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Andlise de horménios em dguas residudrias e naturais, derivada da
extracdo com ponteiras descartaveis e detec¢do por HPLC-FL

Contaminantes emergentes apresentam, em ambientes aquaticos naturais, concentragdes muito baixas, situando-se na faixa de pg L-1 a ng L-1, em alguns casos,
niveis de concentragdo ainda mais baixos ja foram analisados, portanto, torna-se necessario que o preparo de amostras seja eficiente para concentrar e minimizar
as interferéncias para a determinagdo desses contaminantes emergentes. Este trabalho envolveu um estudo em que, a partir do uso de ponteiras descartdveis
(DPX) fez-se a extragdo dos contaminantes emergentes, no caso os horménios femininos, a partir de aguas residuarias e naturais. Apo6s o procedimento de extragdo
fez-se a determinagdo dos horménios presentes nas amostras de agua através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Acoplamento de Fluorescéncia
(HPLC-FL). Os resultados mostraram a presencga de trés horménios nas amostras, o estriol, o B-Estradiol e o 17-a-Etinilestradiol, com concentragdes na faixa de pg
L-1. Esta mistura dinamica da fase sélida dispersiva da amostra favorece o rapido equilibrio de sorgdo do analito. Ja a menor massa de sorvente, resulta em menores
volumes de amostra e de solvente organico. Além disso, a extragdo por DPX pode ser facilmente automatizada juntamente com a detecg¢do em HPLC-FL.
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Analysis of hormones in waste and natural waters, derived from
extraction with disposable points and detection by HPLC-FL

Emerging pollutants present very low concentrations in natural aquatic environments, ranging from pg L-1 to ng L-1, in some cases even lower concentration levels
have already been analyzed, therefore, it is necessary that the preparation of samples is efficient to concentrate and minimize interference for the determination
of emerging contaminants. This project involved a study in which, from the use of disposable tips (DPX), the emergent contaminants were extracted, in this case
the female hormones, from wastewater and natural waters. After the extraction procedure, the hormones present in the water samples were analyzed by
Fluorescence Coupling High-Performance Liquid Chromatography (HPLC-FL). The results showed the presence of three hormones in the samples, estriol, B-Estradiol
and 17-a-Ethinyl estradiol, with concentrations in the pg L-1 range. This dynamic mixture of the solid dispersive-sample phase favors the rapid equilibrium sorption
of the analyte. The lower sorbent mass results in lower sample and organic solvent volumes. In addition, DPX extraction can be easily automated along with HPLC-
FL detection.
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INTRODUGAO

Independentemente das discussdes que cercam o tema da 4gua, é possivel fazer uma afirmacao
segura e indiscutivel: a 4gua é um bem natural, vital, insubstituivel e comum. Nenhum ser vivo, humano ou
ndao humano, pode viver sem a agua. A ONU no dia 21 de julho de 2010, aprovou esta resolucdo: “a dgua
potavel e segura e o saneamento basico constituem um direito humano essencial”.

Os meios hidricos sdo um meio receptor de esgotos domésticos, industriais e agropecuarios e,
portanto, sdo o principal veiculo de dispersdo ambiental dos poluentes quimicos. Por este motivo, a
problematica do ambiente e, mais concretamente, da 4gua, continua a ser um tema atual a nivel nacional e
internacional (GAFFNEY et al., 2014).

Dentro desse tema envolvendo poluentes quimicos em aguas, podemos citar os contaminantes
emergentes. Os contaminantes emergentes sdo compostos que tém sido detectados nos diferentes
compartimentos ambientais, tanto os de origem antrépica como aqueles de ocorréncia natural, que podem
apresentar algum risco ao ecossistema e que ndo estdo incluidos nos programas de monitoramento de rotina,
ou seja, ainda ndo sdo legislados. Estes sdo candidatos a uma futura regulamentacdo dependendo dos
resultados obtidos em estudos de ecotoxicidade, efeitos a saude humana e animal, potencial de
bioacumulacdo, transporte e destino no ambiente, além da concentragdo e quantidade em que sdo lan¢ados
no meio (PETROVIC et al., 2006). A descarga de contaminantes quimicos emergentes para o meio aquatico
tem sido alvo de preocupacgao por parte da comunidade cientifica internacional, uma vez que, anualmente
sdo sintetizados numerosos compostos quimicos, os quais sdo langcados para o meio ambiente com
consequéncias imprevisiveis, surgindo constantemente novas evidéncias sobre a sua toxicidade.
(RICHARDSON et al., 2011).

