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Os estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol vém sendo detectados em
efluentes de estagdes de tratamento de esgoto e em aguas superficiais e subterraneas,
devido as plantas de tratamento de esgotos remové-los apenas parcialmente durante o
processo de tratamento, sendo em parte descartados nos corpos receptores. Esse
trabalho teve como objetivo estudar a remog¢do da atividade estrogénica durante a
degradacdo dos estrogénios 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e da mistura desses
estrogénios em solu¢do aquosa, pelos processos de ozonizagdo ¢ O3/H,O,. Foram
investigadas as influéncias do pH e da dosagem de 0z6nio na remogao dos estrogénios e
da atividade estrogénica e na formagao dos intermediarios. Os resultados mostraram que
os processos de ozonizagdo e O3/H,0O, foram efetivos na remogdo desses estrogénios.
Em pH 3, a atividade estrogénica foi totalmente removida, mesmo com baixas dosagens
de ozénio (1 mg 1), tanto para o processo de ozonizagdo quanto para Os/H,O,.
Entretanto, em pH 7 e 11 a estrogenicidade ndo foi completamente removida,

provavelmente devido aos subprodutos formados pela oxidacao via radical OH.
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ESTROGENIC ACTIVITY REMOVAL OF 178-ESTRADIOL AND 17a-
ETHINYLESTRADIOL BY OZONATION AND 0s3/H,0, PROCESSES

Milena Guedes Maniero Ferreira

March/2008

Orientadora: Marcia Walquiria de Carvalho Dezotti

Department: Chemical Engineering

The estrogens 17B-estradiol and 17a-ethinylestradiol have been found in
effluents from domestic wastewater treatment plants (DWTP) and in superficial and
underground waters. These estrogens are partially degraded by processes employed in
DWTP. Therefore are discharged in the receiving bodies. This work had as objective the
study of estrogenic activity removal during the degradation of 17B-estradiol, 17a-
ethinylestradiol and of the mixture of these estrogens in aqueous solution by ozonation
and O3/H,O; processes. The influences of pH, ozone dosage, estrogenic activity removal
and by-products formed were investigated. The results showed that ozonation and
03/H,0, processes were effective in the removal of these estrogens. In pH 3, the
estrogenic activity was totally removed, even applying low ozone dosages (1 mg 1), for
both ozonation and O3/H,0, processes. However, in pH 7 and 11 the estrogenicity was
not completely removed, probably due the by-products formed by the oxidation through
OH radical.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Um dos campos mais proeminentes da 4area ambiental ¢ o estudo de
micropoluentes organicos presentes em ambientes aquéticos. Recentemente, estudos
mostraram mudangas na reprodu¢do de animais ¢ humanos, possivelmente devido a
presenca de alguns micropoluentes (conhecidos como desreguladores endocrinos) em

aguas superficiais e subterraneas.

O problema dos desreguladores enddcrinos € evidente desde o inicio dos anos
1900, mas, recentemente, esse fendmeno tornou-se um dos principais assuntos nas areas
ambiental e médica, gerando uma grande atencdo das comunidades cientificas do
mundo todo e um interesse consideravel da midia, devido ao fato de somente agora
estudos cientificos terem comprovado a seriedade e a diversidade dos problemas que

podem advir da exposi¢do a estas substancias.

Desde 1996, o Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) tem considerado a problematica dos
desreguladores enddcrinos como uma das seis areas de pesquisa mais importantes

(Adams et al., 2005).

Estudos encontrados na literatura mostram que os desreguladores endocrinos sao
suspeitos de provocar desenvolvimento de algumas doencas como cancer de mama, de
utero e de prostata, desenvolvimento sexual anormal, redugdo de fertilidade masculina,
aumento de incidéncia de ovarios policisticos, alteragdo de glandulas tiredides,
disturbios nas fun¢des do ovario (crescimento folicular e a ovulagdo), na fertilizacao e
gravidez. Em animais podem desregular a reprodu¢dao e o desenvolvimento dos
organismos, assim como, induzirem, irreversivelmente, caracteristicas sexuais
femininas em peixes machos, podendo levar a esterilizacdo ou redugdo da reprodugdo

(Coleman et al., 2005; Harrison et al., 1997).

Viérias sdo as substancias classificadas como desreguladores endocrinos. Dentre
elas, substancias naturais (fitoestrogénios), substancias quimicas sintéticas (alquilfenois,
pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas e bisfenol A), estrogénios naturais (17[-

estradiol, estrona e estriol) e estrogénios sintéticos (17a-etinilestradiol).



Os estrogénios, principalmente 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, por
possuirem alto potencial estrogénico, t€ém sido classificados como os maiores
responsaveis em provocar alteragdes endodcrinas em organismos presentes em aguas

superficiais.

A estrogenicidade ¢ a capacidade de uma substancia acoplar-se ao receptor de
estrogénio e elucidar uma resposta estrogénica. E definida, segundo Daston et al.
(1997), como a capacidade de producdo de respostas bioldgicas qualitativamente

similares aquelas produzidas pelos hormonios enddgenos.

17B-estradiol e 17o-etinilestradiol sdo excretados diariamente, por humanos e
animais, no esgoto doméstico. Essas substancias vém sendo detectadas em efluentes de
estagdes de tratamento de esgoto e em aguas superficiais, devido as plantas de
tratamento de esgoto receberem esses estrogénios e apenas elimind-los parcialmente
durante o processo de tratamento, sendo o residual descartado nos corpos receptores

(Ternes et al., 1999b).

17B-estradiol € o principal estrogénio natural, responsavel pela formacdo das
caracteristicas femininas. 17a-etinilestradiol ¢ o principal estrogénio sintético,

encontrado nas pilulas anticoncepcionais e aplicado nas terapias de reposi¢do hormonal.

A presenca desses hormdnios em estagdes de tratamento de esgoto e em aguas
subterraneas e superficiais mostra a necessidade de uma avaliagdo dos processos de
tratamento que ja vem sendo utilizados com respeito a eficiéncia de remogao dessas
substancias, uma vez que, segundo estudos, 0,1 ng I de 17a-etinilestradiol induz a
expressio de vitelogenina em peixes, 0,1 a 15 ng 1" pode afetar a diferenciagdo sexual e
2 a 10 ng 1" pode afetar a fecundidade (Fent et al., 2006). Portanto, concentragdes
normalmente encontradas no meio ambiente (0,5 a 7 ng 1) sdo capazes de provocar

disfungdes no sistema reprodutivo de peixes.

Processos como a ozonizagao e os processos oxidativos avangados (POA), como
a fotocatalise, fotdlise, O3/H,0, e O3/UV, sdo tecnologias que t€ém se mostrado bastante
promissoras na remocao desses micropoluentes presentes em amostras ambientais (Bila
et al., 2007; Irmak et al., 2005; Ternes et al., 2003; Huber et al., 2003; Zwiener e
Frimmel, 2000).



Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivo geral estudar a degradacao
dos estrogénios 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e da mistura 17B-estradiol/17a-

etinilestradiol pelos processos de ozonizagao e O3/H,0,.
Os objetivos especificos foram:

» Investigar as influéncias do pH e da dosagem de ozénio na remocdo desses

estrogénios, da atividade estrogénica e na formagao dos subprodutos;

» Avaliar qual processo oxidativo, entre a ozonizagdo e O3/H,0,, foi mais efetivo

na remogao dos estrogénios e da estrogenicidade;

» Investigar o efeito na atividade estrogénica da combinagdo dessas substancias

estrogénicas;

» Avaliar o efeito do 0zonio molecular e do radical hidroxila na remocdo da

atividade estrogénica;

» Avaliar a concentracdo de carbono organico dissolvido com o objetivo de

verificar se os processos oxidativos foram capazes de mineralizar os estrogénios;

» Obter as varreduras de UV para verificar se os processos avaliados foram
capazes de degradar o anel fendlico, resultando na perda da atividade

estrogénica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Desreguladores Endocrinos

Um dos principais enfoques cientificos internacionais da ultima década diz
respeito a presenga, no meio ambiente, de um grupo especifico de compostos quimicos
caracterizado pela capacidade de simular ou alterar a atividade hormonal de humanos e
de outros animais. A estes compostos, denominados genericamente de desreguladores
endocrinos (DE), atribui-se a capacidade de desregular o sistema endocrino. Essas
substancias mimetizam a a¢ao de hormoénios naturais, inibindo-os ou alterando as
funcdes regulares normais dos sistemas imunolédgico, nervoso e¢ endocrino (Castro,

2002).

Estudos relativos a hipdtese de que substincias quimicas no ambiente podem
estar relacionadas a efeitos estrogénicos vém sendo relatados desde 1923 (Allen e
Doisy, 1923; Burlington e Lindeman, 1950) (apud Baker, 2001). Entretanto, somente
nos ultimos 10 anos a preocupacao de 6rgdos ambientais tornou-se mais evidente. Em
funcao disso, foram desenvolvidos varios trabalhos com o objetivo de avaliar os efeitos
adversos dessas substincias a sade humana e a vida de animais. Na Tabela 2.1 ¢
mostrada uma evolug@o cronolédgica de fatos e evidéncias relativos aos desreguladores

endocrinos.

A exposi¢do a essas substincias pode ocorrer a partir de uma variedade de
fontes, de forma voluntaria ou ndo. Assim, homens e animais estdo expostos a alguns
fitoestrogénios com o consumo de agua potavel ou pelo contato com o ar e solo.
Também estdo expostos a muitos DE sintéticos ao utilizar produtos comerciais, como

produtos de limpeza, pesticidas, aditivos alimentares e cosméticos (Castro, 2002).

Muitas pesquisas foram realizadas com o objetivo de identificar esses
micropoluentes, verificar sua ocorréncia, destino e os efeitos provocados em animais e
homens, uma vez que sdo encontrados em estagdes de tratamento de esgoto e em aguas

superficiais, subterraneas e potaveis.



Tabela 2.1. Evolucao cronoldgica de fatos e evidéncias relativos aos desreguladores
endocrinos.

Ano Fato ou Evidéncia
1923 Detecta-se atividade estrogénica em extratos biologicos.
1950 Observa-se que o DDT apresenta atividade estrogénica.
Surgem as primeiras correlagdes entre pesticidas e problemas na
1oz satide de animais.
Verifica-se que a exposi¢cdo a hormonios naturais € perigosa e
1963 conduz ao cancer.
Descobre-se que o DDT apresenta atividade estrogénica nos
1908 mamiferos e aves.
Verifica-se que o DES leva ao cancer vaginal, sobretudo em
1971 mulheres cujas maes estiveram expostas a este produto durante a
gravidez.
1972 DDT ¢ proibido na agricultura.
Verifica-se que o DDE esté relacionado a problemas na

1976 reprodu¢ao humana.
1977 A producao e aplicagdo de bifenilas policloradas sdo restringidas.
1980 A utilizagao de certos hormdnios sintéticos ¢ restringida.

