nd 3,07
03/09/07 CT2 <LOQ 1,08 0,59 nd 2,71
03/09/07 SB1 0,44 6,59 1,02 nd 3,37
03/09/07 SB2 0,21 6,63 1,16 nd 3,3
03/09/07 ST1 0,1 1,13 2,05 nd 12,68
03/09/07 ST2 0,11 0,91 2,04 nd 11,02

CB= Campinas bruta e CT=Campinas tratada; SB= Sumaré bruta e ST= Sumaré tratada; nd = nio detectada
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Os resultados e E3 e NP, obtidos nas amostras de Sumaré mostraram-se diferentes do
esperado, pois as concentracdes na dgua bruta das amostras coletadas em 3/09/07
apresentaram-se menores do que as de agua tratada (tabela 19). Segundo OEHME et al
(2002), quando se trabalha em nivel de traco, hd consideravel risco de contaminagdo e erros
sistemdticos causados pela adsorcdo, contaminagdo, reacdes de superficie e outros
interferentes. Linhas de transferéncia e processos de ionizacdo também podem causar erros
sistematicos. Todo procedimento analitico foi realizado com muito cuidado as vidrarias foram
lavadas trés vezes com detergente, o ultimo enxdgiie foi feito sete vezes com agua de torneira,
quatro vezes com agua destilada e mais uma vez com metanol (grau HPLC). A 4gua destilada
ndo estava contaminada, pois ela foi utilizada para fortificagdo e apresentou recuperacdo de
78%. A coluna ou o bico de injecao do cromatégrafo também nao estavam contaminados, pois
os cromatogramas do nonilfenol ndo apresentaram base do pico do ion de transicdo larga. Os
cartuchos utilizados foram novos e de marcas confidveis. Entretanto, o resultado obtido neste

estudo indica contaminacdo, provavelmente pela pipeta.

Nas amostras coletadas em Campinas, o nonilfenol foi detectado em concentracio
variada nas amostras de dgua bruta (17,05; 36,5 e 228 ng/L), como mostra a tabela 19.
Investigagdes t€ém mostrado concentracao de 0,1 a 3,7 pg/L em agua de superficie (KOLPIM
et al 2002; JOHNSON et al 2003; DING et al, 2001 e SNYDER et al, 1999). No estudo
realizado por GHISELLI (2006), em aguas do rio Atibaia, o nonilfenol estava abaixo do limite

de detecgdo (1,5 pg/L).

Os resultados obtidos para as amostras de dgua do Rio Atibaia (dgua bruta das
ETAs de Campinas e Sumaré) revelaram que as mesmas podem causar impacto em peixes,
pois estudos tem mostrado que a concentragdo téxica para estes organismos, dependendo da
espécie, varia de 0,1 a 488 ng/L para o EE2 ( HUTCHINSIN et al, 2005 ); de 1 a 10 ng/L para
o E2 (ROUTHLEDGE et al,. 1998; FOLMAR et a.l, 2000); de 10 a 50 ng/L para o El
(DESBROW et al., 1998, BILA et al., 2003) e de 8,3 a 85 nug/L para o NP (ROUTHLEDGE
et al, 1998, HARRIS er a.l, 1997).
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5.3. Avaliacao da remocao dos DEs nas ETAs de Campinas e Sumaré

O local das coletas na ETA, o tratamento das amostras e o esquema de tratamento nas
ETAs estdo descritos no capitulo anterior. Ressalta-se que as amostras de dgua bruta foram
coletadas antes do ponto de pré-cloracdo e as de agua tratada, na saida do tanque de contato,
isto é, apds a desinfeccao final.

A tabela 20 mostra as dosagens dos produtos utilizados durante o tratamento nas ETAs
no periodo em que foram realizadas as coletas. No tratamento de Campinas, nio foi usada cal
para correcao do pH, como € feito no tratamento de Sumaré, uma vez que o coagulante
(cloreto de polialuminio, PAC) néo necessita de corre¢do do valor de pH . Outra diferenga no

processo de tratamento € que a SANASA utiliza amonia anidra para fixar o cloro residual.

