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Resumo

Encontrados em diferentes matrizes ambientais devido a ineficiéncia de remocédo em estagdes de
tratamento de esgoto, os denominados micropoluentes s&o alvos de estudos por causarem
diversos efeitos adversos a saude do ser humano, mesmo em baixas concentragbes. Sao
exemplos os hormoénios, destacando-se o 17-B-estradiol (E2), o qual tem elevado potencial
estrogénico e foi encontrado em mananciais superficiais no Brasil. Dessa maneira, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a cloragdo como modo de remocgéao da atividade estrogénica do
E2 em diferentes condigdes de dose de cloro e tempo de contato previstos em norma, bem como
quantificar a atividade estrogénica remanescente através do ensaio Yeast Estrogen Screen (YES).
Para a dose de cloro de 0,5 mg.L™" e tempo de contato de 30 minutos, a remogéo da atividade
estrogénica foi de 98,6 + 1,1%; e para a maior dose, de 5 mg.L'1, obteve-se 99,5 + 0,1% de
remocdao no mesmo tempo. Avalia-se que tanto a dose quanto o tempo de contato foram
significativos na remogao da atividade estrogénica. Mais estudos em busca de condi¢des 6timas
de cloragao, identificacdo de subprodutos da reagdo e avaliacdo da remocao em diferentes
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tecnologias de tratamento sdo necessarios.
Palavras-chave:17f3- estradiol.Horménios.Tratamento de agua. YES.

Abstract

Micropollutantsare being identified in several environmental matrices due to inefficiency of its
removal in wastewater treatment. These substances are motivating scientific studies, since it can
cause undesirable effects on human health if ingested, even in low concentrations. The hormone
17-B-estradiol (E2) is an example of micropollutant with great estrogenic potential and common
identification in Brazilian water sources. This study evaluates the removal of estrogenic activity
caused by E2 in water using different conditions of chlorination (varying dosages and contact times
according to limits imposed by Brazilian regulations on water treatment), identifying the residual
estrogenic activity using the Yeast Estrogenic Screen assay (YES). The removal efficiency reached
98,6 + 1,1% and 99,5 + 0,1% using a dosages of 0,5 mg.L™ and 5 mg.L™ respectively with a fixed
30 minutes contact time. Both dosage and contact time were related with the removal efficiency.
Further research in optimum conditions of chlorination, formation of byproducts and different
treatment technologies are needed.

Keywords: 17-3-estradiol. Hormones.Watertreatment. YES.

1 INTRODUGAO

Devido a crescente preocupagao com a preservacao de mananciais, na ultima
década observou-se crescente numero de estudos sobre deteccdo e quantificacdo de
micropoluentes, isto é, substancias encontradas em diferentes matrizes hidricas com
baixas concentracbes e capacidade de interferir na saude humana mesmo nessas
condi¢gdes (RODRIGUES et al., 2018). Dentre eles, destacam-se os desreguladores
endécrinos (DE), substancias que se assemelham aquelas naturalmente presentes no
sistema endodcrino de vertebrados, imitando ou bloqueando suas agbes (PAMPLONA-
SILVA et al., 2018;PONTELLI et al., 2016).

Estudos em todo o mundo mostram inumeros efeitos adversos causados pelos DE,
tanto a saude humana quanto a de animais. Segundo a United Nations Environment
Programme - UNEP(2012) podem-se citar interferéncias na reproducgao, tais como cancer
de prostata e infertilidade; maior suscetibilidade a infecgdes; maior incidéncia de doengas
cardiopulmonares; e perturbacdées no sistema nervoso. Ainda, ha mencdo de menor

reprodutibilidade de aves, peixes € moluscos.

Hormonios naturais e sintéticos como a estrona (E1), o 17-3-estradiol (E2) e 0 17-
a-etinilestradiol (EE2) sdo exemplos de DE comumente encontrados em corpos d’agua
(RESENDE et al., 2017). Tal fato pode ser atribuido a ineficiente remogao destes durante
o tratamento de esgoto convencional, além do fato de alguns serem produzidos

naturalmente e excretados diariamente de maneira continua nos efluentes domésticos
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(BILA e DEZOTTI, 2007; NASCIMENTO et al., 2015).

Dentre os horménios supracitados destaca-se o E2, devido ao fato de apresentar
potencial estrogénico relativo oito vezes maior do que do E1, por exemplo (GUYTON e
HALL, 2002 apud SCHLEICHER, 2013). Resende et al.(2017) constataram que ha
presenca desses hormbnios em mananciais superficiais do Brasil, sendo que nos dados
de ocorréncia tratados pelos autores, o E2 apresentou concentragdo mediana de 37,4
ng.L'1. Esse fato € preocupante uma vez que as aguas superficiais serdo encaminhadas
as Estagbes de Tratamento de Agua (ETA) para abastecer a populaco.

