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Resumo

Os Desreguladores Endocrinos (DE) tém sido detectados em mananciais de abastecimento de agua e sua
remocao se faz necesséria. Esses compostos sdo capazes de interagir ao sistema enddcrino mesmo em
concentracdes muito baixas. Entre as tecnologias utilizadas em Estacdes de Tratamento de Agua, o carvéo
ativado possui uma satisfatdria relacdo custo-beneficio e ndo forma subprodutos quimicos no processo.
Assim, avaliou-se a remocdo da atividade estrogénica causada por uma mistura de estrona (E1), 17-p-
estradiol (E2), 17-a-etinilestradiol (EE2) e 4-n-nonilfenol (NP), em baixas concentracdes, por Carvéo Ativado
Granular (CAG), em diferentes doses. O CAG foi caracterizado e foram utilizadas doses variando de 100 a
700 mg.L. A quantificagdo da atividade estrogénica foi realizada pelo ensaio Yeast Estrogen Screen antes
e ap0s os experimentos. Observou-se que o CAG possuiu baixa quantidade de microporos e mesoporos, com
a maior remocéo da atividade estrogénica, de 91,6%, ocorrendo na maior dose de CAG utilizada (700 mg.L-
1). Além disso, foi possivel confirmar sinergia entre os DE, tornando a avalia¢éo da atividade estrogénica uma
importante ferramenta no estudo de DE. Portanto, conclui-se uma elevada remoc&o por CAG, todavia com
atividade estrogénica remanescente podendo causar efeitos adversos a saude.

Palavras-chave: ensaio YES; microcontaminantes; qualidade da agua; tratamento de agua.
Abstract

Endocrine Disruptors (ED) are being detected in water bodies. Their removal is necessary once they can
interact with the endocrine system yet in extremely low concentrations. Among the technologies which are
already in use in Water Treatment Plants, the activated carbon is cost-effective and does not produce chemical
by-products during the treatment. Thus, was evaluated the estrogenic activity removal caused by a mixture of
ED estrone (E1), 17-B-estradiol (E2), 17-a-ethinylestradiol (EE2), and 4-n-nonylphenol (NP), in low
concentrations, by Granular Activated Carbon (GAC), tested in different doses. The GAC was characterized,
and the assay consisted of doses ranging from 100 to 700 mg.L. Before and after the experiments, the Yeast
Estrogen Screen assay quantified estrogenic activity. Up to 91.6% removal of estrogenic activity was achieved,
by the greater GAC dose, 700 mg.L1. Moreover, it was possible to confirm synergy between the ED, which
makes the evaluation of estrogenic activity by DE an important tool. A high removal was achieved, however,
the remnant estrogenic activity can cause side effects to human health.

Key words: microcontaminants; water quality; water treatment; YES assay.

1. INTRODUCAO de causar efeitos adversos a satde humana e de
outros animais de sangue quente. A presenca de
tais substancias em corpos d’agua decorre do
lancamento in natura de efluentes domésticos ou

Os micropoluentes ou microcontaminantes
sdo compostos que mesmo em baixas
concentracdes, na ordem de ng.Ll, sdo capazes
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industriais, do escoamento superficial de areas
agricolas, da poluicdo difusa e, até mesmo, do
lancamento de esgoto tratado em Estacfes de
Tratamento de Esgoto (ETE) convencionais,
devido a remogao incompleta nas mesmas. Sendo
assim, pode-se concluir que esse grupo de
compostos sdo continuamente introduzidos ao
ambiente (ADEEL et al.,, 2017; AQUINO et al.,
2013; BORNMAN et al., 2017; FISCHER, 2013;
VILELA et al., 2018).

Os Desreguladores Enddcrinos (DE) sdo uma
das classes de micropoluentes, capazes de
interagir com o sistema endécrino de maneira
similar, antagbnica ou bloqueadora a acdo de
hormdnios naturalmente produzidos no organismo
(USEPA, 2019). Como exemplos, citam-se
pesticidas, farmacos, surfactantes e horménios,
comumente detectados em estacbes de
tratamento de aguas residuarias e em aguas
superficiais (CARVALHO et al., 2016; CUNHA et
al.,, 2015). Nesse contexto, cabe ressaltar a
relevancia de alguns hormdnios naturais como da
estrona (E1) e do 17-B-estradiol (E2), auxiliares na
manutencdo da reproducdo das células de
diversos 6rgaos, tais como seios, pele e cérebro;
do 17-a-etinilestradiol (EE2), horménio sintético
amplamente utilizado na fabricagdo de farmacos
de tratamentos hormonais e do 4-n-nonilfenol
(NP), um subproduto da degradacdo de
surfactantes (BILA e DEZOTTI, 2007; ESTRADA-
ARRIAGA e MIJAYLOVA, 2010; SOLE et al.,
2000).

As Estacdes de Tratamento de Agua (ETA)
foram projetadas com o intuito de preservar a
saude humana, minimizando riscos associados a
presenca de patégenos, além da remocéo de cor e
turbidez (DI BERNARDO e DANTAS, 2005;
LIBANIO, 2010). Nesses termos, o tratamento de
agua convencional, tipologia mais utilizada no
pais, se mostra eficaz. Contudo, esse tipo de
tratamento possui limitagbes na remocdo de
alguns compostos quimicos, dentre os quais
despontam alguns desreguladores endocrinos
(CHEN et al., 2007; LIMA et al, 2014
WESTERHOFF et al., 2005). Sendo assim, € clara
a necessidade de estudos de técnicas adicionais
para a remocdo destes quimicos, que somadas as
tecnologias convencionais possam garantir a
populacao a distribuicdo de uma agua com riscos
minimizados.