Tabela 20: Condicdes de operacdo das ETA estudadas no periodo das coletas

Condicoes de ETA Campinas (SANASA) ETA Sumaré (DAE)
operacao
14/08 as | 27/08 4s | 03/09 4s | 14/08 4s | 27/084s | 03/09 as
10.00h | 10.00h | 9.00h 9.00 h 12.15h 10.45h
Vazio (L/s) 2453 | 2883 | 2720 440 440 430
pH 6,9 6.9 7,0 6,3 6,3 6,6
Gis cloro (mg/L) 9.4 12,2 10 23,67 10,5 11,0
Cal - CaO. (mg/L) 18 15 16 _ _ -
Cal anidro - Ca(OH), _ B _ 32,5 32,5 19,7
Sulfato de aluminio (mg/L) _ _ _ 57,9 57,9 52
PAC (mg/L) 56 44 55 - _
Cal- pés (mg/L) _ _ _ 7,5 7,5 5,0
P6s-cloragao(mg/L) 1,9 2,2 3,3 - -
Amonia (mg/L) 1.2 1,6 1,8 - -
Acido Fluossilicico (mg/L) | 0,74 0,73 0,71 0,7 0,7 0,7
Cloro residual (mg/L) 3,3 3,9 3,3 2.5 4,0 4.5
pH - dgua tratada 72 7,0 72 7.2 7.0 7.1
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Observa-se que os tratamentos de ambas as estagcdes sdo bastante similares, assim como
os resultados obtidos. Os parametros de pH, turbidez e condutividade da dgua bruta de

Sumaré e Campinas sdo dados na tabela 21.

Tabela 21: Alguns parametros da dgua bruta coletada

Local Data Hora pH | Turbidez | Condutividade

ETA Campinas | 14/08/07 | 10,00 | 6.9 37 -

ETA Sumaré 14/08/07 | 9,00 6,6 13 0,23

ETA Campinas | 27/08/07 | 10.00 | 6.9 17 -

ETA Sumaré 27/08/07 | 12,15 |72 12 0,48

ETA Campinas | 03/09/07 | 9,00 7,0 22 -

ETA Sumaré 03/09/07 | 1045 |7.1 11 0.5

A tabela 22 apresenta a eficiéncia de remocao para cada amostra coletada nas ETAs.
O El foi o DE de menor concentragdao encontrado nas dguas analisadas € com maior remogao,
99% para ETA de Campinas e 79% para ETA de Sumaré, seguindo-se o E2, com eficiéncia de
remocao de 79% em ambas estagcdes. O tratamento mostrou ser eficiente também na remog¢ao
de E3 nas duas ETAs. O NP foi removido com eficiéncia de 82% na ETA de Campinas. Ja
em Sumaré, este valor foi de 55%. Entretanto, este é o resultado de uma sé amostra
(duplicata). Para EE2, a remocao nas estagdes de tratamento foi em torno de 40 % .
Coagulacdo, floculacdo, sedimentagdo e filtracdo geralmente ndo removem totalmente
0os compostos organicos em nivel de tracos; a remog¢do obtida nas estagdes de tratamento,
provavelmente, deve-se a oxidacdo com cloro.
Os resultados estdao em conformidade com estudos recentes (WESTERHOFF et al,
2005, CHOI et al, 2006), realizados em escala piloto, para verificar a remocao destes DE na

dgua, os quais mostram que El, E2, E3, EE2 e NP oxidam facilmente (90%), devido a

presenca de grupos hidroxilicos ligados ao anel aromatico.
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Estudos em laboratério tém revelado que a oxidagdo com cloro transforma os DE em
compostos clorados (HU et al, 2003, LEE et al, 2004), que podem ter alta atividade
estrogénica. O E2 em solucdo aquosa pode formar E2 monoclorado, E2 diclorado, El
monoclorado e E1 diclorado, com atividade estrogénica que pode ser igual ou maior que
estrona. Outra investigacdo mostra que a cloracdo em 4gua natural pode aumentar 2 ou 3 vezes
mais a atividade estrogénica do que o NP e E2 (ITCH et al, 2000). Portanto, a cloracdo pode
gerar produtos mais téxicos € mais persistentes, por isso € recomendada a remog¢do dos DE

antes da cloragdo.