A cloragdo é o método de desinfecgdo mais utilizado no tratamento de aguas no
pais, devido a sua disponibilidade a baixo custo, se comparado com outros desinfetantes;
eficiéncia; e capacidade de conferir residual nas redes de abastecimento, entre outros
fatores (LIBANIO, 2008). O cloro, além disso, tem excelente poder oxidante e também
pode ser utilizado para outros fins, tal como a remocao de micropoluentes, uma vez que
etapas anteriores do processo de tratamento de agua convencional ndo se mostraram
suficientes para essa finalidade (SASAKI, 2012).

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a quantificacdo da
atividade estrogénica de uma amostra. O bioensaio Yeast Estrogen Screen (YES) € uma
analise in vitro com efeito sinérgico, de resposta rapida e facil visualizagdo devido a uma
mudanga na coloragdo do meio, no caso da presenca de atividade estrogénica (MARTINS
et al., 2015; MONTAGNER et al., 2017). A determinacdo da atividade estrogénica também
€ favoravel por levar em consideracdo todos os compostos que a causam em dada
amostra, sendo uma importante ferramenta de monitoramento ambiental.

Desse modo, o objetivo do presente trabalho € avaliar a remogédo da atividade
estrogénica em agua do composto 17-B-estradiol, através de ensaios de cloragao,

quantificando-a por meio do ensaio YES.

2 METODOLOGIA

2.1 Ensaios de cloragao
A agua utilizada nos experimentos foi proveniente de manancial subterraneo da
regido de Torrebes (MG), cuja qualidade assemelha-se a de uma agua em tratamento,
apods etapa de filtracao.
O padrao analitico do E2 foi obtido da Sigma Aldrich®, a partir do qual foi produzida
3
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uma solugado em etanol absoluto de concentracgéao inicial igual a 1 pg.L'1, armazenada a 4
°C. Os ensaios de cloracado foram realizados em escala de bancada, em batelada, com
tempo de contato de 30 minutos e doses de cloro de 0,5 e 5 mg.L™". Ensaios de cloracéo
complementares com tempos de contato de 1 e 15,5 minutos em diferentes combinacbes
e com as doses de cloro entre 0,5 ¢ 5 mg.L'1 foram realizados para obtencdo de um
grafico de contorno da remocgédo da atividade estrogénica na cloragdo utilizando o
softwareMinitab 18°.

Nos ensaios de cloragao foi utilizada uma solucéo de hipoclorito de sédio da marca
Sigma Aldrich®, contendo 10-15%de cloro. A concentragéo de cloro foi calibrada através
da analise de cloro total, imediatamente antes dos ensaios, devido a sua alta variagao
com a temperatura e com a propria solugdo. Foram feitas amostragens antes e apds os
ensaios de cloragdo, em ftriplicata, com monitoramento dos seguintes parametros:
temperatura, pH, condutividade elétrica, turbidez, cor aparente, cloro livre e cloro total. As

metodologias sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis utilizadas para realizar a caracterizagdo fisico-quimica da agua com
seus respectivos métodos de analise

Variavel Método Equipamento Referéncia
pH 4500-H+B HANNA, MODELO HI 8424
Alcalinidade 2320B HANNA, MODELO HI 8424
Cor aparente 2120 POLICONTROL, MODELO AQUACOLOR AWI?F?\ZACI)\(I)VS? ©
Condutividade 2510 GEHAKA, CG 1800
Turbidez 2130B DEL LAB, DLT WV

Fonte:autoria prépria

2.2 Extragao em fase sélida (SPE)

Das amostras obtidas no ensaio de cloracdo, bem como amostras anteriores a
estas, aliquotas de 100 mL foram submetidas a um procedimento de SPE utilizando
cartuchos Agilent® C18 SampliQ (500 mg, 6 mL), segundo metodologia de Pereira (2011).

Para o condicionamento dos cartuchos, foram adicionados 6 mL de hexano, 2 mL
de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de agua deionizada ajustada a pH 3, nessa ordem.
Ao término dessa etapa, foi realizada a passagem dos 100 mL de amostra para posterior
clean up, procedimento que consiste em adicionar aos cartuchos uma solugdo de 10 mL

de metanol e agua deionizada, em propor¢do 1:9 e posterior secagem sob pressdo de
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vacuo, durante 10 minutos.
Ainda, o analito foi eluido em 4 mL de acetona e evaporado em fluxo de gas
nitrogénio. Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de etanol, dessa maneira

concentrando-as em 100 vezes.