Em revisdo bibliografica feita por Azevedo
(2019), alguns estudos envolvendo tecnologias de
tratamento de agua foram levantados para
compilacao de dados quanto a remocao de E1, E2,

EE2 e estriol (E3) avaliados individualmente. O
estudo mostrou que, na etapa de clarificacao, a
maior remo¢do mediana reportada nos estudos
avaliados foi de 20,5%, confirmando ineficiéncia
desse processo na remocédo dos DE avaliados. No
caso dos dados de remocéo via cloragédo, fotolise
e ozonizagdo, que consistem em técnicas
aplicadas na etapa de desinfec¢éo, as remocfes
medianas maximas apresentadas no conjunto de
pesquisas avaliadas foram de 96%, 98% e 100%,
respectivamente. Contudo, tais tecnologias séo
passiveis de formacdo de subprodutos, fato que
deve ser verificado para a escolha do tratamento
ou de suas condicdes ideais. E importante
ressaltar que, tais subprodutos também podem
causar atividade estrogénica e, ou toxicidade
(PEREIRA et al., 2011).

Azevedo (2019) também avaliou estudos que
utilizaram carvao ativado (CA) no tratamento de
agua, os quais relatam remocdes de até 97%, com
ampla faixa de variag&o nas concentracdes de CA,
de 1 a 100 mg.L*. A utilizacdo de carvao ativado é
recomendada pela Agéncia de Protecao Ambiental
dos Estados Unidos — USEPA (2019) para a
remocdo de microcontaminantes organicos e
substancias que conferem sabor, odor, cor,
mutagenicidade e toxicidade & A&gua. Varios
autores consideram que o uso de CA possui uma
relagdo custo-beneficio satisfatoria, simples
aplicagéo, e, além disso, ndo forma subprodutos
quimicos durante o tratamento da agua (BAETA et
al., 2012; FORMICA et al., 2017; SENE, 2017).

As remocdes de poluentes por carvao ativado
ocorrem através do fendbmeno de adsorcao, no
gual as substancias que se encontram em solu¢ao,
conhecidas como adsorvatos, se concentram na
superficie de um sélido (adsorvente). O processo
de adsorcéo decorre do contato entre o adsorvato,
gue pode apresentar-se em solu¢do aquosa ou
gasosa, com o adsorvente. Para tanto, podem ser
utilizados reatores que operam em batelada,
mantidos em agitacdo, ou colunas de leito fixo ou
fluidizado (METCALF & EDDY, 2016).

O carvao ativado € comercializado na forma
granular (CAG), em pellets ou pulverizado (CAP).
O primeiro e segundo sdo normalmente utilizados
em colunas de leito fixo e sdo passiveis de
regeneracdo quando seus sitios de adsorcdo sédo
saturados, tornando-o mais viavel para uso
continuo em ETA, o que nédo ocorre com o CAP,
por este motivo sendo normalmente utilizado para
solugBes pontuais (SENE, 2017). Ainda, é
importante ressaltar que a dose de carvdo a ser
utilizada depende nao s6 do volume de agua a ser
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tratado, mas também da concentracdo das
substancias a serem removidas. Além disso,
ressalta-se a importancia de ensaios de
tratabilidade com o efluente alvo, uma vez que os
carvbes possuem especificidades que variam de
acordo com seus precursores ou técnicas de
producéo, podendo apresentar eficiéncias distintas
para diferentes compostos (METCALF & EDDY,
2016).

No que se diz respeito ao monitoramento da
concentracdo de DE em matrizes aquosas,
determinacdes podem ser feitas por analises
guimicas instrumentais, que trazem como
resultado a concentracdo de compostos
especificos  previamente determinados, ou
analises in vivo ou in vitro, que reportam a
atividade estrogénica relativa de uma amostra.
Destaca-se 0 ensaio Yeast Estrogen Screen
(YES), técnica in vitro que apresenta alta
especificidade para a deteccao de substéncias
estrogénicas e elevada sensibilidade para a
guantificacéo da atividade estrogénica relativa dos
DE que compBem a amostra. O ensaio possui
como vantagem a valoracdo da atividade
estrogénica como um todo, uma vez que algumas
misturas de DE podem resultar em efeitos
sinérgicos ou, até mesmo antagdnicos (BILA,
2005; ROUTLEDGER & SUMPTER, 1996).

Em busca na literatura, ndo foram
encontrados trabalhos que valeram do ensaio YES
para avaliar a remocao da atividade estrogénica de
amostras aquosas através da adsorcdo em carvao
ativado, seja ele granular ou pulverizado. Ademais,
0Ss estudos existentes com esse escopo
trabalharam com concentracdes iniciais
relativamente elevadas dos DE, chegando a 20
mg.Lt, como pode ser observado no estudo de
Ogata et al. (2011). Tais valores séo atipicos por
ndo serem comumente encontrados em corpos
hidricos, como mostrou a revisédo bibliogréafica de
Resende et al. (2017) a qual, apos tratamento dos
dados da literatura, reportou medianas de até 37,4
ng.L!, demonstrando a necessidade de mais
estudos que avaliem a eficiéncia do uso do carvao
ativado em amostras com concentracdes de DE
proximas aquelas que realmente ocorrem nas
aguas superficiais.

Assim, o presente trabalho investigou o
potencial do uso de CAG na remocéo da atividade
estrogénica causada por uma combinacéo de DE
em agua (El1, E2, EE2 e NP), em baixas
concentracdes, utilizando o ensaio YES como
ferramenta para a avaliacdo das remocdes.

2. METODOLOGIA
2.1. Materiais de estudo

A agua utlizada nos experimentos foi
coletada em regido preservada de Torrebes
(Minais Gerais, Brasil) e possuia qualidade fisico-
guimica semelhante a pos-filtracdo de ETA. Essa
agua foi dopada com uma combinacdo dos
desreguladores endécrinos E1 (299%), E2 (298%),
EE2 (=298%) e NP (P.A.), todos obtidos da Sigma-
Aldrich®, com as respectivas concentracdes de:
100 ng.L1, 100 ng.L%, 50 ng.L-* e 1000 ng.L1. Tais
valores foram estabelecidos com base em valores
reportados na literatura nacional e internacional,
para que representassem a realidade de
concentracdes encontradas em aguas superficiais
(DING et al., 2001; JOHNSON et al., 2000;
KOLPIN et al.,, 2002; MOREIRA et al.,, 2009;
MOREIRA et al., 2011; RESENDE et al., 2017).