Detecta-se relacao entre xenoestrogénios e problemas no aparelho
1993 reprodutor masculino e feminino.

Verifica-se que combinagdes de diversos xenoestrogénios

1996 apresentam sinergismos em diversos tipos de levedura.

Sao formados os primeiros grupos de investigagao a nivel mundial
1998 para estudar esse problema.

Desenvolvem-se estudos in vitro e in vivo para avaliar o potencial
1999 estrogénico de substancias.

Fonte: Nogueira (2003).



2.1.1. Definicdo de Desreguladores Enddcrinos

Segundo a “U.S. Environmental Protection Agency” (EPA), um desregulador
endocrino ¢ um agente exdgeno que interfere com a sintese, secre¢do, transporte,
ligacdo, ag¢do ou eliminagdo de hormdnios naturais no corpo que sio responsaveis pela
manuteng¢do, reprodugdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos (U.S.

Enviromental Protection Agency, 1997).

Desregulador endécrino € o termo associado a toda substancia ou mistura de
substancias exdgenas capaz de assumir fun¢do idéntica de um hormoénio natural nos
seres vivos ou inibir o funcionamento normal do mesmo, alterando as fung¢des do
sistema endocrino e causando efeitos adversos nos organismos ou em seus descendentes

(Waring e Harris, 2005; Nogueira, 2003).

Em geral, os desreguladores endocrinos sdo compostos muito estiveis e
lipofilicos. A fun¢do hormonal mais afetada por estes agentes é o mecanismo de
regulacao dos esterdides, que determinam principalmente as caracteristicas sexuais e

comportamentais das espécies (Nogueira, 2003).

Os desreguladores endocrinos atuam pela ligacdo aos receptores de esterdides,
podendo alterar o funcionamento do sistema reprodutivo e causar feminizagdo de
espécies. A ligacao ao receptor da tirdide pode desregular o sistema neuroenddcrino.
Recentemente, foi mostrado que esses compostos podem alterar a sintese e o

metabolismo de estrogénios (Waring e Harris, 2005).

2.1.2. Substancias Conhecidas como Desreguladores Enddcrinos

Coletivamente conhecidos como “endocrine-disrupting chemicals” (EDC), os
desreguladores enddcrinos representam uma gama extensiva de substancias e podem ser
produtos naturais, como os fitoestrogénios (isoflavonas, lignanos e coumestanos),
produzidos pelas proprias plantas e bastante comuns em produtos de origem animal e
vegetal, ou compostos quimicos sintéticos (xenoestrogénios), na sua grande maioria
organoclorados, empregados nos mais variados usos industriais, comerciais e
domésticos (detergentes (surfactantes), resinas, aditivos e mondmeros utilizados na

producao de plasticos).



Alguns xenoestrogénios sao produzidos intencionalmente, como no caso de
solventes clorados e inseticidas, desenvolvidos para atuar seletivamente sobre o sistema
endocrino de insetos especificos, enquanto outros sdo formados como subprodutos
durante o processo industrial, sendo descartados em aguas superficiais devido a sua

incompleta remogao nas estagdes de tratamento de efluentes.

Os hormoénios presentes em cosméticos e anabolizantes utilizados em ragdes
animais também sdo considerados desreguladores endocrinos (Alves et al., 2007).
Diclorodifeniltricloroetano (DDT), bifenilas policloradas (PCB), bisfenol A,
alquilfendis-polietoxilatos, p-dioxina e dibenzenofurano, sdo exemplos de compostos
sintéticos suspeitos de serem desreguladores endocrinos. Bisfenol A ¢ um ingrediente
comumente encontrado nos “vernizes” empregados em tratamentos dentdrios e em
revestimentos internos de recipientes para embalagem de alimentos, facilitando a
contaminagdo humana diretamente ou por ingestdo dos alimentos contaminados
(Gascon et al., 1997). Na Tabela 2.2 ¢ mostrada uma lista com algumas substancias

classificadas como desreguladores enddcrinos.

Embora algumas substincias naturais de origem vegetal (os fitoestrogénios)
possuam propriedades endodcrinas, estas geralmente ndo causam tantos problemas ao
homem quanto aquelas de origem antropogénica, uma vez que essas substancias nao se
ligam fortemente aos receptores hormonais, sendo facilmente excretadas e

consequentemente, ndo se acumulam nos tecidos corporeos (Meyer et al., 1999).

Por outro lado, as substancias sintéticas com acao desreguladora sdo geralmente
persistentes no ambiente, acumulam-se no solo e nos sedimentos, sdo transportadas para
outras regides pela atmosfera e podem acumular-se ao longo da cadeia trofica, expondo
0s animais superiores a maiores riscos. Vdrias destas substancias podem ser excretadas
por meio do leite materno, constituindo-se, assim, uma fonte de contaminagdo para

recém-nascidos (Meyer et al., 1999).



Tabela 2.2. Lista de substancias classificadas como desreguladores endocrinos.

Compostos
. ) . Compostos L o
Esteroides Alquilfenois ) . Organicos Pesticidas
Poliarométicos )
Oxigenados
Bifenilas
170-
Nonilfenol Policloradas Ftalatos Atrazina
etinilestradiol
(PCB)
Nonilfenol Retardantes de ' _
17B-estradiol Bisfenol A Linuron
etoxilado Chama
Hidrocarbonetos
Hexacloro-
Estrona Octilfenol Poliaromaticos
benzeno
(PAH)
Pentacloro-
Mestranol
fenol (PCP)
Dietilestilbestrol
(DES)

Fonte: Birkett e Lester (2003).

Os estrogénios tém sido classificados como os maiores contribuidores, dentre os
desreguladores enddcrinos, em provocar alteracdes enddcrinas em organismos presentes
em aguas superficiais (Gomes et al., 2004; Lai et al., 2002; Johnson e Sumpter, 2001).

A . . e gy ~ . ;. -1
Isso ocorre porque os estrogénios naturais e sintéticos sdo efetivos em niveis de ng 1,
enquanto que a maioria dos compostos quimicos apresenta atividade estrogénica em
niveis de pg I e o sistema hormonal dos organismos ¢ estimulado por baixissimas
concentragdes de esteroides, da ordem de partes por bilhdo (ppb) ou partes por trilhdo

(ppt) (Nogueira, 2003; Routledge et al., 1998).

Estrogénios naturais e sintéticos exibem atividade estrogénica na faixa de cem a
um milhdo de vezes maior que a apresentada por compostos quimicos (Routledge e
Sumpter, 1996; Tanaka et al., 2001), razdo pela qual esses estrogénios causam
anomalias em organismos aquaticos em baixissimas concentragdes. Na Tabela 2.3 tem-

se a comparacao dos potenciais estrogénicos de algumas substancias estrogénicas.



Tabela 2.3. Potenciais estrogénicos de algumas substancias obtidos pelo ensaio YES
(relativo a CEsp em mol 1'1).

Substancia Poténcia Relativa
17B-estradiol 1,00
17a-etinilestradiol 0,75
Estrona 0,20
Estriol 8,18 107
Genisteina 1,80 10
Daidzeina 3,00 10°
Bisfenol A 1,20 10
4-Nonilfenol 2,57107
4-terc-Octilfenol 5,81 10°

Fonte: Beck et al. (2006).

2.1.2.1. Estrogénios Naturais e Sintéticos

Os estrogénios naturais 17-estradiol (E,), estriol (Es) e estrona (E;) e o sintético
17a-etinilestradiol (EE;), desenvolvido para uso médico em terapias de reposi¢cdo
hormonal e métodos contraceptivos, sdo os que despertam maior preocupacao, tanto
pela sua poténcia, como pela quantidade continuamente introduzida no ambiente. Estes
hormonios possuem a melhor conformagdo reconhecida pelos receptores e, portanto,
resultam em respostas maximas, sendo considerados como responsaveis pela maioria

dos efeitos desreguladores desencadeados pela disposicao de efluentes.

O uso cada vez maior de pilulas anticoncepcionais resulta em uma maior
preocupacdo em relagdo aos problemas causados pelos desreguladores enddcrinos, uma
vez que concentragdes muito baixas de 17a-etinilestradiol tém provocado efeitos

alarmantes no processo de reprodugdo e desenvolvimento de organismos.

Todos os hormoénios esterdides exercem sua acdo pela passagem através da
membrana plasmatica e ligando-se a receptores intracelulares (Ying et al., 2002). Os

hormonios esterdides sdo um grupo de compostos biologicamente ativos que sdo



sintetizados a partir do colesterol e tém em comum uma estrutura constituida de trés

anéis hexagonais e um anel pentagonal.

Os estrogénios sdo caracterizados por seu anel fendlico, o qual tem um
grupamento hidroxila responsavel pela atividade bioldgica, ou seja, pela atividade
estrogénica. As estruturas quimicas dos estrogénios 17B-estradiol, estrona, estriol e

17a-etinilestradiol e do colesterol sdo mostradas na Tabela 2.4.

2.1.2.1.1. Propriedades Fisico-Quimicas

Na Tabela 2.5 sdo apresentadas algumas propriedades fisico-quimicas dos
estrogénios naturais (estrona e 17fB-estradiol) e do estrogénio sintético 17a-

etinilestradiol.

Dessas propriedades fisico-quimicas, em especial o K,y (coeficiente de particao
octanol-agua), observa-se que esses estrogénios sdo compostos organicos hidrofobicos,
moderadamente soliveis em 4gua e que preferencialmente adsorvem em
sedimentos/particulas solidas. Portanto, ¢ de se esperar que a adsor¢do no solo, ou
sedimento ou lodo bioldgico seja um significativo fator da redu¢do da concentragdo

desses estrogénios na fase aquosa (Lai et al., 2000; Urase e Kikuta, 2005).

Provavelmente, durante o tratamento bioldgico, parte desses estrogénios fica
retida no lodo bioldgico (na camada lipidica das células), devido a sua hidrofobicidade,
podendo ocorrer, conseqiientemente, bioacumulagdo (Olea et al., 2002; Johnson e
Sumpter, 2001; Andersen et al., 2005). Andersen et al. (2003b) verificaram que ndo
existe um equilibrio entre os niveis de hormdnios na fase liquida e na fase sélida (no

lodo).
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Tabela 2.4. Estruturas quimicas dos estrogénios 17p-estradiol, estrona, estriol e 17a-
etinilestradiol e do colesterol.