2.3Ensaio Yeast Estrogen Screen (YES)

Para a quantificacdo da atividade estrogénica, foi feito o ensaio YES, de acordo
com Bila (2005), no qual uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae contendo
o receptor de estrégeno humano € capaz de metabolizar um composto denominado
clorofenol vermelho-3-D-galactopiranosida (CPRG) — adicionado ao meio de analise,
promovendo mudanca de coloragdo do amarelo para o vermelho, no caso de presenga de

atividade estrogénica.

Essa analise in vitro foi feita em placas de 96 pocos, sendo cada amostra analisada
em duplicata, com dilui¢des seriais de 1:2 em etanol absoluto, intercaladas com fileiras de
branco, o qual consiste em apenas etanol e meio de analise. Para a confeccédo deste,
foram adicionados 25 mL de meio de cultivo, 25 uL da levedura e 200 yL de CPRG em
solucdo de 10 mg.mL'1 em etanol absoluto. Também foi preparada uma solugao padrao
de E2 em etanol absoluto com concentragao igual a 54,48 mg.L'1, para posterior preparo

da solugao da curva padrao do ensaio com concentracgédo inicial igual a 54,48 pg.L'1.

As placas foram posteriormente seladas e agitadas em agitador orbital, ajustado a
100 rpm por dois minutos, para entdo serem encubadas a 32 °C apds 72 horas. No fim
desse tempo, ocorreu a leitura das placas por espectrofotometria, nos comprimentos de
onda de 539 e 620 nm. Os resultados obtidos foram calculados por ajuste sigmoidal,
obtendo-se o valor da atividade estrogénica em equivalente de estradiol (E2EQ).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do monitoramento dos parametros fisico-quimicos sao apresentados

na Tabela 2.
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Tabela 2 -Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua durante os
experimentos e da concentracdo de cloro livre e total ao final dos experimentos de
cloragcédo (média + desvio padrdo; n = 3).

Dose de cloro e Condutividade Turbidez Cor Temperatura Cloro livre Cloro total
tempo de contato (uS/cm) (NTU) (uC) (°C) (mg.L" (mgL™)
0 mg.L™"; 0 min 8,0+ 0,1 21,7+14 0,1+0,0 126+04 27,0+ 0,0 - -
0,5mg.L"; 30 min | 7,7+0,3 259+0,6 32+04 132%0,7 29,3+0,5 0,2+0,1 0,3+0,0
0 mg.L™"; 0 min 6,9+0,1 56,1+ 6,6 23+0,3 11,9+0,1 25,0+0,0 - -
5mg.L™"; 30 min 7,4+0,1 524 +2,6 35+0,7 12,7+0,8 26,8+0,7 4,3+0,1 5,0+0,0

n = numero de amostras.

Fonte:autoria prépria.

Observa-se na Tabela 2 que os pardmetros analisados estdo de acordo com o
padrdao de potabilidade brasileiro, com excegao da turbidez (BRASIL, 2017). Os valores
encontrados para esse parametro na maior parte das amostras de agua sao ligeiramente
maiores em comparagado com agua pos-filtragdo em ETA convencional, etapa na qual o
valor maximo permitido (VMP) é de 0,5 NTU. O valor, porém, esta dentro do VMP para
5% das amostras de agua subterrdnea com desinfeccdo. Os valores de cloro livre
encontrados no fim dos experimentos de cloragcdo mostram que as concentracbes de
cloro utilizadas n&o foram limitantes no experimento.

A Tabela 3 resume os dados de remocéao e de atividade estrogénica remanescente
apos a cloracdo em cada um dos experimentos realizados. A remocgao de atividade
estrogénica alcangada nos experimentos de cloragdo atingiu uma média de 98,6 + 1,1%
com a dose de 0,5 mg.L”" de cloro. J4 com a dose superior de 5 mg.L™" de cloro, a
remog¢ao média foi de 99,5 + 0,1%.