O carvao ativado utilizado no experimento foi
do tipo granular (CAS 7440-44-0), da marca
Isofar®, com densidade aparente variando de 0,25
a 0,65 g.cm3,

De acordo com a Organizagdo Mundial de
Salde - WHO (2011), algumas propriedades
guimicas do adsorvato influenciam na adsorcao,
tais quais: a solubilidade em &4gua, o coeficiente de
particdo octanol-agua (log Kow) € a constante de
acidez (pKa) (BOTTREL, 2012).

Assim, para posterior discussdo dos
resultados, apresentam-se as propriedades dos
DE utilizados no estudo na Tabela 1.

2.2. Métodos analiticos e equipamentos

Para caracterizacdo da agua submetida aos
ensaios, foram realizadas as seguintes analises:
potencial hidrogeniénico (pH), condutividade
elétrica (CE), cor aparente, turbidez, temperatura e
determinacdo da atividade estrogénica. Ainda,
durante os ensaios, foram feitas medicbes da
temperatura e do pH das amostras

Os métodos e respectivos equipamentos
utilizados encontram-se sumarizados no Quadro 1.
Todos o0s ensaios apresentados neste trabalho
foram realizados no Laboratério de Qualidade
Ambiental (LAQUA), da Faculdade de Engenharia
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

2.3. Caracterizacdo do carvéao ativado

Para a caracterizacédo do carvao ativado foram
feitas analises do pH do ponto de carga zero
(PHpcz), de acordo com Bottrel (2012) apud
RIVERA-UTRILLA (2000); indice de Azul de
Metileno (IAM), segundo Piza (2008), que teve seu
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estudo baseado na norma JIS-K-1474/2014 do
Japonese Industrial Standard; e Numero de lodo,
de acordo com a ABNT NBR MB-3410 (1991).

O pHpcz avalia a influéncia do pH na adsorcao
de solutos (adsorvatos) na superficie de sdlidos
(adsorventes) e é definido como o pH no qual o
balancgo de cargas é nulo. Para o ensaio de pHpcz,
primeiramente, foram adicionados a 11
Erlenmeyers, 50 mL de solucdo aquosa de NaCl
0,1 mol.L1, nos quais foram feitos ajustes de pH de
2 a 12, variando em uma unidade, por meio da
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adicdo de solucdes aquosas de HCI 0,1 mol.L1e
NaOH 0,1 mol.L-1. Em seguida, adicionou-se 0,15
g do CAG em cada recipiente. Os Erlenmeyers
permaneceram em agitacdo a 120 rpm em shaker
Solab®, modelo SL 180/D, durante 48 horas para
garantir estabilizacdo do pH. Apés este tempo
foram refeitas as medicdes de pH e posteriormente
foi confeccionado um grafico de pHiina X pHinicial,
sendo a interseccdo entre as duas linhas o
resultado do pH do ponto de carga zero.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos desreguladores endécrinos utilizados no estudo

. . lubili
Férmula Massa Molar Comprimento So ub|,|dade Log
Composto Molecular (g.mol?) molecular (nm) em agua K PKa
g. (mg.L'l) ow
Estrona (E1) CisH2202 270,4 1,39 13 3,13 10,5
17-B-estradiol (E2)  CisH2402 272,4 1,39 3,6 4,01 104
L7-a-etiniestradiol o 1110, 296,4 1,48 11 367 104
(EE2)
4-n-nonilfenol (NP) Ci15H240 220,4 1,79 7 576 10,0
Fonte: LIU et al. (2009); IFA (2019); YANGALI-QUINTANILLA (2009)
Quadro 1: Métodos e equipamentos utilizados nas analises
Andlise Método Equipamento Referéncia
APHA, AWWA e
-H* ® '
pH 4500-H* B HANNA®, HI 8424 WEF (2005)
APHA, AWWA e
® 1
CE 2510 Gehaka®, CG 1800 WEF (2005)
APHA, AWWA e
~ ® 1
Cor Aparente 2120 Espectrofotbmetro Hach®, DR6000 WEF (2005)
. APHA, AWWA e
® b
Turbidez 2130B Del Lab®, DLT WV WEF (2005)
Atividade Ensaio Leitora de placas Thermo Scientific®, Routledger e
Estrogénica YES Multiskan FC Sumpter (1996)

Fonte: Autoria propria

O indice de Azul de Metileno é um parametro
comumente utilizado para a caracterizacdo do
carvdo ativado quanto a microporosidade e
mesoporosidade. Para realizacdo do ensaio, 1 g
de Azul de Metileno (AM) foi seco a fim de eliminar
a umidade do corante. Logo apOs foram
preparadas duas solucdes do Azul de Metileno em
tampdao fosfato, a primeira na concentragdo de 24
mg.L? e a segunda, na concentracdo de 1200
mg.L1. Para a pesagem do corante foi utilizada
balanca analitica (Shimadzu®, ATY224).

Com a primeira solucao foi preparada uma
curva de calibragdo, com as seguintes
concentracdes de AM: 0,24 mg.L?; 0,48 mg.L?;
0,96 mg.L1; 1,2 mg.L?; 2,40 mg.L1; 4,8 mg.L?; 9,6
mg.L?; 14,4 mg.Lt; 19,2 mg.L. A absorbancia das
amostras foi lida no comprimento de onda de 665
nm, em espectrometro Hach® DR 6000.

Em seguida, apoés testes preliminares, foram
adicionados a frascos com tampas 3 g; 5 g; 10 g;
15 g; 20 g de CA, nos quais foram adicionados 25
mL da solucdo AM 1200 mg.L1. Os frascos foram
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mantidos em agitacdo por 30 minutos a 160 rpm,
filtrados em filtro qualitativo, e, entdo aliquotas
foram encaminhadas a leitura espectrofotométrica
para quantificacdo da concentracdo final de AM
(Equacéo 1).