Diversos grupos de substancias tém sido considerados contaminantes emergentes, incluindo, novos
agrotoxicos, drogas ilicitas, farmacos, produtos de higiene pessoal, protetores solares, estrogénios,
alquilfendis e seus derivados, alguns subprodutos provenientes de processos de desinfeccdo de agua,
retardantes de chama bromados, compostos perfluorados, siloxanos, benzotriazdis, acidos nafténicos,
percloratos, liquidos i6nicos, dioxinas, o antimbnio, além dos nanomateriais e alguns micro-organismos e

toxinas de algas (RICHARDSON et al., 2011).

Tabela 1: Exemplos de ocorréncia de alguns contaminantes emergentes no mundo em amostras de dgua superficial.

Contaminante Uso Concentragao maxima Tipo de corpo d’agua  Local

(ng L")
Cafeina Estimulante 16,1 Mar Alemanha
17a- Anticoncepcional 831 Rio EUA
etinilestradiol
Estrona Horménio 22 Rio Espanha
Amoxicilina Antibidtico 17 Rio Brasil
Diclofenaco Antiinflamatério 266 Rio Costa Rica
Atenolol Anti-hipertensivo 690 Rio Coréia do Sul

Fonte: Santana (2013).

Porém as concentracdes de muitos contaminantes emergentes em ambientes aquaticos naturais sdo

geralmente muito baixas, situando-se na faixa de pg L a ng L. Em alguns casos, niveis de concentracio
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ainda mais baixos ja foram analisados (WEIGEL et al., 2002; KUCH et al., 2001). A Tabela 1 mostra alguns
exemplos de contaminantes emergentes e suas referentes concentragoes.

Contaminantes como o 17 a-etinilestradiol sdo também classificados como desreguladores
enddcrinos. Segundo a United States Environmental Protection Agency (USEPA), um desregulador enddcrino
é “um agente exdgeno que interfere na sintese, secrecao, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
hormonios naturais que sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento
e/ou comportamento”. Desreguladores enddcrinos sdo capazes de minimizar ou bloquear a ag¢do de
hormaonios no organismo. Estes também podem afetar a sintese, o transporte, o metabolismo e a excrecdo
desses hormdnios; desregulando, portanto, o sistema enddcrino de cada individuo (GHISELLI et al., 2007). A
Figura 1 mostra um esquema de como esses contaminantes podem chegar as redes de esgotos e

posteriormente em aguas superficiais.
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Figura 1: Meios de entrada de contaminantes emergentes em aguas superficiais. Fonte: Santana (2013).

A partir da Figura 1 é possivel analisar que contaminantes emergentes se ddo por meios de descarte,
seja na excregdo, higienizagdo ou mesmo nos rejeitos, que sdo atos praticados frequentemente por toda
sociedade. Esse esgoto, tratado ou nao, chega as aguas superficiais levando ao aparecimento de muitas
espécies quimicas estranhas ao meio, incluindo os contaminantes emergentes. Ha também outras fontes de
contaminacgado, que incluem a lixiviagao de substancias e o lodo proveniente das esta¢des de tratamento de
esgoto (SANTANA, 2013). As estagGes de tratamentos de esgotos (ETE’s) possuem quatro niveis de

tratamento como podemos analisar na Figura 2.

Efluents
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Brute Arela de Vazho Secagem
Parshal de Lodo

Figura 2: Meios de entrada de contaminantes emergentes em aguas superficiais.