Tabela 3 -Atividade estrogénica remanescente e sua remogao nos experimentos de
cloracgéo realizados (tempo de contato de 30 minutos)

L. Atividade estrogénica < 70
Dose de cloro | Concentragao inicial | pemanescente (ng E2EQ.L"") Remocgéo (%)
(mg.L™") (ng E2EQ.L™")
Triplicatas Média + DP Triplicatas Média + DP

30,3 97,3

0,5 1117,5 6,7 15,7 £ 12,8 99,4 98,6 1,1
10,2 99,1
5,8 99,5

5,0 1252,0 4,7 6,1+1,6 99,6 99,5+ 0,1
7.8 99,4

Fonte:autoria prépria.
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Os dados de remocgéo de atividade estrogénica alcangados s&o compativeis com a
remocdo do composto E2 na cloragcdo, como avaliado em trabalhos que utilizaram
técnicas de cromatografia e espectrometria de massas e reportaram eficiéncia acima de
97% com doses de cloro de 1 a 5 mg.L™ e tempo de contato de 10 a 30 minutos (ALUM et
al., 2004; NAKAMURA et al., 2007; PEREIRA et al., 2011). Ha, porém, a possibilidade de
formagdo de subprodutos no processo de oxidagdo dos compostos estrogénicos que
ainda apresentem atividade estrogénica, sendo alguns deles recalcitrantes no tratamento
por cloracédo (HU et al., 2003). De acordo com Bastos et al. (2009), isso pode apresentar
risco de efeitos adversos na saude de lactentes (peso corporal de 5 kg, consumo de agua
de 0,75 L.d™), criangas (peso corporal de 10 kg e consumo de agua de 1 L.d™") e adultos
(peso corporal de 60 kg e consumo de agua de 2 L.d™") no consumo de agua com
concentracdes de E2 maiores que 5,47; 8,2 € 24,6 ng.L'1, respectivamente ao longo da
vida (foi considerada a situagado mais critica citada no estudo em que considera o fator de
alocacao de 0,1).

No entanto, apesar dos valores residuais de atividade estrogénica nos estudos de
remocao com a cloracdo encontrados estarem acima do reportado no estudo de Bastos et
al. (2009), deve-se considerar que a eficiéncia de remocéo foi elevada, atingindo 99,5%.
Entretanto, como a concentragao inicial de E2 utilizada nos ensaios, considerando valores
reportados para mananciais superficiais, foi elevada (1 pg.L'1 de E2), e que esses
compostos causam efeitos em baixas concentragdes (ng.L'1), o residual de atividade
estrogénica ainda ficou alto para as condi¢des utilizadas. Dessa maneira, recomenda-se
realizar a cloragdo com concentragdes iniciais menores de E2 para verificar se a eficiéncia
de remocado permanecera elevada e se de fato havera um residual de atividade
estrogénica que possa trazer riscos a saude.

Assim, é necessario que sejam identificados os principais subprodutos gerados em
estacdes de tratamento e que haja a avaliagdo das condigdes de cloragao, resultando na
menor formagéo destes e no menor risco associado com o consumo de agua tratada.

De acordo com os dados de remocgao da atividade estrogénica gerada pelo 17-3-
estradiol com doses de cloro entre 0,5 e 5 mg.L'1 e tempos de contato entre 1 minuto e 30
minutos, foi possivel gerar um grafico de contorno com a remocgdo da atividade
estrogénica pela cloragdo (Grafico 1). Observa-se que ha remogédo acima de 95% em
condicbes de doses e tempo de contato elevados e intermediarios. Ha o aumento
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progressivo de remogao conforme ambos os fatores aumentam. Remogdes menores que
80% ocorreram com combinacdo de doses abaixo de 2,5 mg.L™" e tempo de contato

menor que 15 minutos.

Grafico 1 — Grafico de contorno da remogao de atividade estrogénica na cloragéo.
Concentracgao inicial:

1 ug.L" de E2
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Fonte: autoria propria.

Ressalta-se a necessidade de mais pesquisas em torno de diferentes condi¢cdes de
cloracao e identificagao de subprodutos, bem como a avaliacdo da eficiéncia de diferentes

tecnologias relativas ao tratamento de agua na remogao da atividade estrogénica.

4 CONCLUSAO

A remocado de atividade estrogénica na agua tem ganhado interesse da
comunidade cientifica pelo risco associado com o0 seu consumo e 0 aumento da
concentragdo de compostos estrogénicos em aguas superficiais e subterraneas. Neste
trabalho foi possivel observar que a remogao da atividade estrogénica na cloragdo pode
ser insuficiente para remocao de riscos a saude humana, uma vez que foram observadas
concentragdes finais de até 15,7 + 12,8 ng E2EQ.L™" na 4gua, utilizando condicdes de

cloragdo na faixa recomendada em norma. Foi possivel elaborar um grafico de contorno
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da remocao da atividade estrogénica a partir das condi¢gdes estudadas, no qual pode-se
observar a tendéncia de aumento da remocéo da atividade estrogénica de acordo com o
aumento de ambas as variaveis de contorno monitoradas na cloracido: dose de cloro e
tempo de contato. Contudo, verifica-se a necessidade de estudo com concentracdes mais

baixas de E2 na ordem de ng.L'1, que sao comumente encontradas nos mananciais.
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