_ (1200-C)x0,025

Q = R ®

Onde:

Q (mg.g1): quantidade de azul de metileno
adsorvido;

C (mg.L?Y): concentracao final de azul de metileno
— calculado pela curva —

Sc (g): massa de carvao;

1200 (mg.L?): concentragdo inicial do azul de
metileno;

0,025 (L): volume da solucéo-trabalho.

Por fim, expresso na Equacéo 2, com auxilio
de isotermas, foi determinado o indice de Azul de
Metileno, segundo o método supracitado,
padronizado a ser determinado na concentragdo
final de AM igual a 0,24 mg.L™.

-
IAM = = )

Onde:

IAM (mL.g%): indice de Azul de Metileno;

Q' (mg.gY): quantidade de AM adsorvido para
concentracao final de 0,24 mg.L;

1,2 (g.LY): concentragdo inicial do azul de
metileno.

O ultimo parametro de caracterizagdo do CAG
de estudo foi 0 Numero de lodo, que assim como
o indice de Azul de Metileno ¢ analisado com o
intuito de estimar a porosidade do carvéo.
Seguindo a norma, o processo foi iniciado
moendo-se 0 carvao, o qual foi direcionado a
secagem em estufa SL-101 Solab® por 3 horas a
130 °C, para posteriormente ser resfriado em
dessecador até que atingisse temperatura
ambiente. Em seguida, 1,000 g do CA seco foi
pesado e transferido para um Erlenmeyer de 250
mL, com boca esmerilhada.

Logo apds, foram adicionados 10 mL de
solucao de &cido cloridrico, deixados em ebulicéo
por 30 segundos em chapa quente, posteriormente
resfriados a temperatura ambiente, onde foram
adicionados 100 mL de solucao de iodo 0,1N. O
Erlenmeyer foi imediatamente fechado e agitado
vigorosamente por 30 segundos.

A solucao resultante foi filtrada por gravidade,
em funil de vidro, com papel de filtro qualitativo,
sendo que os primeiros 20 mL do filtrado foram
rejeitados. O volume filtrado foi homogeneizado
com auxilio de um bastdo de vidro antes da
transferéncia de 50 mL do mesmo para um
Erlenmeyer de 250 mL. Assim, foi feita uma
titulacdo com solugdo de tiossulfato de sodio de
0,1N até que o volume atingisse uma coloragéo
amarelada, para que em seguida fossem
adicionados 2 mL de solucédo indicadora de amido
0,5% e a titulacdo prosseguisse até que a solucéo
deixasse de apresentar coloragdo azul. Por fim, o
indice foi obtido de acordo com a tabela do Anexo
A da norma MB-3410 (1991).

2.4, Ensaios de adsorcéo

Os ensaios foram feitos em batelada, com
agitacdo e temperatura controladas, uma vez que
ambos os parametros sdo considerados variaveis
importantes neste tipo de procedimento com o
carvdo  ativado. Outras duas variaveis
determinantes sdo a concentragdo do adsorvato,
neste caso a combinagao de 100 ng.L* de E1, 100
ng.L*de E2,50 ng.L* de EE2 e 1000 ng.L"* de NP,
e a massa do adsorvente, objeto da presente etapa
(NASCIMENTO et al., 2014).

Para dar inicio & determinacdo da capacidade
adsortiva do Carvao Ativado Granular de estudo,
foram adotadas as concentragbes de 1 mg.L?t e
100 mg.L' do mesmo, que representavam,
respectivamente, a menor e a maior massa
utilizadas por outros autores em contexto similar
ao do presente trabalho. O intuito desses
experimentos foi a obtencdo de resultados
preliminares para a escolha de uma faixa de
concentragdes, tornando possivel a obtencdo de
isotermas de adsorcao.

O processo se iniciou com a adi¢cdo da mistura
dos DE em um volume de 3 L da agua de estudo,
posteriormente dividida em trés porcbes de 1L
devidamente acondicionadas. Assim, em dois dos
béqueres utilizados, foram adicionadas as massas
supracitadas de carvdo e deixadas em agitacdo
por 2 horas, pois de acordo com a Sociedade
Americana de Ensaios e Materiais — ASTM-
Internacional (2008), este tempo de contato
normalmente € o suficiente para ocorrer equilibrio
entre o0 adsorvente e o adsorvato. Apés este
periodo as amostras foram filtradas em filtro
gualitativo, de modo a separar o adsorvente da
solucdo, interrompendo a reacdo. Ressalta-se que
o terceiro béquer foi mantido sem carvédo para a
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guantificacdo da concentracéo inicial de atividade
estrogénica da mistura.

Apbs a obtencédo dos resultados preliminares
da adsorcéo, foi feito um novo ensaio com seis
diferentes concentra¢gbes de carvdo, variando em
intervalos de 100 mg.L, de 200 a 700 mg.L™1, para
obtencédo dos dados necessarios para estudo das
isotermas de adsorcdo. Ressalta-se ainda, que
foram utilizados tempo de contato de 2 horas e
volumes de 1 L para as amostras dopadas.

Em continuidade aos ensaios de adsorcéo
sobreditos, todas as amostras obtidas foram
direcionadas ao processo de extracdo em fase
sdlida.

25. Extrac&o em Fase Solida (SPE)

A Extracdo em Fase Solida (SPE) tem como
principal objetivo concentrar as substancias
estrogénicas presentes na amostra. Este
procedimento foi feito de acordo com Pereira
(2011), com adaptagoes, utilizando cartuchos C18
ODS SampliQ (500 mg, 6 mL) e Manifold de 20
posicdes funcionando sob pressdo de vacuo de
uma bomba.

O inicio do método se da pelo
condicionamento, realizado através da passagem
de 6 mL de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de
metanol e 10 mL de agua deionizada ajustada com
pH 3, nessa ordem, sendo todos os reagentes com
de grau de pureza P.A. Em continuidade, foi feita a
eluicdo das amostras com 300 mL. O volume a ser
utilizado nesta etapa depende do fator de
concentracdo desejado para cada amostra.