O tratamento preliminar objetiva apenas a remoc¢ao dos sdlidos grosseiros, enquanto o tratamento
primario visa a remocdo de sélidos sedimentdveis e em decorréncia, a parte da matéria organica. Em ambos
predominam os mecanismos fisicos de remocdo de poluentes. Ja no tratamento secundario, no qual
dominam mecanismos bioldgicos, o objetivo é principalmente a remocdo de matéria organica e
eventualmente nutriente (nitrogénio e fésforo). O tratamento tercidrio objetiva a remocédo de poluentes
especificos (usualmente tdxicos ou compostos ndo biodegraddaveis) ou ainda a remocdo complementar de

poluentes ndo suficientemente removidos no tratamento secundario (SPERLING, 2017).
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Entretanto o destino e os efeitos de contaminantes emergentes em dguas brasileiras ainda tém sido
pouco discutidos na literatura. Lembrando que a principal via de aporte deles em dguas superficiais ndo esta
relacionada a contribuicdo dos efluentes de ETE, mas sim ao aporte de esgoto bruto, uma vez que
aproximadamente 67% dos domicilios brasileiros ndo possuem rede coletora de esgoto e, apenas de 33% dos
municipios tem acesso a esgoto tratado. Muitos municipios, apesar de coletar, descartam o esgoto bruto
diretamente nos rios, mesmo aqueles que sao utilizados como fonte de dgua para abastecimento publico da
regiao (IBGE, 2010).

Portanto tendo-se em vista esses niveis de concentragdo, é possivel perceber a necessidade do uso
de técnicas e métodos analiticos que apresentem limites de deteccdo baixos o suficiente para detectar a
presenga de contaminantes emergentes no ambiente.

A toxicidade de diversos poluentes ambientais tem sido habitualmente investigada quanto a sua
teratogenicidade e carcinogenicidade em seres humanos e demais espécies. Nas ultimas décadas,
entretanto, o interesse de pesquisadores vem sendo despertado para os efeitos adversos sobre o sistema
enddcrino observados em alguns ecossistemas e animais de laboratdrio expostos a quimicos ambientais.

Desreguladores enddcrinos sao moléculas pequenas que possuem a capacidade de mimetizar alguns
hormonios esteroidais ou da tiredide, comprometendo os processos reprodutivos, de desenvolvimento e de
manutenc¢do da homeostase celular. Os desreguladores enddcrinos podem perturbar o funcionamento do
sistema enddcrino, mimetizando hormonios naturais, estimulando a formag¢do de mais receptores
hormonais, bloqueando sitios receptores em uma célula,acelerando a sintese e a secre¢do de hormdnios
naturais, desativando enzimas responsaveis pela secre¢do de hormonios e/ou destruindo a habilidade dos
hormonios em interagir com os receptores celulares (SODRE et al., 2007).

Esses efeitos prejudiciais podem levar ao desenvolvimento de doengas como cancer,
desenvolvimento sexual anormal, como por exemplo, a reducdo da fertilidade masculina ou aumento nas
chances de a mulher desenvolver ovario policistico. Essas substancias também sdo prejudiciais ao
desenvolvimento e reproducdo de animais. Os estrégenos vém sendo alvo de vdérias pesquisas pois sdo
compostos extremamente ativos biologicamente e estdo relacionados a varios tipos de cancer (SCHIAVINI et
al., 2011).

Os hormonios sdo amplamente utilizados como método contraceptivo e em terapias de reposi¢do
hormonal, os naturais sdo produzidos pelo corpo humano e encontrados em rios e mananciais por meio da
excrecdo da urina e fezes. A persisténcia da atividade dos estrogenos em ambientes aquaticos é devida, na
maioria dos casos, a disposicdo inadequada de esgoto sanitario e industrial, pelo déficit de infraestrutura em
saneamento, coleta ou tratamento.

Os estrogenos sdo usualmente analisados em agua através das técnicas analiticas: Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD, do inglés High Performance Liquid
Chromatography - Diode Array Detection), com Detector de Espectrometria de Massas (LC-MS, do inglés
Liqguid Chromatography — Mass Spectrometry), com Detector de Fluorescéncia (LC-FL do inglés Liquid

Chromatography - Fluorescence) e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas (GC-MS, do
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inglés Gas Chromatography — Mass Spectrometry) (VALDERRAMA, 2018).