Composto Estrutura Quimica

17B-estradiol

cis ,OH

HO” : {
CH
3 0
/
Estrona
HO
CH3 OH
ﬁéjyﬁ
HO

Estriol

HO C==CH

HsC
170-
etinilestradiol
HO
CH3
CH3
CH3 CH3
Colesterol CHj
H
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Tabela 2.5. Propriedades fisico-quimicas dos estrogénios estrona, 17p-estradiol e 17a-

etinilestradiol.
A _ 17a-etinilestradiol
Parametro Estrona (E1) 17B-estradiol (Ey)
(EEy)
1,3,5(10)- 1,3,5(10)- .
17a-etinil-1,3,5(10)-
Nome estratriene-3-ol- | estratriene-3,17[3-
estratriene-3,17f3-diol
17-one diol
Numero CAS 53-16-7 50-28-2 57-63-6
Formula Molecular C13H2202 C18H2402 C20H2402
Massa Molar
1 270,4 272,4 296,4
(g mol™)
Ponto de Ebulicao
. 258-260 178-179 182-183
O
Massa Especifica
1,164 1,170 1,210
(20°C)
Solubilidade (mg I
13 13 4.8
(a 20°C)
Pressdo de Vapor
P 2,3.10"° 2,3.10™"° 4,5.10™"
(mm Hg)
logK,w (coeficiente
de parti¢do octanol- 34 3,1 3.9
agua)
Koc (coeficiente de
4882 3300 4770
SOr¢ao)
Meia-Vida (dias) 2-3 2-3 4-6

Fonte: Feng et al. (2005a), Ying et al. (2002), Lai et al. (2000).
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2.1.2.1.2. Excregéo de Estrogénios por Homens e Mulheres

A produgdo de estrogénios por homens e mulheres varia em funcdo de fatores
como género, idade e ciclo reprodutivo. Mulheres produzem e excretam mais
estrogénios do que os homens e a producdo ¢ mais abundante durante a fase fértil do
que no periodo pos-menopausa. A maioria dos estrogénios naturais tem vida curta e nao
acumulam nos tecidos. Por outro lado, estrogénios sintéticos como 17a-etinilestradiol e
dietilstilbestrol (DES) sdao mais estaveis € permanecem no corpo mais tempo do que os

estrogénios naturais (Tapiero et al., 2002).

Baseado em pesquisas e medigcdes prévias da excrecdo de estrogénios por
humanos, Johnson et al. (2000) estimaram a excregdo diaria de estrogénios por homens

e mulheres, cujos valores sao mostrados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Excregao diaria (ug) per capita de estrogénios por humanos.

. ) 17a-
17B-estradiol | Estrona Estriol o _
etinilestradiol

Homens 1,6 39 1,5 -
Mulheres na Fase Fértil
3,5 8 4.8 -
(15 a 59 anos)
Mulheres na menopausa
‘ 2,3 4 1 -
(acima de 59 anos)
Gestantes 259 600 6000 -

Mulheres que tomam

contraceptivo

Fonte: Johnson et al. (2000).

Para estimar a concentracdo de estrogénios 17-estradiol, estrona e estriol
descartada no ambiente, Johnson et al. (2000) propuseram as Equagdes 2.1 a 2.3,

respectivamente. Cabe ressaltar que essas equagdes apenas estimam os valores, uma vez
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que existe grande incerteza em relagdo a estrutura da populacdo e aos valores de

excrecao.
E,(ngl™) :ﬁ (2.1)
E,(ngl™) = ﬁ (2.2)
E,(ngl™)= # (2.3)

sendo, P ¢ o nimero de pessoas da populacdo que sdo servidas pela estacdo de

tratamento de esgoto doméstico e F ¢ a vazio (m’ dia™'/1000).

Os estrogénios sdo excretados pelo corpo principalmente como formas
biologicas inativas conjugadas (sulfatos e glucuronides). Os estrogénios conjugados nao
possuem atividade bioldgica direta, porém, uma grande proporc¢ao presente no esgoto ¢
provavelmente desconjugada pelas bactérias fecais (Escherichia coli) antes de alcangar
as estagoes de tratamento de esgotos (Coleman et al., 2004; D’Ascenzo et al., 2003;
Baronti et al., 2000). Os estrogénios conjugados na forma de glucuronides sdo muito

menos recalcitrantes a degradag@o biologica no esgoto do que os estrogénios sulfatados

(D’Ascenzo et al., 2003).

2.1.2.1.3. 17B-Estradiol

17B-estradiol ¢ o principal estrogénio humano. Possui alto potencial estrogénico
e ¢ utilizado como padrdo (controle positivo) na medida da atividade estrogénica por
ensaios in vivo e in vitro (Coldham et al., 1997). Possui 18 carbonos com um anel
fenolico que ¢ o componente estrutural responsavel pela alta afinidade em ligar-se ao
receptor de estrogénio e elucidar a resposta estrogénica (Huber et al., 2003). Dessa
forma, processos que sejam capazes de alterar o anel fenolico tendem a ser efetivos na

remogao do seu potencial estrogénico.
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Essa substancia exibe alta atividade estrogénica mesmo em concentragdes muito
baixas (aproximadamente 10” mol I"' para ensaios in vitro). E o horménio responsavel
pela formacdo das caracteristicas femininas, comportamento sexual, ciclo menstrual e
ovulacdo. Influencia a formagao dssea, sistema cardiovascular, memoria, pele e sistema
imunolédgico (Nogueira, 2003; Kuster et al., 2004; Nghiem et al., 2004; Tapiero et al.,
2002; Routledge e Sumpter, 1996).

2.1.2.1.4. 17a-Etinilestradiol

17a-etinilestradiol € o principal estrogénio sintético, sendo encontrado nas
pilulas anticoncepcionais e aplicado nas terapias de reposicdo hormonal. Esse
estrogénio ¢ um dos desreguladores endocrinos mais importantes encontrado no
ambiente aquatico, devido ao fato de ser altamente estrogénico e resistente a

biodegradacao.

Os estrogénios sintéticos geralmente sdo mais estdveis em agua do que os
estrogénios naturais e possuem alto potencial estrogénico, conforme estudos de Snyder
et al. (1999) e Liu e Liu (2004). Estudos relatam que 17a-etinilestradiol é muito mais
resistente a biodegradagdo em estagdes de tratamento de efluentes do que os estrogénios
naturais devido a presenga do grupo etinil (Cargouét et al., 2004; Johnson et al., 2000;
Johnson e Sumpter, 2001; Servos et al., 2005; Jirgens et al., 2002). Jiirgens et al.
(2002) mostraram que 17o-etinilestradiol ¢ o mais potente desregulador enddcrino para

peixes.

As estruturas dos hormodnios 17fB-estradiol e 17a-etinilestradiol foram
apresentadas na Tabela 2.4. Comparando-se as estruturas quimicas dessas substancias,
observa-se a semelhanga desses estrogénios. A uUnica diferenca estd no anel de cinco
membros, uma vez que na estrutura de 17ca-etinilestradiol existe a presenca de um
grupo etileno e de uma hidroxila ligada a esse anel, enquanto que para 173-estradiol s6
existe uma hidroxila ligada ao anel de cinco membros. Pode-se verificar que o anel
fendlico estd presente nas duas estruturas, o qual € responsavel pelo encaixe no sitio

receptor, podendo, portanto, elucidar atividade estrogénica.
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2.1.3. Mecanismos de Acéo dos Desreguladores Enddcrinos

Os hormonios apos serem sintetizados sdo transportados pela corrente sangiiinea
até os orgaos onde sdo utilizados. As células possuem um receptor de hormonio e ao
horménio ligar-se ao receptor, a resposta desejada ¢ produzida. A desregulagdo
enddcrina pode ocorrer quando os desreguladores endocrinos interagem com o0s
receptores de hormonio, alterando a resposta padrdo do sistema enddcrino (Birkett e

Lester, 2003).

Na Figura 2.1 sdo ilustrados dois mecanismos de atuacdo dos desreguladores
endocrinos. Na Tabela 2.7 sdo apresentados varios mecanismos de agdo dos
desreguladores endocrinos. A acdo pode ocorrer por meio de bloqueio, pela

mimetizagdo, estimulacdo ou inibicao da produgdo dos hormonios naturais.

®

Os hormonios encaixam-se perfeitamente
nos receptores e transmitem sinais

indispensaveis as células

©)

Os perturbadores enddcrinos ocupam o
lugar dos horménios encaixando-se
perfeitamente nos receptores, enviam sinais

diferentes e fora de tempo as células.

®

E por fim, os mesmos perturbadores

* hormonais atuam como bloqueadores dos

sinais normais dos hormonios que seriam

“ enviados as células.

Horménio Perturbador Receptor

Figura 2.1. Mecanismo de atuacdo dos desreguladores enddcrinos (Bila, 2005).
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Tabela 2.7. Diferentes mecanismos de acao dos desreguladores endocrinos.

Mecanismo Definicéo

de Acéo

Um desregulador endécrino pode ligar-se ao receptor de um
o hormdnio e enviar mensagens aos genes receptores. Mensagens
Mimetizar ) ) )
enviadas no momento improprio ou superproducdo de mensagens

tém efeitos adversos em fungdes bioldgicas.

Alguns desreguladores endocrinos sdo capazes de simular a
Simular formacao de mais receptores de hormonios nas células, levando a

amplificagdo de sinais.

Pela ocupacao do receptor na célula, alguns desreguladores
endocrinos sao capazes de bloquear o hormdnio natural, impedindo
Bloquear que sua fungdo seja exercida. Isso pode aumentar ou diminuir o
efeito dependendo se o bloqueador ¢ mais ou menos potente do que

0 hormdnio que esta sendo bloqueado.

Podem destruir o hormonio ou a capacidade do hormdnio de
‘ executar a sua fun¢do, alterando sua estrutura direta ou

Destruir o ) ] )
indiretamente, fazendo com que o hormonio nio se encaixe no sitio

receptor.

Fonte: Birkett e Lester (2003).

2.1.4. Ocorréncia de Desreguladores Enddcrinos no Meio Ambiente

O monitoramento de desreguladores enddcrinos no meio ambiente tem sido
largamente estudado por meio de trabalhos realizados em diversos paises. Essas
substancias sdo encontradas em afluentes ¢ efluentes de Estagdes de Tratamento de
Esgoto (ETE), lodo biologico das ETE, em sedimentos marinhos e solos e nas aguas

superficiais, subterraneas e potaveis.

A contaminacdo de solo por estrogénios pode ser causada pela aplicagdo de lodo
(de estagdes de tratamento de esgoto) tratado por digestdo anaerdbia em solos para

agricultura. Ternes et al. (2002) avaliaram a ocorréncia de estrogénios no lodo ativado e
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no lodo tratado por digestdo anaerobia. Os resultados mostraram que estrona, 17[3-
estradiol e 17c-etinilestradiol foram detectados em concentragdes acima de 37 ng g,
49ng g’ e 17 ng g, respectivamente. A ocorréncia de estrogénios no lodo estabilizado

indicou que os estrogénios sao persistentes ao processo de digestao.