Posteriormente, o cartucho foi mantido a
vacuo para secagem por aproximadamente 10
minutos. Os analitos foram eluidos em seguida
utilizando 4 mL de acetona. Por fim, o volume final
do extrato obtido foi completamente seco em fluxo
de gas nitrogénio e, para a execucdo do ensaio
YES, foi adicionado ao frasco etanol absoluto para
transferéncia dos analitos para fase orgéanica.

Com o intuito de verificar que a agua de
estudo ndo apresentava atividade estrogénica
previamente, e para controle dos ensaios, esta
também foi testada.

2.6. Ensaio YES

O ensaio YES, técnica in \vitro de
qguantificacdo de atividade estrogénica, foi
realizado segundo metodologia de Routledger e
Sumpter (1996), com adaptagfes realizadas por
Bila (2005). O composto clorofenol vermelho-3-D-

galactopiranosida (CPRG) foi adquirido da marca
Merck®. Todos os reagentes utilizados no ensaio
foram obtidos da Sigma-Aldrich® ou da Synth®,
com elevado grau de pureza.

Das amostras obtidas na etapa de SPE,
aquelas que foram tratadas com o carvédo ativado,
bem como a agua ndo dopada, foram
ressuspendidas com 1 mL de etanol absoluto, de
modo que ficassem 300 vezes mais concentradas
em relacdo ao inicio do ensaio. Para a amostra
inicial, ou seja, com a combinac¢éo de DE (antes do
tratamento), a ressuspensao ocorreu com 3 mL, de
modo que esta ficasse apenas 100 vezes mais
concentrada, uma vez que devido a elevada
concentracdo de atividade estrogénica presente
inicialmente na &gua dopada, os resultados
superariam o valor maximo da curva padrdo do
ensaio YES, o que tornaria inviavel a quantificagdo
inicial.

As analises foram realizadas em placas de 96
pocos, em duplicata, intercaladas com fileiras de
branco, contendo apenas etanol e meio de analise,
sendo este Ultimo composto por 25 mL de meio de
cultivo, 25 upL da levedura Saccharomyces
cerevisiae e 200 pL de CPRG em solugdo com
agua deionizada, com concentragéo de 10 mg.L.

Inicialmente foram preparadas placas de
diluic@o. Para tal, foram dispostos nas fileiras 100
uL de etanol, com exce¢do do primeiro pogo, 0
qual recebeu o volume de 200 uL de amostra ou
de padréo de E2, ou de branco (apenas etanol).
Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriais
de 1:1 a partir do primeiro pogo.

A solucéo padrédo de E2 em etanol absoluto
possuia concentragdo igual a 54,48 pug.L?,
resultando, apés as diluicdes seriais em curva
padrao de concentragdes variando de 27,24 ug.L*
a 1,3 ng.L?, utilizada para os calculos finais da
guantificacdo de atividade estrogénica.

ApoOs a diluigdo, 10 pL de cada pogo destas
placas foram transferidos para as placas de
andlise, com auxilio de uma pipeta automatica
multicanal. Em seguida, este volume foi deixado
evaporar totalmente e entdo foram adicionados
200 pL do meio de analise em cada pogo.

Ao término desta etapa, as placas foram
seladas e colocadas em agitacdo a 100 rpm no
shaker de agitacdo orbital, durante 1 minuto.
Posteriormente, as placas foram encaminhadas a
estufa, com temperatura ajustada a 32 °C, na qual
foram acondicionadas por 72 horas. Apés o tempo
de incubacao, estas foram submetidas a uma
leitura espectrofotométrica, através da leitora de
placas, nos comprimentos de onda de 539 e 620
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nm, que correspondem ao comprimento maximo
de absorcao da cor formada (rosa) e avaliacéo da
turbidez, respectivamente. Por fim, os dados
obtidos foram ajustados de acordo com uma curva
sigmoidal do tipo dose-resposta, utilizando o
software Origin 8.0®. Assim, foram calculados os
valores da atividade estrogénica das amostras,
reportados em equivalente de estradiol (EQ-E2).
Obtidos esses resultados, de acordo com
valores reportados por Beck et al. (2006), foi

calculada uma poténcia estrogénica relativa
tedrica para a mistura dos desreguladores
endécrinos, causada pela diferenca das
caracteristicas fisico-quimicas desses compostos
(Tabela 1). As poténcias estrogénicas relativas
tedricas de cada composto representam a
atividade estrogénica causada por estes em
relagdo aquela causada pelo 17-B-estradiol,
demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2: Poténcia estrogénica relativa tedrica individual dos desreguladores endécrinos

I A : L. Concentracéo
Poténcia estrogénica relativa tedrica J

DE (P) (EQ-E2) na solucéo
(C) (ng.LY)

El 2,5.101 100

E2 1 100

EE2 1,25 50

NP 1,8.10° 1000

Fonte: Beck et al. (2006)
Em posse dos valores sobreditos, foi feito um Onde:

calculo da poténcia estrogénica relativa tedrica
total dos DE, através do somatério do produto das
poténcias  tedricas individuais  com as
concentracbes de cada composto na solucéo
(Equacéo 3).

>C X P ®)

Assim, para se avaliar a exatiddo da
metodologia utilizada, o valor teérico calculado
com a Equagdo 3 para as concentracbes da
solugéo inicial da mistura dos DE foi comparado
com o resultado obtido através do ensaio YES para
a mesma solucao.

2.7. Elaboracéo das isotermas

As isotermas foram elaboradas, com auxilio
do software Excel®, a fim de constatar
graficamente os resultados obtidos nos ensaios de
adsorcdo em funcdo da quantidade de material
adsorvido por massa de adsorvente (DI
BERNARDO e DANTAS, 2005; METCALF e
EDDY, 2016). Para sua obtencao, os dados foram
ajustados aos dois modelos matematicos
experimentais mais difundidos, desenvolvidos por
Freundlich (Equacéo 4) e Langmuir (Equacéo 5).

x 1

==K x C} (4)

m

x/m (ng.g1): massa de adsorvato por unidade de
massa de adsorvente;

K (ng.gt. (L.ng)¥): constante de adsorcédo de
Freundlich;

Ce (ng.LY): concentracdo de equilibrio do
adsorvato na solucdo apés a adsor¢ao;

1/n: coeficiente empirico.