MATERIAIS E METODOS
Coleta de amostras

Para a determinag¢do dos contaminantes emergentes, hormonios femininos coletaram-se amostras
de esgoto bruto e tratado. Essa coleta foi realizada em uma Estacdo de Tratamento de Esgoto. Depois de
coletadas, as amostras foram preservadas sob refrigeragao (02 C) até a extracdo e analise.

As amostras analisadas sdo de cinco pontos diferentes da Estacdo de Tratamento de Esgoto, Afluente:
esgoto bruto; Reator: esgoto em tratamento; Efluente: esgoto que sai tratado do reator; Montante: 4gua do

rio antes do despejo de efluente tratado e Jusante: agua do rio, corpo receptor, da efluente tratado.

Preparo das solugdes

Solucdes estoque com concentracdes de 1250, 1210, 1000 e 1000 mg L foram preparadas para cada
um dos horménios incluindo 17B-estradiol (betaEST), estrona (ETR), estriol (EST) e 17a-etinilestradiol (17-EE)
respectivamente. A partir destas solugBes preparou-se uma solugdo de trabalho incluindo todos os
hormdnios, na concentracdo de 250 mg L™* em metanol (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA). Nas ponteiras de 1

mL, continham 20 mg de Estireno-divinilbenzeno (VALDERRAMA, 2018).

Preparo de amostras

Valderrama (2018) realizou estudos de otimiza¢des a fim de determinar a melhor condi¢do para
extracdo dos hormonios em agua por DPX. Realizou estudos envolvendo, solvente extrator e dispersor,
tempo de extracdo e dessor¢do, numeros de ciclos de extracdo, dessorcdo e limpeza, massa de solvente
extrator e forga iGnica. A otimizacdo dos parametros que afetam a técnica de DPX, como as melhores
condicBes adquiridas por Valderrama (2018) foram adaptadas visando menores limites de quantificacao.
Realizou-se o preparo das amostras em triplicata, para que assim fosse possivel obter um resultado mais

preciso.

Limpeza

A escolha do solvente de lavagem é feita com base no tipo/natureza quimica do sorvente, no caso
do trabalho o solvente escolhido foi a acetonitrila. A lavagem com solvente é também realizada por meio da
entrada de ar na ponteira, é feita em 8 ciclos de 10 segundos com 200 uL de acetonitrila, trocando o solvente

a cada succdo, de acordo com o que esta descrito na literatura.

Extracao

A amostra é aspirada para o interior da ponteira, seguido da aspiracdo de ar, nessa fase realizou-se

5 ciclos de extracao de 200 uL permanecendo em aproximadamente 50 segundos na ponteira
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Dessorcao

Realizou-se a dessor¢do em 8 ciclos de 10 segundos com o solvente acetonitrila, repetindo o mesmo
solvente para a concentracdo do analito ficar mais alta, e pode ser diretamente injetado em um sistema
cromatografico, visando maior detectabilidade analitica. Todas as etapas envolvidas na extra¢do por DPX sdo

validas para ambos os sistemas, manual e automatizado.

Andlise dos contaminantes emergentes

A analise se restringiu a quatro compostos diferentes, estriol, B-estradiol, 17 etinil estradiol, estrona.
De acordo com a literatura Raimundo (2011), as concentracdes dos hormonios sdo muito baixas,
considerando essas condicGes, € necessario que o equipamento utilizado para as andlises tenha alta
sensibilidade, portanto a deteccdo foi realizada por meio de analises cromatrograficas utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Fluorescéncia, pertencente ao Departamento de
Quimica da UTFPR- Campus Medianeira.