As aguas subterraneas, fonte de aguas potaveis, podem ser contaminadas pela
infiltragdo de substancias quimicas através do solo. As dguas subterraneas normalmente
ndo requerem muitos estagios de tratamento. Freqiientemente, essas dguas sdo sujeitas
apenas as etapas de desinfec¢ao (com cloro, por exemplo). Conseqiientemente, ha um
grande risco de que desreguladores endodcrinos possam estar presentes em aguas

potaveis derivadas de aguas subterraneas (Huber et al., 2005).

17B-estradiol e 17a-etinilestradiol sdo encontrados em amostras de dgua potavel
em concentragdes de até 2,1 ng 1" e 0,5 ng 1", respectivamente (Bodzek e Dudziak,
2006). Na Figura 2.2 tem-se um esquema que mostra como ocorre a contaminagao das
aguas pelos hormonios enquanto que na Tabela 2.8 sdo apresentadas algumas fontes de

desreguladores enddcrinos e na Tabela 2.9 fontes de hormonios.

Tabela 2.8. Fontes de alguns desreguladores enddcrinos.

Fonte Desreguladores Presentes

Esgoto Doméstico Esteroides estrogénicos, surfactantes, bisfenol A

' Surfactantes, hidrocarbonetos poliaromaticos, bifenilas
Efluente Industrial ) . )
policloradas, pesticidas, bisfenol A

. . Pesticidas, éter difenil polibromado, hidrocarbonetos
Cultivo (Agricultura) ‘ _
poliaromaticos

Animais Esteroides estrogénicos

Fonte: Birkett e Lester (2003).
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Tabela 2.9. Algumas fontes de hormonios.

Fonte

Hormoénios

Alimentos — carne, peixes, 0vos, carne

de porco e derivados do leite

17B-estradiol, estrona, progesterona,

testosterona

Efluentes de plantas de tratamento de

efluentes

17B-estradiol, estrona, estriol,

17o-etinilestradiol

Lodo de estagao de tratamento de

esgoto

17B-estradiol, estrona, estriol,

17o-etinilestradiol

Pilulas anticoncepcionais

17a-etinilestradiol, mestranol

Reposi¢cao hormonal

Estrona conjugada, 17a e 17B-estradiol

Residuos agricolas

17B-estradiol, estrona

Fonte: Birkett e Lester (2003).

Hormonios

A

Excrecao

A

Esgoto

A

de Esgoto

Estagdo de Tratamento

A

Aguas Superficiais

A

Aguas Subterraneas

de Agua

A\ 4

Estacdo de Tratamento

A

Agua Potavel

Figura 2.2. Esquema da contaminagdo das aguas pelos hormonios (Stumpf et al., 1999).

19



Efluentes industriais € municipais, assim como rejeitos agricolas sdo as
principais fontes de substincias endocrinas descartadas no ambiente aquatico (Boyd et
al., 2003; Snyder et al., 1999; Desbrow et al., 1998). O Departamento de Pesquisa
Geoldgica dos Estados Unidos (U. S. Geological Survey — USGS) informou que alguns
dos contaminantes organicos que prevalecem em aguas superficiais nos Estados Unidos
sao detergentes e farmacos, incluindo hormonios sintéticos potentes como 17c-

etinilestradiol, e hormonios naturais como 17f3-estradiol (Kolpin et al., 2002).

A concentracdo média de 17a-etinilestradiol em efluentes domésticos na
Alemanha, Inglaterra, Holanda e Estados Unidos, obtida por varios autores (Adler et al.,
2001 (apud Heberer, 2002); Xiao et al., 2001; Kuch e Ballschmiter, 2001; Johnson et al.,
2000; Belfroid et al., 1999; Ternes et al., 1999a; Desbrow et al., 1998), esteve na faixa
de 1 a 3 ng I aproximadamente ou abaixo do limite de detec¢io. Embora as
concentragdes encontradas sejam bastante baixas, elas sdo de extrema importancia para
o ambiente aquatico uma vez que estudos de testes de atividade estrogénica in vitro
mostraram que a exposi¢io de peixes a uma concentracio de somente 0,1 ng "' de 170

etinilestradiol pode provocar a feminizacao de machos de algumas espécies (Purdom et

al., 1994).

Johnson e Sumpter (2001) verificaram que a conversdo biologica de 17(3-
estradiol para estrona pode explicar a alta concentracdo de estrona encontrada em

amostras de efluentes de estagdes de tratamento de esgoto.

Nas Tabelas 2.10 e 2.11 sdo mostradas algumas ocorréncias de estrogénios no
meio ambiente. A deteccdo e obtencdo da concentracdo de estrogénios em aguas
superficiais e afluentes e efluentes de estacdes de tratamento de esgoto sdo processos

trabalhosos e dispendiosos.
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Tabela 2.10. Ocorréncia de estrogénios em estagdes de tratamento de esgoto.

Local Estrogénios Referéncia
Estrona (afluente/efluente): 20,0 ng I /2,3 ng I’
. . , | Hashimoto et
ETE - Japao |17pB-estradiol (afluente/efluente): 9,2 ng 1"/ <0,5 ng I 1. (2007)
al.
Estriol (afluente/efluente): 120,0 ng 1"/ 1,0 ng 1!
17B-estradiol (afluente/efluente): 9 ng 1"/ 2 ng 1! Lee et al.
ETE - Canada X .
Estrona (afluente/efluente): 16 ng 1™ / Sng 1 (2005)
ETE — Reino 17B-estradiol (afluente): 182,7 ng 1" Jiang et al.
Unido Estrona (afluente): 81 ng "' (2005)
17B-estradiol (afluente/efluente): 18,9-71,2 ng 1!/ | Dorabawila e
ETE - EUA

6,5-53,1 ng I'' Gupta (2005)
17pB-estradiol (afluente/efluente): 15,6 ng 1" / 1,8 ng 1" | Servos et al.
ETE - Canada 1 |
Estrona (afluente/efluente): 49 ng 1" /17 ng I’ (2005)

ETE - Noruega,
Suécia, Finlandia,

Paises Baixos,

Estrona (efluente): 3,0 ng I

Johnson et al.

Bélgica, 170-etinilestradiol (efluente): 1,1 ng I (2005)
Alemanha, Frangal
e Suica
‘ | Lagana et al.
ETE - Italia 17a-etinilestradiol (afluente): < 1,6 ng I’
(2004)

ETE - Alemanha

17p-estradiol (efluente): 5,6 ng I
Estrona (efluente): 19,0 ng 1"

170-etinilestradiol (efluente): 1,5 ng I

Pawlowski et

al. (2004)

ETE - Franca

Estrona (afluente/efluente): 9,6-17,6 ng "' /

43-72ngl"
17B-estradiol (afluente/efluente): 11,1-17,4 ng I /

4,5-8,6ng 1"

Estriol (afluente/efluente): 11,4-152 ng I/
5,0-7,3 ng 1"

170-etinilestradiol (afluente/efluente): 4,9-7,1 ng "' /

2,7-45ng I

Cargouét et al.
(2004)
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Continuacao da Tabela 2.10. Ocorréncia de estrogénios em estacdes de tratamento de

esgoto.
Local Estrogénios Referéncia
Estrona (efluente): 6,4-29 ng 1"
17B-estradiol (efluente): 1,6-7,4 ng I’ Xiao et al.
ETE — Inglaterra _ 0
Estriol (efluente): 2,0-4,0 ng 1 (2001)
17a-etinilestradiol: ndo detectado
Estrona (efluente): 0,35-18,0 ng It Kuche
ETE - Alemanha 17B-estradiol (efluente): 0,15-5,2 ng 1! Ballschmitter
17a-etinilestradiol (efluente): 0,1-8,9 ng 1! (2001)

Estriol (afluente/efluente): 57 ng 1" / 10 ng 1!

Johnson et al.

170-etinilestradiol (afluente): 1,4 ng I

ETE - Italia :
17a-etinilestradiol (afluente): <10 ng I’ (2000)
Estrona (afluente): 52 ng I
17p-estradiol (afluente/efluente): 12 ng 1''/1 ng I
‘ 1 Baronti et al.
ETE - Italia 17a-etinilestradiol (afluente/efluente): 3,0 ng 1"/ (2000)
04ng !’
Estriol (afluente): 80 ng 1!
Estrona (efluente): 47 ng "'
. . Belfroid et al.
ETE - Holanda 17B-estradiol (efluente): 1-12 ng I’ (1999)
170-etinilestradiol: 0,45 ng 1!
. Ternes et al.
ETE- Canada 17a-etinilestradiol (efluente): 9 ng I’
(1999a)
17p-estradiol (afluente): 21 ng 1!
‘ | Ternes et al.
ETE — Brasil Estrona (afluente): 40 ng I
] (1999b)
17a-etinilestradiol (afluente): 6 ng I
17pB-estradiol (afluente): 15 ng 1!
| Ternes et al.
ETE — Alemanha Estrona (afluente): 27 ng I
(1999b)
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Continuacao da Tabela 2.10. Ocorréncia de estrogénios em estacdes de tratamento de

esgoto.
Local Estrogénios Referéncia
Estrona (efluente): 1,4-76,0 ng 1!
ETE — Reino . . Desbrow et al.
17B-estradiol (efluente): 2,7-48,0 ng I
Unido X (1998)
17a-etinilestradiol (efluente): 7,0 ng I (méxima)
Tabela 2.11. Ocorréncia de estrogénios em aguas superficiais e subterraneas.
Local Estrogénios Referéncia
, . 17p-estradiol: 0,83 ng 1!
Agua Superficial - : Zuo et al.
Estrona: 1,2 ng I’
EUA | (2006)
17a-etinilestradiol: 4,7 ng I
Aguas ‘
. ' | Dorabawila e
Superficiais - 17B-estradiol: 1,9-6,0 ng I
Gupta (2005)
EUA
Aguas
o . Lagana et al.
Superficiais - 17a-etinilestradiol: <1 ng 1
_ (2004)
Italia

Aguas superficiais

Estrona: 1,1-3,0 ng 1!
17B-estradiol: 1,4-3,0 ng I"'

Cargouét et al.