X _ aXbxCe

m 1+bXC,

®)

Onde:

Ce (ng.LY): concentragdo de equilibrio do
adsorvato na solugéo apés a adsorgéo;

x/m (ng.g1): massa de adsorvato por unidade de
massa de adsorvente;

a, b: constantes empiricas.

Ap6s ajuste dos dados ao modelo e obtencéo
dos graficos, foram analisados os valores do
coeficiente de correlacdo (R?) da linha de
tendéncia para avaliagédo da representatividade do
modelo e determinagdo da constante de adsor¢éo
(METCALF e EDDY, 2016). O estudo das
isotermas torna-se necessario uma vez que as
constantes empiricas supracitadas em ambos os
modelos particularizam os ensaios, ndo podendo
ser obtidos sob correlagbes gerais (FOUST et al.,
1982).
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3. RESULTADOS, ANALISE E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo do carvéo ativado

O resultado obtido para o pHpcz do CA foi igual
a 7, ponto de interseccdo das curvas de pH inicial
com o pH final, caracterizando esse como o pH em
que sua superficie se apresenta neutra (Figura 1).
O indice de Azul de Metileno € um parametro
comumente utilizado para a caracterizacdo do
carvéo ativado quanto a porosidade devido ao fato
de a molécula do Azul de Metileno (AM) ser
adsorvida nos microporos e nos mesoporos dos
adsorventes, no intervalo de 0,8 a 50 nm. Assim,
guanto maiores os valores encontrados para este
indice, maior a capacidade do CA de estudo
adsorver moléculas de tamanhos similares ao
proprio azul de metileno e dentro do intervalo
supracitado (SENE, 2017).

Desta forma, apés obtencdo da curva de
calibracdo do AM, foi possivel determinar a
concentracao final de AM nos ensaios e,
consequentemente, a massa do corante adsorvida
(Tabela 3).

Em continuidade ao procedimento, de acordo
com a metodologia utilizada, o IAM foi calculado de
acordo com a Equacéo 2. Desta forma, os dados
obtidos foram tratados de acordo com os modelos
de isotermas de Freundlich e Langmuir, mostradas
nas Figuras 2 e 3, respectivamente. Ressalta-se
que de acordo com Metcalf e Eddy (2016), os
modelos de isotermas foram aplicados utilizando
as formas lineares das equacdes 4 e 5, de modo
gue as isotermas pudessem ser comparadas em
relagdo ao ajuste linear e desta forma fosse
escolhida a que apresentasse melhor R2,

Figura 1: Grafico do pH de Ponto de Carga Zero do CAG

14
12
10

pH

O N A O ©

Amostras

pH inicial pH final

Fonte: Autoria propria

Tabela 3: Valores de concentracao de equilibrio, e massa de AM adsorvida nos ensaios com
diferentes concentra¢cfes de carvao.

Massa inicial de CAG (g) Concentr?r%z;oglr;al AM(€) AM adsorvido (Q) (mg.g™)
3 49,43 9,59
5 12,39 5,94
10 1,55 3,00
15 0,29 2,00
20 0,02 1,50

Fonte: Autoria propria
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Figura 2: Isoterma de Freundlich obtida no tratamento dos dados dos ensaios de adsorcéo
com AM em meio aquoso em escala dilog

10,00
y = 3,25x0:235
R2=0,94

s

(o)

E

£

S g

®
®
1,00
0,01 0,10

10,00 100,00

Ce (mg.L1)

*x/m: massa de adsorvato por unidade de massa de adsorvente;
**Ce: concentragdo de equilibrio do adsorvato na solugéo apds a adsorgao.

Fonte: Autoria propria

Figura 3: Isoterma de Langmuir obtida no tratamento dos dados dos ensaios de adsorcao
com AM em meio aquoso.

N

Ce/ X/m (g.LY)
N w

0 o e

0,02 0,29 1,55
Ce (mg.L?)

y =1,22x - 2,09
R2=0,80 ¢
[ ]
12,39 49,43 1200,00

*Ce: concentracao de equilibrio do adsorvato na solugédo apés a adsorcao;
**x/m: massa de adsorvato por unidade de massa de adsorvente.

Fonte: Autoria propria

Pode-se perceber que o modelo de
Freundlich se mostrou mais adequado, através do
qual foi obtida a equacdo de ajuste dos dados
utilizando-se de linha de tendéncia de poténcia,
em escala dilog tal como explicado por Metcalf e
Eddy (2016). Assim, através da Equacéo 4, foi
obtida uma quantidade de azul de metileno
adsorvido (x/m) igual a 2,32 mg.g! e indice de

Azul de Metileno de 1,93 mg.g! neste estudo.
Nas normas brasileiras ndo existem valores
recomendados para o IAM, contudo o valor
encontrado estd muito aquém dos valores
reportados por outros autores que utilizaram o
mesmo tipo de adsorvente. Por exemplo, no
estudo realizado por Di Bernardo e Dantas (2005),
o valor minimo reportado para o IAM foi de 11,42
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mg.g. Para fins de comparacédo do considerado
eficiente na remocdo de moléculas de
caracteristicas semelhantes a de Azul de
metileno, os autores ainda citam que o valor
minimo exigido no Marrocos é de 180 mg.g™.

Os valores do indice diminuem com o
aumento da massa de carvdo adicionada para
obtencdo da adsorcdo desejada. Durante os
experimentos, foi necessaria a adicdo de mais de
15 g do CAG para a realizacdo do ensaio de IAM,
0 que retornou valor de 1,93 mg.g7,
caracterizando o carvao utilizado como deficiente
de micro e mesoporos.