As amostras foram analisadas em um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Prominence Shimadzu
LC-20AT) com injetor manual (Rheodyne 7725i), sendo utilizado um detector de arranjo diodos (DAD) e
Fluorescéncia (FL). A separacao foi realizada empregando uma coluna em fase reversa sendo, a coluna de
separacdo Phenomenex Kinetex C18 (4.6 mm d.i x 25cm ¢ x 5 um d.p.) e a coluna de guarda analitica
Phenomenex Kinetex C18 (4mm d.i x 1,5 cm cx 5 um d.p.). As condi¢des cromatograficas utilizadas foram
fase movel gradiente com vazdo de 1 mL min? composta de dgua: acetonitrila (65:35, v/v), por 6 min,
passando para (20:80, v/v) até 9 min, retornando entdo para condicdo inicial e finalizando a corrida em 15
min. O detector de fluorescéncia foi ajustado em comprimento de onda de excitacdo de 280 nm e
comprimento de onda de emissdo de 310 nm. Os dados cromatograficos foram analisados pelo software LC
Solution (Shimadzu, Kyoto, Japan). UHPLC: Ultimate 3000 Thermofisher (ultra-high performance liquid
chromatography (Ultimate 3000, Thermo Scientific, Germering, Germany), equipado com um injetor
automatico de amostras, bomba quaternaria, forno e conjunto de diodos (DAD) detector e fluorescéncia

(FLD), e, controlado por Chromeleon 7.0 software).
Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise estatistica, utilizando o teste de Tuckey, a nivel de
significancia 5%, para a comparagao das médias. O software utilizado foi o Portable Statistica 8.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinagdo e avaliagdo dos hormonios

Para fazer as andlises do HPLC-FL foi injetado um mix contendo quatro hormonios, porém, apesar de
todos os hormonios utilizados terem anéis aromaticos e ligacGes duplas somente trés foram identificados no

HPLC-FL como mostra a Figura 3. Pode-se observar pela Figura 3 a identificacdo desses hormonios como se
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segue: o hormonio Estriol apresentou tempo de retengdo em 7 min representado como Composto 1, o
hormonio B-Estradiol com tempo de retencdo em 11 min representado como Composto 2, e, por fim o
hormonio 17- a-Etinilestradiol com tempo de retencdo de 13 min representado pelo Composto 3, o pico
maior com tempo de retengao em aproximadamente 20 minutos pode ser considerado com um interferente.
O fluxo foi de 0,3 mL min®, contendo quatro compostos, com excitacdo de 230 nm e de emissdo 310 nm

obtidos com as condi¢Ges cromatograficas estabelecidas para o método.

0% .05- ¢ =
2000000 - B V805 US-TEXE estnol & estrogenio-8 A9 [manipuiated] Emission_1 230 nm /310 nm

10000000

£000000

000000
Z-11508
4000000

2000000

+2000000

0.0 50 10,0 i5.0 200 750 30.0

Figura 3: Cromatograma do mix de hormonios.

Tabela 2: Concentrac3o (pug L) dos hormdnios presente em cada amostra.

Amostras Estriol B-Estradiol 17-a-

Etinilestradiol.

Afluente ND 381,84+73,00° 754,85469,29P
Reator 786,64+3,138° 1295,34215,69°  4441,25+571,832
Efluente ND 1631,91+124,55 ND
Montante ND ND ND
Jusante 315,7625,57P 136,55+2,225¢ 313,84+39,050¢

ND (ndo detectado). Média dos valores + desvio padrdo; n=3. Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. *ND= Ndo Detectado.

Pelo teste de Tuckey, Tabela 2, foi observado que em todas as amostras a concentragdo dos
hormonios diferiu de forma significativa. Esses resultados podem estar relacionados aos pontos de coleta
das amostras. As amostras analisadas sdo de cinco pontos diferentes da Estacdo de Tratamento de Esgoto.
Afluente é o esgoto bruto que chega na ETE proveniente de uma elevatdria, a vazdo média dessa estacdo é
de 60 Ls. A amostra deste ponto de coleta apresentou somente a presenca dos horménios B-Estradiol e 17-
a-Etinilestradiol.