Franga Estriol: 1,0-2,5 ng I (2004)
17a-etinilestradiol: 1,1-2,9 ng 1!
Aguas Superficiais:
17p-estradiol (maxima/média): 1,2ng 1" /0,13 ng 1"
Aguas superficiais Estrona (maxima/média): 4,6 ng I /0,35 ng I’
o ' . : Hohenblum et
e subterraneas — 17a-etinilestradiol (maxima): 0,33 ng I’
. . al. (2004)
Austria Aguas Subterraneas:
17p-estradiol (maxima/média): 0,79 ng 1" / 0,07 ng 1!
Estrona (méaxima): 1,6 ng 1"
Aguas Estrona: 0,2-6,6 ng 1"
_ . Isobe et al.
Superficiais - 17B-estradiol: < 0,3-1,0 ng I
3 (2003)
Japao 17a-etinilestradiol: ndo detectado
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Continuacao da Tabela 2.11. Ocorréncia de estrogé€nios em estacdes de tratamento de

esgoto.
Local Estrogénios Referéncia
Aguas o | .
o 17a-etinilestradiol: 1 ng 1 Kolpin et al.
Superficiais - '
. 17B-estradiol: 0,2 ng I’ (2002)
Estados Unidos
. Adler et al.
Aguas
o ) | ‘ (2001) - apud
Subterraneas - 17a-etinilestradiol: 2,4 ng 1" (maxima)
Heberer
Alemanha
(2002)
. Estrona: 0,2-17 ng I”
Aguas ] )
o 17B-estradiol: 0,5-7 ng I Xiao et al.
Superficiais - ‘ |
Estriol: 1,2-3,1 ng I’ (2001)
Inglaterra
17a-etinilestradiol: ndo detectado
Aguas Superficiais:
Estrona: 0,10-4,1 ng 1!
Aguas 17pB-estradiol: 0,15-3,6 ng I'!
o o ) | Kuch e
Superficiais e 17a-etinilestradiol: 0,10-5,1 ng 1
) . Ballschmitter
Agua Potavel — Agua Potavel:
. (2001)
Alemanha Estrona: 0,20-0,60 ng I
17p-estradiol: 0,20-2,1 ng I
17a-etinilestradiol: 0,15-0,50 ng 1!
. Estrona: 1,5 ng I’
Aguas ) )
o 17B-estradiol: 0,11 ng I Baronti et al.
Superficiais - '
. 17a-etinilestradiol: 0,04 ng I (2000)
Roma, Italia
Estriol: 0,33 ng I
Aguas superficiais ] . Belfroid et al.
Concentragdes de hormdnios: <5 ng I’
Holanda (1999)
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2.1.5. Efeitos Provocados pelos Desreguladores Endocrinos

E dificil explicar, simplesmente com base na estrogenicidade de compostos
estrogénicos avaliados separadamente, os possiveis efeitos dessas substincias a satde
humana e a vida animal. Na verdade, populagdes humanas sdo expostas a misturas de
estrogénios, sendo que esses contaminantes ambientais podem interagir entre si de
modo a aumentar a estrogenicidade total de uma matriz ambiental (Kortenkamp e

Altenburger, 1998).

O tempo e, principalmente, o periodo em que o desregulador enddcrino age sobre
um organismo pode ser decisivo. Durante os primeiros estadgios de vida, o desenvolvimento
dos orgdos sexuais € controlado por hormonios sexuais. Portanto, quando a desregulacao
endocrina ocorre durante os estagios inicias de desenvolvimento, pode resultar em defeitos
permanentes ou disfuncdo de orgdos. Por outro lado, em um organismo maduro, os
hormoénios estimulam ou inibem fungdes de orgdos, estando também envolvidos na
formagdo de esperma e no ciclo feminino. Nessa etapa, os efeitos sdo reversiveis e podem

ser cessados quando o desregulador ndo estiver presente.

2.1.5.1. Efeitos na Saude Humana

Possivelmente, o desenvolvimento de algumas doengas como cancer de mama,
de utero e de prostata, desenvolvimento sexual anormal, reducdo de fertilidade
masculina, aumento de incidéncia de ovarios policisticos, alteracdo de glandulas
tiredides, distarbios nas fungdes do ovario (crescimento folicular e a ovulagdo), na
fertilizacdo e gravidez e efeitos neurocomportamentais podem ser induzidos por
desreguladores enddcrinos. Trabalhos publicados na literatura relatam que a exposi¢do a
estrogénios ¢ o principal fator de risco para o desenvolvimento de endometriose
(Coleman et al., 2005; Solomon ¢ Schettler, 2000; Gray Jr., 1998; U.S. Enviromental
Protection Agency, 1997; Daston et al., 1997).

Os primeiros efeitos relacionados a contaminagao por desreguladores endocrinos
foram observados em 1940 quando aviadores que controlavam ou aplicavam DDT
apresentaram reduc¢ao no numero de espermatozoides (Singer, 1949; apud Waring e

Harris, 2005).
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Muitos estudos tém revelado que, nos ultimos 60 anos, a contagem média de
espermatozdides em alguns paises diminuiu pela metade e dobrou a incidéncia de
malformagdes do sistema reprodutivo masculino, como hipospadias. A exposi¢cdo de
homens adultos a substancias estrogénicas pode resultar em ginecomastia (crescimento
das mamas) e interferéncia no funcionamento do sistema glandular associado ao
hipotalamo-hip6fise-gonadas, resultando em diminuig¢do da libido, impoténcia,
diminui¢do dos niveis de androgénios no sangue e diminui¢do na contagem de

espermatozodides (Waring e Harris, 2005).

Os desreguladores endodcrinos provocam alteragdo do nivel de hormoénio da
tiredide, provocando alteragdes no crescimento e desenvolvimento de humanos (U.S.
Enviromental Protection Agency, 1997; Harrison et al., 1997). Relatos mostram que os
estrogénios naturais (17B-estradiol) e os sintéticos ndo afetam somente o sistema

reprodutivo, mas também influenciam o sistema imunolégico (Ahmed, 2000).

Em humanos, os hormodnios esterdides (androgé€nios e estrogénios) regulam o
processo de desenvolvimento fetal, como a diferenciacdo sexual. Androgénios,
incluindo a testosterona, regulam o desenvolvimento do fenétipo masculino e um
disturbio no nivel de esterdide pode causar feminizacdo de fetos masculinos, caso exista
um excesso de compostos estrogénicos ou uma deficiéncia de androgénios. Por outro
lado, fetos femininos podem se tornar masculinizados devido ao excesso de androgénio

ou pela falta de estrogénio durante o periodo de diferenciagdo sexual do feto (Waring e

Harris, 2005).

Mulheres que engravidam enquanto tomam anticoncepcionais, como o 17a-
etinilestradiol, podem gerar bebés com risco de desenvolvimento de doencas de prostata
quando adultos. Existem outros problemas clinicos que podem ser causados por
estrogénios durante a gravidez: malformagdes genitais e infertilidade. Os estrogénios
afetam o desenvolvimento, podendo causar malformacdo da genitdlia e dos orgdos
reprodutivos. Altos niveis de exposi¢ao prejudicam a gravidez, podendo levar ao aborto

espontaneo, dependendo da espécie (Daston et al., 1997).
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2.1.5.2. Efeitos na Vida Animal

Investigacdes vém sendo realizadas em laboratorios e em campo para avaliar os
efeitos de certos compostos quimicos na fungdo endodcrina de invertebrados, peixes,
répteis, passaros e mamiferos (Harrison et al., 1997). Pelos resultados desses estudos,
compostos naturais e sintéticos tém potencial para desregular a reproducdo e o
desenvolvimento de animais. Esses compostos podem induzir irreversivelmente
caracteristicas sexuais femininas em peixes machos (Gray Jr., 1998), podendo levar a

esterilizagcdo ou reducdo da reproducao.

Devido aos desreguladores enddcrinos fornecerem uma variedade de respostas
hormonais e efeitos adversos na reproducao e desenvolvimento de organismos, sugere-
se que esses compostos possam provocar impactos em outros niveis da populagdo, em

outras espécies ou em outros ecossistemas (U.S. Enviromental Protection Agency,

1997).

No ambiente aquatico, a exposi¢do de organismos a desreguladores enddcrinos
esta relacionada a efeitos enddcrinos em peixes machos como indugdo de vitelogenina e
feminizagdo dos orgaos reprodutivos (Sumpter, 1998; Tyler et al., 1998; Routeledge et
al., 1998; Purdom et al., 1994). Vitelogenina é uma lipoproteina que, em circunstancias

normais, somente ¢ detectdvel no plasma sanguineo de peixes fémeas adultos

(Nogueira, 2003).

Estudos realizados por Harries et al. (1997) mostraram que, quando trutas
(Oncorhynchus mykiss) foram mantidas em gaiolas perto de descargas de uma estacdo
de tratamento de efluentes, foi observada a sintese de vitelogenina em machos. Niveis
elevados de vitelogenina e diminuicdo do nivel de testosterona foram verificados por
Folmar et al. (1996) em carpas macho (Cyprinus carpio) que viviam proximas a regioes
de descarte de efluentes. Aumento do nivel de vitelogenina, feminizagdo de machos e
presenca simultdnea de gonadas masculinas e femininas (hermafrodita) foram
observados em peixes (Rutulis rutulis) submetidos a efluentes de estagdes de tratamento
de esgoto (Jobling et al., 1998). Dentre uma amostra de peixes de uma bacia receptora
de descarte de efluentes, aproximadamente 70 % dos peixes eram fémeas (Hansen et al.,

1998).
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Trabalhos encontrados na literatura mostram que uma concentra¢io de 0,1 ng 1!
de 17a-etinilestradiol induz a expressdo da vitelogenina em peixes (Purdom et al.,
1994), que a faixa de concentracdo de 0,1 a 15 ng I'' pode afetar a diferenciacdo sexual
e que a faixa de concentragdo de 2 a 10 ng 1" pode afetar negativamente a fecundidade.
Uma longa exposi¢do a uma concentragio de 5 ng "' leva a uma redugio significativa
na fecundidade dos descendentes (Nash et al., 2004). Dessa forma, a concentragao de
17a-etinilestradiol encontrada no meio ambiente (entre 0,5 ¢ 7 ng I, Bila e Dezotti,
2003) representa uma significante contribuigdo para a disfuncao no sistema reprodutivo

de peixes (Fent et al., 2006).

Estudos in vivo mostraram que a exposi¢do de peixes a concentragdes de 1 a 10
ng I de 17p-estradiol e 0,1 ng I de etinilestradiol provocaram feminizagdo de algumas
espécies de peixes (Routledge et al., 1998). As fémeas do peixe Japanese medaka
apresentaram menor fecundidade quando expostas a 17B-estradiol. Os estrogénios nao
induzem efeitos adversos somente em animais, mas também interferem no crescimento

e desenvolvimento de plantas (Lai et al., 2002).

A partir dos efeitos provocados pelos desreguladores endocrinos em animais e
humanos e da ocorréncia dessas substincias em 4guas superficiais e subterraneas,
verifica-se a necessidade de estudos relativos a métodos de determinacdo e degradagao

dessas substancias.

2.1.6. Determinacéao de Desreguladores Endocrinos

H4 uma variedade de métodos disponiveis para a determinacdo dos
desreguladores enddcrinos. Se o objetivo for identificar e quantificar compostos
particulares que estdo presentes em uma matriz aquosa, a andlise quimica ¢ mais
apropriada. Dentre as andlises quimicas, tém-se a cromatografia gasosa e a liquida

associadas a espectrometria de massas.