Tabela 22: Resultado das concentracdes e remogdes dos DE estudados (ng/L)

ETA de Campinas ETA de Sumaré
DE Dc?)tlit:a Agua Agua ¢ Agua
bruta tratada Remoc¢ao | Agua bruta tratada Remocao
14/08/07 | 2,53+0,5 <LOQ - 0,37+ 0,08 0,070,007 81%
E1l 27/08/07 | 11,6 £0,3 | 0,10+ 0,01 99% 0,54+ 0,05 | 0,070,007 87%
03/09/07 | 0,15+0,02 <LOQ - 0,33+ 0,1 0,10+ 0,007 70%
14/08/07 | 9,07+0,9 | 1,05+0,04 88% 7,27+ 0,9 1,45+ 0,04 80%
E2 27/08/07 | 3,00+£0,3 | 0,78 £0,04 74% 525+ 04 1,48+ 0,3 72%
03/09/07 | 4,31£0,02 | 0,95+0,2 77% 6,66 £0,3 1,02+ 0,1 84%
14/08/07 | 3,93+0,4 | 1,24+0,04 68% 5,16 £2 1,44+ 0,05 59%
E3 27/08/07 323+ 1 0,34 £ 0,01 89% 6,10+ 1 1,80+ 0,5 70%
03/09/07 3,00+ 1 0,53 £0,07 82% 1,09 £0,09 | 2,05+0,007
14/08/07 444 £ 16 275+16 38% 786 +£9 472 +£9 42%
EE2 | 27/08/07 nd nd - nd nd -
03/09/07 nd nd - nd nd -
14/08/07 | 228 £ 155 152+ 11 93% 29 +4 87+7
NP | 27/08/07 | 3,65+0,2 1,35+0,5 63% 9,01+0,6 4,0£0,5 55 %
03/09/07 | 17,05+2 2,89+£0,2 83% 334£0,04 | 11,85+0,7

nd= nao detectado; LOQ = limite de quantificag¢do: 0,03 ng/L
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Os resultados da média das remocdes dos DE da dgua tratada nas ETAs de Campinas e
de Sumaré sao mostrados na tabela 23, e indicam a eficiéncia do tratamento para remog¢ao dos
DE em ambas estagdes. Embora os resultados do presente estudo indiquem que as ETAs de
Campinas e de Sumaré operam de forma eficiente para remocao da maioria dos DE estudados,

ainda restam tragos que podem ser significantes na dgua tratada.

Tabela 23: Média das concentracdes e remocdes dos DEs da dgua

Remocio Média (%) Concentracao média (ng/L)
resultante na agua tratada
DE Campinas | Sumaré Campinas Sumaré
El 99 79 0,03 0,06
E2 79 79 0,92 1,32
E3 79 65 0,70 0,62
EE2 38 40 275 472
NP 82 55 6,14 4,0

Os estrégenos esterdides (E1,E2,EE2) tem um  potencial para exercer efeitos
estrogénicos em nivel de 1ng/L. J4, o nonilfenol € estrogénico em concentracdo da ordem de
pg/L (ROUTHLEDGE et al, 1998 ). O E1, E2 e EE2 possuem uma alta poténcia estrogénica
enquanto que o NP e o E3, estrogenicidade fraca (SCHAFER et al., 2003, JOHNSON et al.,
2001). Portanto, a concentracdo remanescente de DE na dgua distribuida nas cidades de
Campinas e Sumaré ¢ estrogénica. Somando-se isto ao fato de que os subprodutos da cloragao
eventualmente formados também sdo estrogénicos, além de que muitos outros compostos com
atividade estrogénica podem estar presentes nestas dguas, € primordial uma investigacdo mais

detalhada sobre este assunto.
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O meio cientifico tem questionado se a presenca desses DE na dgua potdvel, em baixas
concentracdes, pode afetar o desenvolvimento, a diferenciacio e a reproducdo sexual do
homem (OEHTMANN et al, 2006; HANSELMAN et al, 2003), causando também um
impacto a sadde, assim como aos peixes e animais silvestres, entretanto devido a
complexidade do sistema enddcrino (muitos sdo os fatores que podem pertuba-lo), ainda ndo
se tem estudos conclusivos sobre toxicidade e risco da exposi¢cdo humana a esses hormonios

ambientais.