Na amostra coletada no Reator foi detectada a presenca de trés hormonios, o estriol, o B -Estradiol
e o 17-a-Etinilestradiol, e esta amostra foi a que apresentou a concentragdo mais alta de hormdnios quando
comparada as outras amostras coletadas para os diferentes pontos de coleta. No reator anaerdbio de lodo
fluetizado acontece a digestdo anaerdbia da matéria organica existente, dentro do reator contém bactérias
acidogénicas e metanogénicas produzindo assim gds sulfidrico e gds metano, apds essa digestao a afluente é
mandado para uma lagoa de polimento. A presenga dos hormoOnios em concentragdo mais alta nesta amostra

pode estar relacionada ao fato de que neste ponto existe um acumulo de todos os efluentes recebidos e
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ainda em tratamento. Na amostra relativa ao ponto onde se tem a Efluente, observa-se que foi detectado a
presenca de um hormonio B -Estradiol, em concentragdo elevada.

Nessa etapa, a efluente sai tratado do reator anaerdbio de manto de lodo e entra em uma lagoa de
polimento e posteriormente vai para o rio, chegando ao rio ele tem o ponto de despejo que é chamado de
efluente tratado. A presenca de somente um hormdnio pode ser resultante do processo de tratamento, ja
gue segundo Reis Filho et al. (2006) o processo de tratamento do esgoto é responsavel por eliminar cerca de
90% dos contaminantes emergentes da agua.

Na amostra coletada no ponto onde se denomina montante, ndo foi detectada a presenca de
hormonios. O montante do rio € 100 m antes do despejo do efluente, 0 montante serve para realizar uma
anadlise das caracteristicas do corpo receptor antes que o efluente seja despejado no rio, sendo assim, este
corpo receptor, ou seja, este rio se encontra livre de contaminantes antes do despejo do efluente tratado.

Através dos resultados obtidos, observou-se que na amostra coletada no ponto jusante foram
detectados os trés hormonios o estriol, o B-Estradiol e o 17-a-Etinilestradiol, em concentracdes significativas.
O ponto denominado como jusante é apds a entrada do efluente no corpo receptor, a jusante serve para
analisar quais foram os impactos causados pelo efluente no corpo receptor, entdo, é coletado 100 m para
baixo da entrada do efluente no rio. O resultado encontrado para esta amostra pode estar relacionado ao
fato de este corpo receptor estar a todo o momento recebendo Efluentes e apesar da amostra de Efluente
coletada neste estudo ter apresentado somente a presenca do horménio B-Estradiol, outras Efluentes
langados neste corpo receptor podem estar contaminando.

Pode-se observar pela Tabela 2 que, das 5 amostras coletadas somente uma nao apresentou a
presenca dos hormonios, a montante, as demais amostras coletadas apresentaram altas concentragées dos
hormonios estudados, apresentando concentracées mais altas do que as encontradas na literatura, como
mostra Araudjo (2007) em seu trabalho onde as concentragdes dos hormaonios estdo na ordem de 0,25 a 0,50
pg L1 Uma possivel explicacdo para esses resultados é a grande quantidade de interferentes presentes nas
amostras, assim apresentando coelui¢cdes que prejudicaram a precisdo da analise.

Outra possivel explicacdo é devido a origem da amostra ser de estacdo de tratamento de esgoto,
portanto ndao foram realizados tratamentos dessas amostras e os horménios realmente se encontram em
concentragoes altissimas. Como se pode analisar nos resultados obtidos as concentra¢des desses hormonios
estdo em pg L? (partes por bilhdo). O problema é que, apesar dessas concentra¢bes serem consideradas
baixas para humanos, elas podem ter efeitos téxicos para a fauna e a flora aquaticas. Ha inclusive alguns
estudos de autores como Bila et al. (2007) e Reis Filho et al. (2006) que relacionam a presenga de hormonios
femininos e outros contaminantes na agua com a feminiza¢ao de peixes e a formacao de dvulos em animais
machos, indicando que mesmo pequenas quantidades do estrogénio usado em pilulas anticoncepcionais
podem levar ao colapso de algumas espécies. Mas os problemas referentes a desreguladores enddcrinos
presentes na dgua ndo param por ai, Bila et al. (2007) relatam ainda alguns efeitos como diminuicdo da
eclosdo de ovos de passaros, peixes e tartarugas; problemas no sistema reprodutivo em répteis, passaros e

mamiferos e alteragGes no sistema imunolégico de mamiferos marinhos, tem sido associado a exposi¢do de
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espécies aos desreguladores.