Entretanto, se o objetivo € avaliar um composto particular ou uma mistura de

compostos que exibem atividade de desregulador enddcrino, hd uma variedade de testes
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in vitro e in vivo. Esses testes sdo bastante indicados quando se deseja verificar o
potencial estrogénico de um efluente descartado no meio ambiente ou de uma amostra

de 4gua superficial.

2.1.6.1. Determinacdo por Analises Quimicas

A determina¢ao de hormonios no ambiente constitui-se em tarefa dificil, devido
a complexidade das matrizes ambientais e a sua baixa concentracdo (na ordem de ng I’
1, porém fisiologicamente ativa (Reis Filho et al., 2006). O uso de técnicas quimicas

permite a determinagdo desses compostos estrogénicos no meio ambiente.

Os métodos descritos na literatura para deteccdo de desreguladores em ambiente
aquatico na faixa de pg I' e ng I sdo baseados na extragio, em alguns casos
derivatizacdo do hidrogénio acido e determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada

a espectrometria de massas (CLAE/EM) (Hernando et al., 2004; Brossa et al., 2002).

2.1.6.1.1. Extracéo

Os desreguladores enddcrinos estdo geralmente presentes no ambiente em baixas
concentragdes. Diante disso, uma técnica de pré-concentracdo ¢ geralmente necessaria
para a determinagdo desses compostos. Existem diferentes técnicas para a extra¢do de
contaminantes presentes em amostras ambientais: extracdo liquido - liquido, destilacao
a vapor, extragdo em fase sélida, microextracdo em fase solida, ultra-sonificacao,
extracdo com fluido supercritico, entre outras (Jeannot et al., 2002). Dentre essas

técnicas, a extragdo em fase solida ¢ a mais comumente empregada (Brossa et al.,

2002).

A aceitagdo rapida e cada vez mais abrangente da extracdo em fase solida (EFS)
reside no fato que esta técnica permite nao s6 a extracao eficiente dos analitos, mas
possibilita sua concentragdo e pré-purificacdo. A EFS ¢ uma técnica de extracdo
simples, rapida e que requer pequena quantidade de solvente para a posterior extracdo

da amostra. A extracdo em fase solida implica na percolagdo da amostra através do
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adsorvente, quando componentes da amostra sdo eluidos e os analitos ficam retidos. Em

seguida, os analitos sdo eluidos com solvente apropriado (Aquino Neto, 2003).

Freqiientemente, sdo utilizados cartuchos de extracdo comercialmente
disponiveis, com uma variedade de adsorventes tais como, C;g (Octadesilsilano -
grupamento apolar com a estrutura -Si-(CH;);7-CH3) (Johnson et al., 2005; Servos et
al., 2005; Cargouét et al., 2004; Johnson e Sumpter, 2001), Oasis HLB (Lagana et al.,
2004), SDB-XC (Belfroid et al., 1999) e C4 (Baronti et al., 2000; Johnson et al., 2000).

2.1.6.1.2. Derivatizacéo

A alta massa molecular e a presenca de grupos polares nas moléculas de
compostos esterdides sdo propriedades que tornam a andlise direta por cromatografia
gasosa dessas substancias bastante dificil, uma vez que essas moléculas ndo sdo estaveis

sob condi¢des de cromatografia gasosa.

Portanto, muitas substancias devem ser derivatizadas antes da analise por
cromatografia gasosa, com o objetivo de facilitar a determinagdo desses compostos. A
cromatografia gasosa ¢ limitada ao uso para compostos que sdo volateis. Dessa forma,
por meio da derivatizagdo, ¢ possivel superar a limitagao da volatilidade e estabilidade

(Birkett e Lester, 2002).

Na derivatizacdo de amostras contendo desreguladores enddcrinos normalmente
sdo empregados derivatizantes como MTBFA (N-metil-N-terc-butildimetilsilil-
trifluoroacetamida), MSTFA/TMSI/DTE (N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoacetamida/trimetilsililimidazola/ditioeritrol), BSTFA (N, O —
bistrimetilsililtrifluoracetamida), PFB-TMS (pentafluorobenzil-trimetilsilil), MTBSTFA
(N-metil-N-(terc-butildimetiltrifluoracetamida)), PFPA (acido pentafluorpropionico) e
PFBBR-TMS (pentafluorbenzilbromado-trimetilsilil).

Dentre os derivatizantes, o BSTFA ¢ largamente utilizado na determinagdo de
compostos estrogénicos devido a alta reatividade desse reagente com compostos que
contém grupos hidroxila, sua alta volatilidade resulta em ndo coeluicdo dos picos
Iniciais, possui baixa degradacdo térmica e boa solubilidade em solventes organicos

comuns (Hernando et al., 2004).
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A silanizagdo ¢ a técnica mais utilizada para derivatizagdo de amostras para
analise de cromatografia gasosa. Na silaniza¢do, um hidrogénio ativo ¢ substituido por
um grupo alquilsilil, como o grupo trimetilsilil (TMS) ou t-butildimetilsilil (t-BDMS).
Comparado com os compostos de origem, os derivados silanizados sdo mais volateis,

menos polares e mais estaveis termicamente.

A cromatografia liquida vem sendo largamente empregada na andlise de
esterdides estrogénicos, uma vez que ndo ¢ necessaria a derivatizagdo das substancias.
Uma revisdo dos métodos analiticos encontrados na literatura para determinacdo de
estrogénios no ambiente foi realizada por Wang et al. (2008): cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta performance (CLAE), CG e CLAE com
espectrometria de massas (EM). Na Tabela 2.12 tém-se alguns métodos utilizados na

determina¢do de compostos estrogénicos em efluentes e aguas.
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Tabela 2.12. Métodos utilizados na determinagao de estrogénios em amostras de agua e efluentes.

3 Limite de .
. Volume da 3 Separagao/ 3 Recuperacéo o
Amostra Estrogénios Extracao L deteccéo Referéncias
Amostra Determinacao 1 (%)
(ng I7)
Afluente e
Tan et al.
Efluente de Ei, Ey, Es 11 EFS (Oasis HLB) CG/EM - 79,5-120 2007)
ETE
. Rodriguez-
; Ei, Es, Ese EFS (LiChrolut RP-
Agua 500 ml CL/EM 2,5-5 91-100 Mozaz et al.
EE, 18)
(2004)
Efluente de 100 — 250 EFS D’ Ascenzo et
Ei, Ey, Es CLAE/EM 0,5-2 8791
ETE ml (Carbograph-4) al. (2003)
Agua
. Ei, Es, Eze EFS - Oasis HLB Jeannot et al.
Superficial e 250 ml-11 CG/EM 2-10 82-109
EE, ou Cig (2002)
Efluente
Agua Ei, Es, Ese EFS - Excelpak Nakamura et al.
200 ml CG/EM 0,10-0,28 87,3-126,5
Superficial EE, SPE ENV/124 (2001)
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Continuagao da Tabela 2.12. Métodos utilizados na determinacao de estrogénios em amostras de agua e efluentes.

3 Limite de .
. Volume da 3 Separagao/ 3 Recuperacéo o
Amostra Estrogénios Extracao L deteccéo Referéncias
Amostra Determinacao 1 (%)
(ng 1)
EFS (C;s) seguida
Ei, E;, Ese da derivatizagao CG/EM Xiao et al.
Efluente 2,51 0,2 84-116
EE, com cloreto de IQ/EM (2001)
pentafluorbenzoila
Ei,E;, Eze CLAE Lopez de Alda e
Efluente 200 ml EFS (PLRPS/Cys) 2-500 57-112
EE, EM Barcelo (2001)
Cartuchos de EFS
Ei, E;, Ese Lagana et al.
Efluente 11 de carbono preto CLAE/EM/EM 1,0 84-95
EE, (2000)
grafitizados
) . CG/EM
Agua Ei, Es, EE, 2,51 EFS (discos de C;s) 1,0 92-99,6 Kelly (2000)
CG/EM/EM
Afluente e Ei, Es, Ese EFS Johnson et al.
0,5-1,01 CLAE/EM/EM 0,2-0,5 88-97
Efluente EE, (Carbograph-4) (2000)
Afleunte e Ei, E,, Es, EFS (LiChrolut- Ternes et al.
1L CG/EM/EM 77-90
Efluente EE, EN/Cis) (1999b)
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Continuacao da Tabela 2.12. Métodos utilizados na determinacao de estrogénios em amostras de agua e efluentes.

3 Limite de .
. Volume da 3 Separagao/ 3 Recuperacéo o
Amostra Estrogénios Extracao L deteccéo Referéncias
Amostra Determinacao 1 (%)
(ng 1)
Larsson et al.
Efluente Ei, E; e EE, 151 EFS CG/EM 0,5-2 -
(1999)
Aguas
.. Belfroid et al.
Superficiais e | Ej, E; e EE; 11 EFS (SDB-XC) CG/EM/EM 0,1-2.4 88-98 (1999)
Efluente
Desbrow et al.
Efluente Ei, E; e EE; 201 EFS (Cis) CG/EM 0,2 79-85 (1998)

E; — estrona

E, — 17B-estradiol

E; — estriol

EE, — 17a-etinilestradiol

EFS — extracdo em fase solida

PLRPS — Copolimero de estireno-divinilbenzeno

SDB-XC — disco de poliestireno divinilbenzeno
CG — cromatografia gasosa

CLAE — cromatografia liquida de alta performance
EM — espectrometria de massas

EM/EM — Dois espectrometros de massa em série

IQ/EM — Espectrometria de massa por ioniza¢ao quimica




2.1.6.2. Determinacéo da Atividade Estrogénica por Ensaios In Vivo e In Vitro

A Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) desenvolveu
um Programa de Avaliacdo de Desreguladores Endocrinos (EDSP), com o objetivo de
estabelecer testes para identificar substancias estrogénicas (Snyder et al., 2003). O
mesmo vem sendo realizado pela Organizacio Européia (OECD) para o
desenvolvimento de métodos para identificar essas substancias. Entretanto, ndo ha
consenso entre os pesquisadores com relagdo a escolha do melhor método de
determinagdo de atividade estrogénica de desreguladores endocrinos presentes no

ambiente aquatico (Kim et al., 2007; Nelson et al., 2007).

A atividade estrogénica ¢ definida, segundo Daston et al. (1997), como a
capacidade de producdo de respostas biologicas qualitativamente similares aquelas
produzidas pelos hormonios enddgenos, como o 17B-estradiol. A atividade estrogénica
de uma substancia pode estar associada a sua estrutura quimica. A presenca de um
grupamento polar capaz de fazer ponte de hidrogénio (como exemplo, a hidroxila) em
um sistema aromatico pode ser importante para a atividade estrogénica (Hamblen et al.,
2003). Até o momento foi desenvolvida uma variedade de ensaios in vivo e in vitro,

com o objetivo de avaliar a estrogenicidade de substancias.