Segundo JOHNSON et al (2001), os estrégenos esterdides e os estrégenos alquilfenol
podem ter efeitos aditivos e é possivel predizer a atividade estrogénica de um efluente de ETE.
Fazendo uma projecdo para dgua tratada, utilizado o E2eq (equivalente a E2), pode-se fazer
uma previsao da provavel atividade estrogénica da dgua produzida nas ETA estudadas, como

mostra a tabela 24.

Tabela 24: Estimativa da atividade estrogénica da dgua tratada nas ETA estudadas.

Concentracao Concentracao
E2 eq Concentracao | previstain vitro | Concentracdo | prevista in vitro
DE in vitr ETA em ng/LE2eq ETA em ng/LE2eq
urviro Campinas para ETA de Sumaré para ETA de
Campinas Sumaré
El 0,5 0,03 0,15 0,06 0,03
E2 1 0,92 0,92 1,32 1,32
E3 0,005 0,70 0,0035 0,62 0,003
EE2 1-2 275 275 472 472
NP 0,001 6,24 0,0062 4,0 0,004
Total 276,079 473,357
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A atividade estrogénica prevista para ETA de Campinas mostra que os DEs presentes
na 4gua tratada equivalem a 276,079 ng/L de E2 e de Sumaré, a 473 ng/L de E2 (altamente
estrogénica). Entretanto, se ndo for adicionada a concentrag¢do prevista in vitro para EE2 (pois
s6 foi detectado em uma das amostras), a atividade estrogénica prevista equivalente seria
1,079ng/L. de E2 para ETA de Campinas e 1,357 ng/L de E2 para ETA de Sumaré. Portanto,
as agua tratadas em estudo podem ser consideradas estrogénicas, j& que compostos como

estes podem estar ativos no sangue humano em concentracdes tdo baixas como 0,5 ng/L

(SCHAFER et al, 2003).

O efeito potencial a saide humana associado ao longo tempo de ingestdo de baixas
concentracdes de DE na agua potavel ainda € pouco conhecido. Além do mais, os critérios
utilizados para dgua tratada sdo baseados na toxicidade dos compostos individuais € ndo na
combinacdo dos mesmos. SO recentemente, pesquisas t€ém estudado a possibilidade de efeitos
sinérgicos da exposicdo a multiplos compostos organicos, mesmo em baixa concentracdao

(STACKELBERG et al, 2004).

Estudos revelam que DE e outros compostos organicos sdo encontrados na dgua apds o
processo de tratamento. A pesquisa feita pela Inspecdo Geoldgica e pelo Centro de Controle
e Vigilancia de Doencgas dos EUA (STACK STACKELBERG et al, 2004), mostraram que 40
compostos organicos (farmacos e DE) persistem em dgua apOs o tratamento (CAP,

desinfeccao, floculacdo, sedimentacio, filtracdo).

KIM et al (2007), no primeiro estudo descrito na literatura de ocorréncia e remo¢ao
DEs em 4aguas de superficie e tratada na Korea do Sul , identificaram 18 compostos
(farmacos e DEs) na dgua de superficie, apenas o E3 foi detectado ( 1,7-5,0 ng/L) e na agua
tratado esteve abaixo do limite de deteccdo (1,0 ng\L™") . A remocdo dos 6 compostos
detectados na dgua tratada ( diferentes dos estudados nesse trabalho) foi atribuida ao uso do

CAG no tratamento.