Em humanos, além da diminuicdo de esperma no sémen, também cancer de mama, de testiculos e
de prdstata, além de endometriose. Portanto, é necessario melhorar o sistema de tratamento das ETE’s, pois
segundo Sodré et al. (2007) algumas ETE’s que possuem sistemas de tratamentos mais inferiores, ou seja,
contendo apenas trés etapas (coagulagao, sedimentacdo e filtragdo) sdo responsdveis por eliminar apenas
25% dos contaminantes emergentes, ja ETE’s com o sistema de lodo ativado podem reduzir até 90% desses
contaminantes pelo fato de que essa remocdo de estrogénios da agua durante o tratamento de esgoto é se
da por processos de biodegradacdo e adsorcdo nos lodos (SODRE et al., 2007).

Alguns trabalhos recentes apontam que esteroides vem sendo detectados em afluentes e efluentes
de ETE’s de varios paises. Na Italia a média de concentracGes de estregénios em ETE’S que operam com
sistema de lodo ativado foram de 12, 52 e 3 ng L (BARONTI et al., 2000). Em ETE’s britanicas essas
concentracdes variam de 1, 4 a 76 ng L'* (DESBROW et al., 1998). No Brasil hormdnios foram detectados em
ETE do Rio de Janeiro com concentracdes médias de 21, 40 e 6 ng L™ (TERNES et al., 1999).

Marques et al. (2010), comenta que ainda ndo existe um programa de monitoramento especifico nas
ETEs, impossibilitando o cdlculo das quantidades de contaminantes emergentes que sdo removidos nas
estacOes, principalmente porque o clima local e o regime de operagdo das unidades sdo fundamentais para
se determinar o comportamento dessas substancias durante a passagem pelas varias etapas de tratamento.

Segundo a legislagdo em vigor no Brasil, os pardmetros de potabilidade da dgua sdao determinados
pela portaria n? 2.914, de 12 de dezembro de 2011, publicada pelo Ministério da Saude. Essa norma discute
sobre as propriedades aceitdveis da dgua para consumo humano, como as relacionas a turbidez e ao pH, e
as concentragdes que sdo permitidas para vdrias substancias quimicas que apresentam risco a saude,
incluindo uma diversidade de agrotéxicos e pesticidas. Porém ndo ha nenhuma previsdo para farmacos ou

hormaonios (PIZZOLATO et al., 2017).

Avaliagao da técnica de ponteiras descartaveis

Neste estudo, a utilizacdo técnica DPX mostrou-se eficiente. Como citado anteriormente,
contaminantes emergentes apresentam concentra¢des baixas segundo Almeida (2012). Sendo assim existe
uma dificuldade no momento da detecgao dos mesmos quando se utiliza amostras sem tratamento prévio.

A extracdo com a DPX permitiu a deteccdo desses contaminantes nas amostras de agua residuaria e
natural de tal forma que foi possivel ndo somente a identificagdo dos horménios presentes como também a
quantificagdo. A eficiéncia de extracdao com a DPX é baseada no tempo de equilibrio de sor¢do entre a solugao
da amostra e a fase extratora. Desta maneira, o resultado encontrado mostra que quanto mais ciclos de
extracdo forem realizados maiores serdo as respostas de intensidades.