O Numero de lodo é comumente utilizado
para avaliar a quantidade de microporos
presentes no carvdo e a capacidade do
adsorvente de reter moléculas pequenas, ja que a
molécula de iodo possui tamanho de
aproximadamente 0,27 nm (PIZA, 2008). Foi
encontrado para este parametro o valor de 255,93
mg.gt, inferior aos  valores minimos
recomendados pela Associacdo Americana de
Trabalhos com Aguas (AWWA) (1974), e pela
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(1991), de 500 e 600 mg.g?, respectivamente,
indicando que o CAG utilizado nesse estudo
possui baixa quantidade de microporos.

A importancia da presenca de microporos e
mesoporos para a remocdo dos DE, foi
confirmada por Fukuhara et al. (2006), que
constataram a pior remocdo de E2 e E1 em
carvdes com poros de maiores diametros.
Ademais, Snoeyink e Summers (1999)
averiguaram a preferéncia de adsor¢édo em poros
de dimensfes semelhantes as da molécula de
interesse. Desta forma, era esperada a
preferéncia da adsor¢@o das moléculas de AM em
poros de didmetro de 1,3 nm, similares aos
comprimentos moleculares dos DE analisados no
presente estudo, como apresentado na Tabela 1,
0s quais variam de 1,39 a 1,79 nm, sendo
possivelmente  adsorvidos em  microporos
secundarios do CA (tamanho de poro no intervalo
de 0,8 a 2,0 nm) (FILHO et al., 2017; IUPAC,
1982).

3.2. Remocéo da atividade estrogénica por
GAC

Os ensaios foram realizados na temperatura
de 28+2 °C e o pH se manteve na ordem de 7,
igualando-se ao pHpc.. No tocante a qualidade
inicial da agua de estudo, esta apresentou cor
aparente e turbidez abaixo do limite de deteccéo
dos métodos utilizados nas  andlises,

corroborando  a  qualidade  fisico-quimica
semelhante a pos-fitracdo de ETA. A
preocupacdo em uma matriz real, porém com
elevada qualidade decorre do intuito de se avaliar
0 uso da CA apds filtracdo, uma vez que a
adsorcdo é mais eficiente em aguas clarificadas,
devido a minimizacdo de competicdo dos sitios
ativos, em especial de compostos organicos
(ALBUQUERQUE et al., 2016; WHO, 2011).

O ensaio YES apresentou valor médio do
limite de deteccéo igual a 0,07 ng.L't EQ-E2 (n=2)
e ECso médio da curva de calibracdo
(concentragédo que elucida uma atividade igual a
50% do controle positivo de 17-B-estradiol) de
0,23 pg.L?, valor com uma ordem de grandeza
abaixo do comumente encontrado em literatura
paratal ensaio, na ordem de 3 ug.L-1(BILA, 2005).
Segundo Fischer (2013), os valores de ECso sdo
variaveis, por exemplo, quanto ao ndamero inicial
de células da levedura e quanto ao tempo de
incubacédo desta. Apesar da diferenca de valores
encontrada para o ECso, a curva padréo utilizada
no ensaio apresentou absorbancia dentro do
esperado, entre 1,5 e 3,5, e a maxima inducao
também se comportou conforme o reportado por
Bila (2005), com média de 2,75, comparados aos
2,98+0,1, reportados pela autora.

Assim, com os resultados da quantificagdo
da atividade estrogénica obtidos através do
ensaio YES, foi possivel a confeccao das
isotermas, seguindo os modelos de Freundlich e
Langmuir (Figuras 4 e 5).

A comparacao entre as isotermas e andlise
de seus parametros foi realizada de acordo com
Metcalf e Eddy (2016), assim como descrito para
0 célculo do IAM. Através da andlise dos
resultados obtidos € possivel concluir que o
modelo com melhor ajuste da adsor¢do dos DE
utilizados pelo CAG foi pelo tratamento dos dados
segundo o modelo de Langmuir. Desta forma,
obteve-se a Equacéo 6, através da qual é possivel
estimar a massa necessaria do CAG de estudo
para obtencdo da concentracdo final dos DE
desejada.

e = 0,06 + 0,002 x C, 6

de

O carvdo de estudo foi capaz de remover
atividade estrogénica, de maneira diretamente
proporcional a adicdo de maiores massas do
mesmo (Figura 6). Debs et al. (2019) também
encontraram sinergia entre a dose do adsorvente
feito de biomassa de leveduras e eficiéncia de
adsorcao de EE2, apesar da natureza do material
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usado ser diferente. Contudo, a remocao dos DE
nao foi completa, chegando ao valor maximo de
91,6% quando adicionada quantidade
relativamente alta de CAG, 700 mg.Ll. As
concentra¢des de CA normalmente utilizadas em
ETA variam entre 1 e 100 mg.L1. Nesses casos as

medianas das remocdes reportadas foram de
89% a 97%, cabendo ressaltar que tais remocdes
foram para DE analisados separadamente
(AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2011;
AZEVEDO, 2019; SNYDER et al., 2007; YOON et

al., 2003).

Figura 4: Isoterma de Freundlich obtida no tratamento dos dados da adsor¢céo dos
DE no CAG em meio aquoso, em escala dilog.

1000,00

x/m (ng.g1)

100,00
10

y = 143,75x0%2
Rz =0,62

100 1000

Ce (ng.L?)

Notas: Temperatura: 28+2 °C; pH: 7; Tempo de reacao: 2 h; Concentragdo inicial do adsorvato: 215,89
ng.L"t EQ-E2; *x/m: massa de adsorvato adsorvido por grama de adsorvente; **Ce: concentracdo de
equilibrio do adsorvato na solugdo apos a adsorcao. Fonte: Autoria Prépria

Figura 5: Isoterma de Langmuir obtida no tratamento dos dados da adsor¢cdo dos DE no CAG
em meio aquoso para a adsor¢ao dos DE no CAG.