WESTERHOFF et al. (2005), em estudos de remog¢do de DE, farmacos e produtos de

uso pessoal (62 compostos), mostraram que somente 10% dos compostos sdao oxidados
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facilmente pelo cloro, enquanto a adi¢do de Smg/L de carvao ativado em p6 com 4 horas de
contato remove de 50% a > 98% dos compostos. Consideram, assim, a adi¢io de CAP no
processo de tratamento de dgua uma estratégia de custo relativamente baixo para remocao de
provaveis DE, farmacos e produtos de uso pessoal Entretanto, a US EPA avalia o CAG
(carvdo ativado granulado) como a melhor tecnologia para remo¢ao de numerosos poluentes

organicos.

No Brasil, o uso de unidades de CAG pés-filtragdo rapida nio € feito, por implicar em
constru¢do ou reforma na ETA, além do custo operacional relativo a remocao e ou reposi¢ao
do carvao apds saturacdo. As ETAs localizadas nas bacias hidrogréficas dos rios Piracicaba,
Capivari e Jundiai, como as deste estudo, utilizam esporadicamente CAP na dgua bruta,
notadamente quando ha ocorréncia de odor e sabor, entretanto, a importancia ndo deve ser
dada somente ao gosto e ao sabor, haja visto, que compostos presentes na dgua tratada como
DE estudados (e outros ndo estudados) ndo alteram a cor e nem o sabor e podem causar risco
a saude humana. O CAP deveria ser utilizado principalmente para remoc¢do de compostos
organicos presentes na dgua € que podem causar danos a saide humana, como os DE
estudados, embora ainda ndo sejam contemplados no padrao de potabilidade vigente. Mesmo
que, pelo principio da preveng¢do (com base nos resultados obtidos e nas indicagdes da
literatura), recomenda-se a aplicagcdo de carvao ativado quando o manancial receber aporte de

esgoto in natura ou parcialmente tratado.
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“Eis que Jesus vem com as nuvens
e todo olho O vera”

Apocalipse 1:7
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho investigou a presenca dos seguintes Disruptores Enddcrinos
(DEs): Estrona (E1), 17B Estradiol (E2), Estriol (E3) , 17a etinilestradiol (EE2) e Nonilfenol
(NP) em dgua bruta (in natura, do Rio Atibaia) e dgua tratada pelas ETA 3 e 4 de Campinas e
ETA 2 de Sumaré, Estado de Sao Paulo, utilizando o método de extragao em fase sdlida e
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa (CLAE- EM-

EM). O método se mostrou efetivo para identificacio e quantificagdo destes compostos.

Os resultados da andlise mostraram a ocorréncia de todos os hormonios sexuais
naturais (E1,E2,E3), sintético (EE2) e o mimetizador hormonal (NP) nas 4guas de
abastecimento publico de Campinas e Sumaré. As concentracdes (médias) obtidas para dgua
tratada em Campinas e Sumaré foram, respectivamente, de 0,1 e 0,06 ng/L. de E1, 0,93 e 1,30

ng/L de E2, 0,70 e 0,72 ng/L E3, 275 e 472 ng/L de EE2 e 6,14 ¢ 4,0 ng/L de NP.

A atividade estrogénica prevista para dgua tratada na ETA de Campinas equivale a
276,079 ng/L de E2 e na ETA de Sumaré, 473 ng/L de E2, podendo ser consideradas

altamente estrogénicas, ja que E2 € um estrégeno muito potente.

O processo de tratamento utilizado em Campinas remove em média, mais do que 80%
dos DE estudados, com excecdo de EE2, cuja eficiéncia de remocao foi de 38%. Na ETA de
Sumaré, a eficiéncia de remocdo foi de 80% para E1 e E2, de 60% para E3 e NP e de 41%
para EE2. Entretanto, nio se avaliou a formagdo de subprodutos (com potencial estrogénico) a

partir da cloragdo.

As concentracdes dos DE obtidas nas captagdes revelam que as dguas do rio Atibaia
(manancial), baseado em dados da literatura, pode ser considerada tdxica para animais

silvestres e, principalmente, para peixes e biota aquatica.
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6.1. RECOMENDACOES

A presenca de DEs na dgua de consumo humano deve servir de alerta para as
autoridades e 6rgdos responsaveis pelo manejo de 4gua em nivel estadual e federal sobre o
possivel risco a saide humana, devido a exposi¢do prolongada a esses estrogenos, € muitos
outros ndo contemplados neste estudo, como farmacos e produtos de uso pessoal ji

anteriormente detectados no mesmo Rio Atibaia.