Na etapa de extracao realizada neste estudo foram feitos 5 ciclos de extracdo permanecendo em
aproximadamente 50 segundos na ponteira. Valderrama (2018), realizou estudos de otimiza¢do com o
propdsito de obter a condi¢do ideal em relagdo ao tempo e ao nimero de ciclos de extracdo e dessorcdo para

a analise de hormonios. Para isso, o autor empregou um planejamento multivariado composto central (em
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triplicata) do tipo Doehlert e obteve duas superficies de resposta, sendo que a superficie de dessorg¢ao ndo
apresentou uma situagao de compromisso entre o tempo e o numero de ciclos, 5 ciclos de 10 segundos ou 1
ciclo de 100 segundos. Seus resultados mostraram que as eficiéncias das duas condi¢des sdo semelhantes,
neste caso, foi escolhida a condigdo de 5 ciclos de 10 segundos, por apresentar um menor tempo de analise
e eficiéncia um pouco superior para todos os analitos. Outro fator a ser considerado na aplicagcdo da DPX é
gue quanto maior a afinidade entre o solvente de dessorg¢ao e o analito, maior sera a eficiéncia com que este
solvente realiza a dessor¢do do analito retido na fase extratora, melhorando a eficiéncia da extragao.

E importante ressaltar que a técnica de preparo de amostra DPX foi otimizada por Valderrama (2018),
onde em seu trabalho discute uma melhora significativa da técnica, otimizando as etapas de limpeza,
extracdo de dessor¢do. Algumas das vantagens da técnica é que a extracdo do analito é utilizada uma
pequena quantidade de sorvente. Esta técnica, como ja citado, minimiza o tempo de extracdo, pois necessita
de apenas poucos minutos para a obtencdo de eficiente extracdo e favorece a ocupacdo de pequenos
volumes de amostra e de solvente organico.

A técnica de DPX pode ter aplicagdo como ferramenta de baixo custo, podendo ser utilizada in sito
no preparo de amostra para posterior determinagao dos contaminantes para tratamento e qualidade de
dgua em ambientes aquaticos e de abastecimento publico. Essa possibilidade de uso tem uma importancia
imensa por causa do seu impacto ambiental, ao auxiliar na identificacdo de contaminantes encontrados em
aguas naturais que abastecam diferentes comunidades, numa época em que a previsdo para a qualidade da

agua potadvel no mundo neste século ndo é nada favoravel.

CONCLUSOES

Visando os resultados obtidos considera-se que o método DPX foi eficiente na determinacdo de
hormaonios juntamente com a detecgdo do HPLC- FL. Foi possivel identificar os hormonios em quatro das cinco
amostras coletadas, no afluente detectou-se os hormonios 8-Estradiol e 17-a-Etinilestradiol. No reator de loto
detectou-se os trés hormonios, Estriol, 8-Estradiol e 17-a-Etinilestradiol. No efluente foi possivel detectar
apenas o B-Estradiol, no montante nao foi detectado nenhum dos hormonios, mostrando assim que o rio
estava limpo antes do efluente ser despejado, entretanto, na amostra do jusante detectou-se os trés
hormonios, toda via, o rio que estava limpo no momento em que o esgoto tratado é despejado em seu curso
acaba sendo contaminado com os hormoénios que estavam presente no efluente, gerando consequéncias
para a fauna e flora presentes na natureza, e posteriormente sendo reingerida pelo ser humano através de
centros de captagao de agua, causando assim mais danos a saude humana.

O método de preparo de amostra além de ser simples, tem um tempo reduzido de trabalho. Também
apresenta como vantagens o baixo custo do material e a praticidade devido ao uso da fase extratora
comercial. Por outrolado, o HPLC-FL sdo ferramentas analiticas de alto custo. As concentra¢des dos
hormaonios encontradas na estacdo de tratamento de esgoto foram consideradas altas de acordo com o que
estd descrito na literatura, umas das possiveis explicacdes é que a dgua ainda estava em fase de tratamento,

para um melhor resultado seria necessaria realizar mais coletas e repetir os preparos de amostras e deteccao,
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mas, devido ao curto prazo para a realizagdo do trabalho ndo foi possivel realizar mais repeti¢des. Por fim, a

combinac¢do de métodos DPX e HPLC-FL, considerando a complexidade do sistema analisado, revelaram-se

adequados e geraram resultados de interesse para a pesquisa sobre contaminantes emergentes.
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