Os ensaios in vivo avaliam varios parametros, como massa de orgdos sexuais,
diferenciacdo celular, expressdo de proteinas e atividade enzimatica (Gray Jr. et al.,
1997; Baker, 2001). Os ensaios in vitro sao baseados em mecanismos de a¢do que
elucidam respostas e utilizam pontos mais definidos do que os ensaios in vivo. Dentre os
ensaios in Vvitro podem ser citados os que avaliam a interagdo com receptores hormonais

e a proliferacao celular, tais como o ensaio YES e o MCF-7, respectivamente.

Os ensaios in vivo utilizados para avaliacdo da estrogenicidade apresentam como
vantagens explicagdes para os mecanismos de absor¢do, distribui¢do, metabolismo e
excrecdo (Andersen et al., 1999; Shelby et al., 1996). Apesar de serem largamente
utilizados, geralmente sdo inadequados para avaliagdo em larga escala, uma vez que sao
de alto custo, mais trabalhosos e requerem mais tempo para analise, em relacdo aos

ensaios in vitro (Zacharewski, 1997).

Os ensaios in vitro apresentam algumas vantagens tais como: sensibilidade a

baixas concentragdes, respostas especificas, custo baixo, requer pouca quantidade de
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amostra e pode ser usado para misturas complexas como, por exemplo, dguas naturais,
efluentes de estacdes de tratamento de esgoto e efluentes industriais (Korner et al.,
1998). Esses ensaios, devido ao fato de apresentarem custos menores € por razdes
éticas, vém sendo utilizados como alternativa aos testes in Vivo para a analise de

amostras ambientais.

2.1.6.2.1. Ensaios In Vivo

Dentre os ensaios in vivo, o mais freqiientemente utilizado no ambiente aquatico
¢ o ensaio que avalia o nivel de vitelogenina no plasma de peixes (Gutendorf e
Westendorf, 2001; Purdom et al., 1994). O gene da vitelogenina esta presente em peixes
fémeas e machos. Entretanto, em organismos machos, sob condi¢cdes normais nao ¢
expresso, possivelmente devido a baixa concentragdo de estrogénio no plasma. O
aumento da concentragdo de vitelogenina no plasma ¢ um indicativo da presenca de
substancias com atividade estrogénica (Folmar et al., 2000; Folmar et al., 1996;

Sumpter e Jobling, 1995; Korach e McLachlan, 1995).

Outros ensaios utilizados sdo: ensaio uterotrofico (alteragdo da massa uterina em
roedores (Odum et al., 1997)) e ensaio de cornificagdo da mucosa vaginal em roedores
(Baker, 2001). Entretanto, ensaios com roedores nao sao utilizados em larga escala no
ambiente devido ao custo, complexidade e preocupagdes com questdes éticas (Soto et

al., 1995).

Os testes in Vvivo sdo necessarios para a avaliagdo dos impactos dos
desreguladores enddcrinos como um todo, uma vez que esses testes avaliam reprodugao
e desenvolvimento em animais. Entretanto, ndo sdo utilizados para o monitoramento do
meio ambiente devido ao alto custo e alta demanda de tempo (Birkett e Lester, 2002).
Na Tabela 2.13 sdo apresentadas algumas vantagens e desvantagens dos ensaios in vivo

com roedores e dos ensaios com biomarcadores (nivel de vitelogenina).
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Tabela 2.13. Vantagens ¢ desvantagens dos ensaios in vivo.

Ensaio Vantagens Desvantagens

- Incorpora todos os aspectos do | - Nao sdo adequados para

sistema endocrino, permitindo | analisar substancias em larga

) um estudo da absorcao, escala;
Ensaio com ) o )
metabolismo, distribuicdo e |- Custo e complexidade altos;
Roedores ~ . .
excrecao da substancia, como - Alto tempo de ensaio;
também de caminhos - Problemas éticos com o uso
alternativos. de animais.
_ - Realizado em curto prazo e
Ensaio com

) baixo custo;
biomarcadores

- Resposta direta e facilmente
(VTG)

medida.

Fonte: Bila (2005).

2.1.6.2.2. Ensaios In Vitro

Para determinar o potencial estrogénico de amostras ambientais, como aguas,
efluentes e sedimentos, e¢ de substancias quimicas, utiliza-se uma variedade de
bioensaios in vitro (Andersen et al., 1999; Desbrow et al., 1998; Coldham et al., 1997,
Shelby et al., 1996; Routledge e Sumpter, 1996; Arnold et al., 1996; Soto et al., 1995).

Os principais ensaios utilizados para deteccao de desreguladores enddcrinos sdo:
(1) ensaios de interagdo com receptores hormonais (capacidade de uma substancia
acoplar-se aos receptores hormonais) (Baker, 2001), (2) ensaios de proliferacao celular
(capacidade de uma substiancia estimular o crescimento de células sensiveis a
estrogénios — exemplo: MCF-7) (Soto et al., 1995) e (3) ensaios de gene reporter em
cé¢lulas de mamiferos ou leveduras (capacidade de uma substincia estimular a
transcricdo do gene reporter inseridos nas células) (Gaido et al., 1997; Routledge e

Sumpter, 1996).

Routledge ¢ Sumpter (1996) desenvolveram um método de analise in vitro

utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada. A seqiiéncia
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de DNA do receptor de estrogénio humano (REh) foi inserida no genoma das leveduras
com o objetivo de avaliar compostos com atividade estrogénica. Este ensaio permite a
identificacdo de substancias quimicas que sdo capazes de interagir com o receptor de
estrogénio humano e elucidar uma resposta estrogénica. O método conhecido por YES
(“Yeast Estrogen Screen”) vem sendo largamente empregado devido a rapidez, a
reprodutibilidade e a sensibilidade (Silva et al., 2002; Beresford et al., 2000; Payne et
al., 2000).

O ensaio MCF-7 baseia-se na proliferacdo de culturas de células cancerigenas
mamarias humanas MCF-7 induzida pela exposi¢ao a substancia estrogénica. A cultura
de células MCF-7 foi derivada de uma paciente com cancer de mama nos anos 1970. O
ensaio ¢ baseado em trés premissas: (1) fatores presentes no soro adicionado no meio
inibem a proliferagdo das MCF-7, (2) os estrogénios induzem a proliferagao das células
pela anulacao deste efeito inibitorio e (3) substancias ndo estrogénicas nao neutralizam
o sinal inibitorio presente no soro (Zacharewski, 1997). Nesse ensaio, as células MCF-7
sdao incubadas de 4 a 6 dias com e sem controle de 17B-estradiol e na presenga e
auséncia da amostra a ser testada. A proliferacdo das células ¢ determinada pela
contagem do nimero de células ou nucleos (Soto et al., 1995), contudo Korner et al.
(1998) modificaram a determinagdo da proliferacdo das células, utilizando um método

colorimétrico.

Os ensaios in vitro avaliam a atividade estrogénica total de uma amostra,
negligenciando quais compostos sdo responsdveis por essa atividade. A poténcia
estrogénica de uma substincia ¢ comparada com a poténcia do estrogénio humano 17f3-
estradiol, que representa o padrdo pelo qual a atividade estrogénica ¢ medida (Routledge

e Sumpter, 1996).

Os testes in Vvitro sdo mais viaveis economicamente do que os testes in vivo, uma
vez que sdo altamente sensiveis e facilitam a rdpida avaliagdo de um grande nimero de
compostos (Birkett e Lester, 2002). Na Tabela 2.14 s3o apresentadas algumas vantagens

e desvantagens dos ensaios in vitro.
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Tabela 2.14. Vantagens ¢ desvantagens dos ensaios in vitro.

Ensaio

Vantagens

Desvantagens

Ensaio de
Ligacao

Competitiva

nos RE

- Ensaios rapidos.

- Sdo significativamente menos
sensiveis do que outros ensaios in vitro;
- Nao ¢ um ensaio de facil
automatizacao, limitando assim sua
utilizagdo como ferramenta screening;
- Requer uso de aparatos especiais de
laboratorios por causa das substincias

radioativas.

Ensaio E-

screen

- Ensaio bastante sensivel.

- Algumas substancias ndo-estrogénicas
tém influenciado a proliferagao em
algumas linhagens das células MCF-7;
- Variabilidade inter-laboratdrios tém
sido observada nestes ensaios;

- Consumo maior de tempo;

- Cultivo mais dificil dos que as células
de leveduras;

- Mais vulneraveis a riscos de

contaminagao.

Ensaio YES

- Simplicidade;

- Produto do gene reporter ¢
excretado no meio nao
sendo necessaria a lise

celular;

- Células de leveduras sao
mais resistentes em
condicdes adversas;

- Cultivo e manutengao
faceis;
- Répido crescimento

celular.

- E menos sensivel do que os ensaios
com cé¢lulas de mamiferos e o E-screen;
- Endpoint colorimétricos (j3-
galactosidase) tendem a ser menos
sensiveis do que para os baseados na

luciferase (luminometro).

Fonte: Bila (2005).
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A determinagdo da atividade estrogénica total de amostras de aguas e efluentes
pode ser determinada pela concentragdao equivalente de 17f3-estradiol, obtida por meio
de diversos ensaios in vitro. A concentracdo equivalente de 17p-estradiol é definida
como a concentragdo de 17fB-estradiol que elucida a mesma resposta da amostra

analisada.

Sun et al. (2008) utilizaram o ensaio YES para avaliar a concentragdo
equivalente de 17fB-estradiol encontrada no afluente e efluente de uma estacdo de
tratamento de esgoto na China. Os resultados mostraram as concentra¢des equivalentes
encontradas no afluente e efluente foram de 15,7 ¢ 10,4 ng I, respectivamente.

Verificou-se que houve uma pequena degradagdo dos estrogénios na ETE.

Tan et al. (2007) avaliaram a concentracao equivalente de 17B-estradiol presente
em cinco estagdes de tratamento de esgoto municipal na Australia, utilizando o ensaio
E-Screen. A concentracio encontrada variou de 108 a 356 ng "' no afluente e de abaixo
de 1 a 14,8 ng 1" no efluente, com excegdo de uma estagio que apresentou 67,8 ng 1" no
efluente. Foi verificado que na maioria das estagdes, os estrogénios naturais

contribuiram com mais de 60 % da atividade estrogénica total.

Salste et al. (2007) avaliaram a atividade estrogénica de amostras de efluentes de
uma estacao de tratamento de esgoto na Finlindia e a concentra¢do equivalente de 17p-

estradiol obtida variou de 4 a 7 ng 1.