Considerando-se que a oxidacdo por cloro tenha sido preponderante na remog¢do dos
DEs estudados, com a probabilidade da formag¢do de subprodutos potencialmente estrogénicos,

sd0 necessarios mais estudos a fim de verificar a presenca dos mesmos nestas dguas.

Os disruptores enddcrinos sdo micro-poluentes presentes na dgua tratada e ainda nao
fazem parte dos padrdes de potabilidade estipulados pelo Ministério de Satude no Brasil.
Porém, medidas preventivas, tal como o uso de carvao ativado em po, deveriam ser adotadas
pelas companhias de saneamento para se remover esses € outros compostos organicos, os
quais, ainda que nao confiram odor e sabor a dgua, muito pior, podem trazer sérios riscos a

saide humana.

Tendo em vista o pioneirismo deste trabalho na América Latina, bem como alguns
resultados, o ndmero, a freqii€ncia de coletas e a quantidade limitada de compostos
examinados,, fica evidente a necessidade de novos estudos que venham continuar e ampliar as
investigacdes sobre a ocorréncia destes e de outros micropoluentes emergentes na dgua tratada
e a eficiéncia de remogdo dos diferentes processos de tratamento, mesmo que 0S mesmos

ainda ndo sejam contemplados pela legislacdo ambiental vigente.

Os resultados obtidos para as amostras da dguas do Rio Atibaia (d4gua bruta das ETAs de
Campinas e Sumaré) revelaram que as mesmas podem causar impacto em peixes € animais

silvestres. Entretanto, estudos futuros sdo necessarios para verificar essa hipotese.
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Os mananciais situados em regides de grande expansdo demogréifica como o rio
Atibaia s@o diretamente impactados pelo lancamento de despejos de origem industrial, pelo
escoamento superficial de dreas agricolas e, principalmente, esgoto sanitdrio contendo
micropoluentes, tais como os DEs estudados neste trabalho, portanto, faz-se vital e urgente um

maior investimento em tratamento de esgoto nessa bacia hidrografica

O uso de pipetas volumétricas mostrou resultado mais eficiente para a recuperagdo do
que pipetas automdticas, que ndo estavam devidamente calibradas, portanto é necessério
verificar a calibracdo das pipetas antes de usa-las, principalmente quando se trabalha a nivel

de tracos .
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“Entao vi novos céus e nova terra, pois o primeiro céu e a
primeira terra tinham passado e Deus enxugara dos
seus olhos toda lagrima, nao havera mais morte, nem

tristeza, nem choro nem dor” Apocalipse 21: 1-4
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Tese doutorado ANEXOS

“ E Deus limpara de seus olhos toda

lagrima; nao havera mais morte , nem pranto,
nem clamor,nem dor; porque as primeiras
coisas sao passadas”

Apocalipse 21:4
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ANEXO 1-Cromatogramas das fortificacdes (tripicata) na concentracaolOng/L
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ANEXO 2-Cromatogramas da fortificagdes (triplicata) na concentragdo 50 ng/L.
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ANEXO 3-Cromatogramas do branco.
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ANEXO 4-Cromatogramas da fortificacdo na com centracaolOmL/L (F1).
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ANEXO 5-Cromatogramas da fortificacdo na com centracaolOmL/L (F2).
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ANEXO 6-Cromatogramas da fortificacdo na comcentragaolOmL/L (F3).
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ANEXO 7-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta 14/08/07 (CB1).
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ANEXO 8-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta 14/08/07 (CB2).
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ANEXO 9-Cromatogramas da amostra de Campinas tratada-14/08/07 (CT1).
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ANEXOS 10-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-14/08/07 (SB1).
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ANEXOS 11-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-14/08/07 (SB2).
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ANEXO 12-Cromatogramas da amostra de Sumaré tratada-14/08/07 (ST1).
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ANEXOS 13-Cromatogramas da amostra de Sumaré tratada-14/08/07 (ST2).