0,40

0,00
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y = 0,002x + 0,06
R2=10,88
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Notas: Temperatura: 28+2 °C; pH: 7; Tempo de reacdo: 2 h; Concentracao inicial do adsorvato: 215,89 ng.L"
1EQ-E2; Ce: concentragéo de equilibrio do adsorvato na solugdo apds a adsor¢éo; x/m: massa de adsorvato
adsorvido por grama de adsorvente, igual a x/m. Fonte: Autoria propria
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Figura 6: Grafico da remocao da atividade estrogénica da mistura de DE por CAG
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Fonte: Autoria Propria

Tal remog¢éo se mostrou condizente aos
resultados de caracterizacdo do carvao, que
levaram a inferéncia da baixa incidéncia de micro
e mesoporos no CAG em questdo, que seriam
preferenciais a adsorcéo de moléculas de DE, tal
como ja mencionado.

Em relacdo aos outros estudos supracitados
gue utilizaram concentra¢des menores de CAG e
mostraram remocg8es similares & do presente
trabalho, cabe destacar que os DE foram
avaliados de forma separada, o que pode
subestimar o real efeito destes compostos, por
nao considerarem a sinergia que ocorre entre 0s
mesmos, COMo as que ocorrem no ambiente, que
pode aumentar a poténcia relativa da atividade
estrogénica (GOMES et al., 2017). Devido as
diferentes caracteristicas fisico-quimicas
apresentadas na Tabela 1, é possivel que o efeito
sinérgico varie ao longo do tempo no ambiente e
durante o processo de adsorcao no CA devido as
diferencas de composi¢cdo da mistura ao longo do
tempo. Tudo isso pode ocasionar diferentes
poténcias estrogénicas relativas nos diferentes
tempos de contato, além do fato de que os DE
podem competir separadamente pelos sitios
ativos (METCALF & EDDY, 2016).

De acordo com Beck et al. (2006) foi possivel
calcular uma poténcia estrogénica relativa para a
mistura dos DE utilizados nesse estudo que
teoricamente deveria se apresentar como 187,52
ng.L-1 EQ-E2. Na pratica, através do ensaio YES,
foi obtido o valor de 215,89 ng.L* EQ-E2, 1,15
vezes maior do que o referencial tedrico.

Mesmo com o potencial efeito adverso dos
DE, a previsédo de remocédo destas substancias e

60%
40%
20% I
0%
0 200 400 500 600 700

CAG (mg.L?)

seus valores maximos permitidos em matrizes
ambientais ndo estdo presentes na legislagdo de
muitos paises, incluindo o Brasil. Nesse contexto,
destaca-se os Estados Unidos, que inseriram o
El, o E2 e 0 EE2, por exemplo, na Lista de
Contaminantes Candidatos a futura
regulamentacdo em sua quarta atualizagdo
(USEPA, 2016). Ainda nesse sentido, Bastos et al.
(2009), apresentaram em seu trabalho Valores
Méximos Desejaveis (VMD) de E2 em 4gua para
consumo humano, a partir da analise da dose
diaria toleravel sem efeito adverso, resultando em
VMD de estradiol de: 5,47 ng.L! para lactentes,
8,20 ng.L? para criangcas e 24,60 ng.L! para
adultos. Considerando que a maxima remogéao
obtida nesse estudo foi de 91,6%, equivalente a
um residual de 18,19 ng.L! EQ-E2, ao se
compara com o VMD para E2 obtido por Bastos et
al. (2009), conclui-se que o processo avaliado
atenderia ao VMD méaximo reportado por Bastos
et al. (2009) para adultos, todavia, o valor ainda é
superior ao VMD minimo de 5,47 ng.L?, para
lactentes.

Em posse desses VMD e por intermédio da
Equacéo 6, a partir da concentracéo inicial testada
de 215,89 ng.L' EQ-E2, estimou-se a
necessidade de tratar cada litro da 4gua dopada
com 2729 mg do CAG para atingir o cenario mais
restritivo (para lactentes). De maneira anéloga,
para o cenario menos restritivo (para adultos) se
faz necesséaria uma dose de 849,19 mg de CAG
por litro.

Portanto, foi possivel perceber que o Carvao
Ativado Granular é capaz de ocasionar a remogao
de atividade estrogénica causada pelos
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desreguladores endécrinos estudados. Contudo,
se faz necessario o estudo das condicbes que
possam otimizar o processo de adsorcao
utilizando menores quantidades de CAG e menor
tempo de contato a fim de remover
completamente os DE. Citam-se as possibilidades
de variacfes de temperatura e pH, utilizacdo do
carvdo moido, que tende a ter maior area
superficial especifica. A busca de outro carvao
também deve ser considerada, visto que o CA
utiizado neste estudo apresentou em sua
caracterizacdo baixos indices indicadores de
micro e mesoporosidade e, de acordo com as
propriedades fisico-quimicas dos DE utilizados,
estes seriam mais bem adsorvidos nesses tipos
de poros.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o CAG pode ser utilizado
para a remocao de atividade estrogénica, desde
que utilizadas quantidades suficientes, uma vez
gue para atingir 91,57%, foi necessaria
concentracdo elevada de CAG (700 mg.L?),
levando em consideracéo estudos que reportam o
uso de massas inferiores, de até 100 mg.L™.

Para alcancar concentracdo de EQ-E2
equivalente ao VMD de E2 mais restritiva
encontrado no estudo de Bastos et al. (2009),
deve-se utilizar uma dose de 2,9 g do GAC
estudado por litro de agua contaminada com as
concentracdes iniciais testadas, de 215,89 ng.L™*.

Destaca-se que este trabalho avaliou uma
mistura de DE em baixas concentracbes, tal
como sao encontradas no ambiente, e foi possivel
constatar o efeito sinérgico da mistura. Tal efeito
pode ter influenciado na menor eficiéncia de
remocdo observada nesse estudo, uma vez que
os resultados foram comparados aqueles obtidos
em trabalhos que avaliaram o0s compostos
isoladamente.

Neste contexto recomenda-se a realizacdo
de mais estudos que avaliem outras variagfes
capazes de aprimorar a adsorcéo, além da busca
de outro carvdo ativado, que tenham maiores
guantidades de microporos e mesoporos e maior
area especifica.
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