T KIC of MRM (13 pairs): 205.01143.0 amu. Max.4.7¢5 cps) | B XIC of MRM (13 pairs): 219.1106.0 amu... Max. 1.065 cps.
LN 0065 6.58
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2 4.0ed a
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g g
£ 00 - - - £ 000 - - -
2 4 6 2 4 6
Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs]: 269.01145.0 am... Max. 35900 cps.| B XIC of MR (13 pairs): 271.0/145.0 am... Max. 14600 cps.
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ANEXOS 14-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta-27/08/07 (CB1).

(T YIC of MRM (13 pairs): 295.0143.0 amu.. Max. 13¢5 cps) | W XIC of MRM (13 pairs): 219.1/106.0 am.. Max. 1497.9 eps.
g 13065 ol g 1870 ”
& 10065 i |
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w 5.00ed W r
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ﬁ ﬁ
£ 0.00 Sm— . £ 0
2 4 6
Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs): 269.0145.0 am.. Max.64600 cps. W XIC of MRM {13 pairs): 271.01145.0 am... Max. 2990.0 eps.
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W XIC of MRM (13 pairs): 287.0145.0 am... Max. 27200 cps. W XIC of MRM {13 pairs): 295.01143.0 amu.. Max. 1.3¢5 ¢ps.
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170



Tese doutorado

ANEXOS

ANEXO 15-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta-27/08/07 (CB2).

T YIC of RN (13 pairs): 295.0143.0 amu... Max.1.3¢5 cps)| B XIC of MRM (13 pairs): 219.11106.0 am... Max. 1790.0 cps.
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g G

B £ ol W

- 2 4 6 - 2 4 6
Time, min Time, min

W XIC of MRM (13 pairs): 269.0/145.0 amui.. Max.2.15 cps.| B XIC of MRM (13 pairs): 271.01145.0 am... Max. 3810.0 cps.
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g 20 o 1365 e

° A4 2

0 2000 0 1.0eb

w1000 0 9.0ed

g c

$ 1] g

E 0' ALY T L T S P E 00' . ‘ .

2 4 6 2 4 6

Time, min Time, min
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ANEXOS 16-Cromatogramas da amostra de Campinas Tratada-27/08/07 (CT1).

(T XIC of MRM (13 pairs): 295.0143.0 amu... Max. 34e5 cps)| W XIC of MRM (13 pairs): 219.1/108.0 am.. Max. 34200 cps.
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g 4ef o 1870
o i
! g 333 455
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2 4 6 2 4 6
Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs): 269.0/145.0 am.. Max.63700 cps.| W XIC of MRM (13 pairs): 271.0/145.0 amu. Max. 9500 cps.
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W XIC of MRM (13 pairs): 287.0/145.0 am.. Max. 36100 cps.| W XIC of MRM (13 pairs): 295.0/143.0 amu.. May. 34¢5 eps.
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ANEXO 17-Cromatogramas da amostra de Campinas Tratada-27/08/07 (CT?2).

T XIC of IRM (13 pairs): 295.01143.0 amu.. Max.3.165 cps] W XIC of MRM (13 pairs): 219.1106.0 am... Max. 1890.0 eps.
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g 3168 g 1870
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T T )
2 2 1000 M
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E 00! . aul . E 0 JJ\MMM.MI ‘ ‘ W
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Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs): 269.0/445.0 am... Max. 30200 cps/ W XIC of MRM (13 pairs): 271.0/145.0 am.. Max. 1020.0 cps.
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W XIC of MRM (13 pairs): 287 0/145.0 am... Max. 38600 cps. W XIC of MR (13 pairs): 205.0/143.0 amu.. Max. 3.1¢5 cps.
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- 2 4 6 - 2 4 6
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ANEXO 18-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-27/08/07 (SB1).

T XIC of MRM (13 pairs); 295.0143.0 amu.., Max. 29¢5cps| W XIC of MRM (13 pairs): 212.1/108.0 am... Max. 24200 cps.
3.9
2,905 1870
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V2065 v
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- 2 4 - 2 4 6
Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs): 269.01145.0 amu.. Max.1.0ed cps.| W XIC of MRM (13 pairs): 271.0145.0 am... Max.4090.0 cps.
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ANEXO 19-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-27/08/07 (SB2).

(T XIC of MRM (13 pairs): 285.0/143.0 amu... Max. 2865 cps) | B XIC of MRM (13 pairs): 219.1/106.0 am.. Max. 5020.0 cps.
3.99 6.62
ﬂ 2.8e5 g 5020
5 g5 o o
2 2
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: 5 A
'E 00! . o | . 'E 0 A, Ward | JIMJLM b
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Time, min Time, min
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ANEXO 20-Cromatogramas da amostra de Sumaré tratada-27/08/07 (ST1).
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ANEXO 21-Cromatogramas da amostra de Sumaré trata-27/08/07 (ST2)

T YIC of HRM (13 pairs}; 295.0143.0 amy... Max.7.7¢5cps| W XIC of -MRM (13 pairs): 219.11106.0 am.. Max. 20200 cps.
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AL o 2000
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c c
- 2 4 6 - 2 4 6
Time, min Time, min
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ANEXO 22-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta-03/09/07 (CB1)

LERLT (13 pairs): 269.01145.0 am.. Max. 18700 cps) B XIC of MRM (13 pairs): 219.1106.0 am... Max. 3060.0 cps.
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ANEXO 23-Cromatogramas da amostra de Campinas bruta-03/09/07 (CB2)

T 0C of RN (13 pairs): 269.0145.0 am.. Max.19300 cps] B XIC of MRM (13 pairs): 219.11106.0 am... Max. 8680.0 cps.
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ANEXO 24-Cromatogramas da amostra de Campinas tratada-03/09/07 (CT1)

L XIC of MRM (13 pairs): 269.0/145.0 am.. Max. 25900 cps)| W XIC of MRM (13 pairs): 219.1/108.0 am.. Max. 3950.0 cps.
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g 10 : 316,
-9 [ 3 WMJ\M
£ W I
2 4 6 2 4 6
Time, min Time, min
W XIC of MRM (13 pairs): 269.0145.0 am... Max. 25900 cps. W XIC of MRM (13 pairs): 271.01145.0 amu.. Max. 970.0 eps.
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ANEXO 25-Cromatogramas da amostra de Campinas tratada-03/09/07 (CT2).

L KIC of MRM (13 pairs); 269.01145.0 am.., Max. 24300 cps| W XIC of MRM (13 pairs): 219.1/106.0 am.. Max, 3780.0 ¢ps.
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ANEXO 26-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-03/09/07 (SB1)

T (C of RN (13 pairs): 269.01145.0 am.. Max.65200 cps] B XIC of -MRM {13 pairs): 219.1106.0 am.. Max. 4600.0 cps.
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ANEXO 27-Cromatogramas da amostra de Sumaré bruta-03/09/07 (SB2).

T (C of RN (13 pairs); 269.01145.0 am... Max. 26100 cps)| B XIC of MRM (13 pairs): 219.1/106.0 am... Max. 2370.0 cps.
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ANEXO 28-Cromatogramas da amostra de Sumaré tratada-03/09/07 (ST1).

W IC of MRM (13 pairs): 269.0145.0 am.. Max. 32200 cps. || W XIC of MRM (13 pairs): 219.1106.0 amu... Max. 1.5 ¢ps.
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, S50 e , 6465 0
Ty & 50c5
2 50, >
I 0
= =
s b
£ 0 —— . e 00 . . .
- 2 4 6 - 2 4 6

Time, min Time, min

184



Tese doutorado

ANEXOS

ANEXO 29-Cromatogramas da amostra de Sumaré tratada-03/09/07 (ST2).

T )(C of NRM (13 pairs): 269.0145.0 am.., Max. 12300 cps] W XIC of MRM (13 pairs): 219.11106.0 amu.. May. 1.3¢5 ¢ps.
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