Oh et al. (2006) e Oh et al. (2000) verificaram que, em aguas superficiais da
Coréia, a concentragdo encontrada de equivalente de 17B-estradiol variou de 0,0005 a
7,4 ng I''. Na maior esta¢io de tratamento de esgotos da Alemanha a concentrac¢io

equivalente de estrogénios encontrada no efluente variou de 2,5 a 25 ng I'' (Kérner et

al., 2000; Korner et al., 1999).

2.1.7. Atividade Estrogénica
2.1.7.1. Potencial Estrogénico

A maior preocupacdo relacionada aos desreguladores enddcrinos estd ligada ao

potencial estrogénico dessas substincias, uma vez que, quanto maior o potencial
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estrogénico, maior a capacidade da substancia em provocar efeitos adversos em homens
e animais. A maioria das substancias estrog€nicas presentes no meio ambiente sdo
consideravelmente menos potentes que o estrogénio natural 17-estradiol (Rajapakse et
al., 2001). Entretanto, os estrogénios sintéticos sdo exce¢des, uma vez que geralmente
sd0 mais potentes e mais estaveis em agua dos que os estrogénios naturais (Snyder et
al., 1999). Portanto, estudos relacionados a remogdo de estrogenicidade de hormonios
sintéticos e naturais sdo de extrema importancia devido ao alto potencial dessas

substancias.

Um grande numero de substidncias nao-esterdides, conhecidas como
xenoestrogénios sdo capazes de se ligar ao receptor de estrogénio (RE) e elucidar
respostas biologicas. A atividade da maioria dos xenoestrogénios ¢ fraca (potencial
relativo a 17B-estradiol na faixa de 1/1.000 a 1/1.000.000). Estas substancias interagem
com o receptor de estrogénio, uma vez que possuem semelhancas quimicas em relacao a
17B-estradiol (normalmente um anel fenolico). A baixa estrogenicidade apresentada
pelos xenoestrogénios € resultada, provavelmente, da auséncia de perfeita ligagao de sua

molécula ao receptor de estrogénio (Witorsch, 2002).

Estudos mostram que, normalmente, a poténcia relativa de substancias
estrogénicas em ensaios in Vitro nao reflete a poténcia em ensaios in vivo, ou seja, as

substancias estrogénicas sdo mais potentes in vivo que in vitro (Folmar et al., 2002).

Na Tabela 2.15 sdo apresentados os potenciais estrogénicos in vivo de algumas
substancias (17B-estradiol (E;), 17a-etinilestradiol (EE,), 4-terc-nonilfenol (NP), 4-terc-
octilfenol (OP) e Bisfenol A (BPA)) obtido por diversos pesquisadores.
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Tabela 2.15. Comparagdo do potencial estrogénico in vivo de alguns desreguladores

enddcrinos em termos de indugdo de vitelogenina.

Organismo A
E, EE; NP OoP BPA Referéncia
testado
Peixes .
] Brian et al.
(Pimephales 1 27,7 0,0035 | 0,00055 | 0,00016
(2005)
promelas)
Truta
Van den Belt
(Oncorhynchus 1 >4 0,0002 | 0,00066 | 0,00002
) et al. (2003)
myKkiss)
Peixe Van den Belt
) . 1 >4 0,00004 | 0,0002 | 0,00002
(Danio rerio) et al. (2003)
Peixe .
Pait ¢ Nelson
(Fundulus 1 - 0,05 0,005 0,01
Ny (2003)
heteroclitis)
Peixe
. Folmar et al.
(Cyprinodon 1 1,9 0,02 - -
: (2002)
variegates)
Peixe Rose et al.
S 1 16,6 - - -
(Danio rerio) (2002)
Truta
Thorpe et al.
(Oncorhynchus 1 15,4 0,001 - -
_ (2001)
mykiss)
Trutas
Routledge et
(Oncorhynchus 1 - - 0,01 -
_ al. (1998)
mykiss)
Peixe
) Routledge et
(Rutilus 1 - - 0,001 -
. al. (1998)
rutilus)

Thorpe et al. (2003) avaliaram a concentragdo média (CEsg) que causa indugdo
da vitelogenina em peixes e verificaram que 17o-etinilestradiol apresentou potencial

estrogénico de 11 a 27 vezes maior que 17B-estradiol, enquanto que 17[-estradiol
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apresentou de 2,3 a 3,2 maior que estrona. De acordo com Brian et al. (2005), 17a-
etinilestradiol apresentou potencial estrogénico de 25 a 30 vezes maior que 17[3-
estradiol, utilizando o ensaio in vivo da indugdo de vitelogenina. Segundo Fent et al.
(2006), o potencial estrogénico in vivo de 17a-etinilestradiol ¢ de 10 a 50 vezes maior

que de 17B-estradiol provavelmente devido ao menor metabolismo.

Segundo Coldham et al. (1997), em ensaios in Vitro a poténcia estrogénica de
17a-etinilestradiol ¢ da mesma ordem de grandeza que de 17B-estradiol. Na Tabela 2.16
¢ mostrada a comparagdo do potencial estrogénico in vitro de 17p-estradiol e de 17a-

etinilestradiol obtida por diversos pesquisadores, tanto pelo ensaio YES, como para o

teste MCF-7.

Tabela 2.16. Comparagdo do potencial estrogénico in vitro de 17p-estradiol e de 17a-
etinilestradiol.

Ensaio 17B-estradiol | 17a-etinilestradiol Referéncia
1 0,63 Sun et al. (2008)"
1 0,75 Beck et al. (2006)"
1 0,9 Van den Belt et al. (2004)”
1 0,74 Matsumoto et al. (2004)°
YES ’
1 2,2 Svenson et al. (2003)
1 2,4 Svenson et al. (2003)
1 0,7 Folmar et al. (2002)"
1 1,6 Andersen et al. (1999)°
1 1,9 Folmar et al. (2002)"
Gutendorf e Westendorf
1 1,25 .
(2001)
MCE-7 1 2.95 Behnisch et al. (2001)"
Schuller (1998)" (apud
. 0.98 | (1998)  (ap
Behnisch et al. (2001))
1 0,9 Soto et al. (1995)"

* relativo a CEso em massa/volume.

** relativo a CEsp em mol/volume.
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A variacao obtida no potencial estrogénico dos estrogénios 17f3-estradiol e 170~
etinilestradiol pelos diversos pesquisadores pode ser devida a pequenas diferencas
encontradas no procedimento de analise, como tempo de incubag¢do e dosagem de

reagente.

2.1.7.2. Combinacdo de Compostos Estrogénicos

Os estrogénios esterdides, como 17-estradiol e 17a-etinilestradiol, sdo capazes
de elucidar efeitos estrogénicos em peixes quando presentes na agua em baixas
concentragdes, da ordem de ng I'' (Thorpe et al., 2003). Essas substancias apresentam
alto risco para humanos e animais. Em contraste, as substdncias quimicas que
mimetizam a acdo de estrogénios (xenoestrogénios), como os alquilfenois, exibem
potenciais estrogénicos muito inferiores e raramente sdo encontrados no ambiente em
concentragdes que podem causar efeito (Desbrow et al., 1998). Consequentemente, a
avaliac¢ao individual dessa substancia pode mostrar que ela nao apresenta risco a0 meio
ambiente. Entretanto, quando combinadas com outras substancias estrogé€nicas, essas

substancias podem apresentar atividade estrogénica significativa (Brian et al., 2005).

Portanto, a avaliacdo do efeito obtido pela combinagdo de compostos
estrogénicos ¢ muito importante, uma vez que, no ambiente, os desreguladores
enddcrinos ndo sdo encontrados separadamente e esses contaminantes ambientais
podem interagir entre si de modo a aumentar a atividade estrogénica dessas substincias.
Entretanto, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura avaliando a eficiéncia de

remocao de desreguladores endocrinos quando combinados.

Trés tipos de efeitos podem ser observados na atividade estrogénica com a
combinag¢do de substancias estrogénicas: sinergismo, antagonismo e aditivo. Sinergismo
e antagonismo podem ser definidos como desvios dos efeitos esperados, onde
sinergismo representa efeito maior que o esperado e antagonismo representa efeito
menor. Quando os efeitos esperados sdo obtidos, o efeito obtido da combinagdo pode

ser definido como aditivo.
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O teste de atividade estrogénica YES ¢ bastante indicado para a obtencao do
efeito obtido da combinacdo de compostos estrogénicos, uma vez que ¢ altamente

reprodutivel e sensivel (Payne et al., 2000).

Um método de avaliagio do efeito obtido da combinagdo de compostos
estrogénicos consiste em somar aritmeticamente a atividade individual de cada
componente da mistura e comparar com a atividade da mistura. Caso a atividade da
mistura seja maior do que a soma das atividades individuais, o efeito € sinérgico
(Arnold et al., 1997b; Soto et al., 1995). Se a atividade da mistura for igual a soma das
atividades das substancias separadamente, o efeito ¢ aditivo. Entretanto, esse método ¢
aplicado somente para compostos com curvas dose-resposta lineares, levando a
resultados irreais quando utilizada para a maioria dos estrogénios, que apresentam

curvas sigmoidais.

Essa mesma dificuldade ocorre para um grupo de substancias que apresentam
diferentes formas de curva dose-resposta para a atividade estrogénica. Nesse caso, o
efeito resultante da combina¢do ndo pode ser calculado por meio de uma simples adi¢do
dos valores obtidos para os componentes da mistura, quando avaliados separadamente

(Fent et al., 2006; Silva et al., 2002; Kortenkamp e Altenburger, 1998).

2.1.7.2.1. Efeito Aditivo na Combinacao de Compostos Estrogénicos

Chen et al. (2007) utilizaram o ensaio YES para a avaliagdo da estrogenicidade e
mostraram que o efeito aditivo foi obtido durante a combinacdo das substincias
estrogénicas 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, em relagdo aos compostos

separadamente.

Brian et al. (2005) investigaram o efeito obtido da combinagdo de cinco
substancias quimicas estrogénicas (17(3-estradiol, 17a-etinilestradiol, nonilfenol,
octilfenol e bisfenol A), utilizando o ensaio da inducdo de vitelogenina em peixes
machos (Pimephales promelas). Os resultados mostraram que o efeito combinado foi o

aditivo, mesmo para baixas concentragdes das substancias.
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Silva et al. (2002) mostraram que varias substancias fracamente estrogénicas,
quando combinadas em concentracdes abaixo das concentragcdes onde se observa efeito
estrogénico, resultaram em mistura com significativa atividade estrogénica, quando
utilizaram o teste de atividade estrogénica YES. Isso mostra que grande importancia
deve ser dada as substancias estrogénicas, mesmo aquelas presentes em baixas
concentragdes, uma vez que a combinacdo de diversas substancias fracamente

estrogénicas pode ser resultar em uma alta atividade estrogénica.

No trabalho de Rajapakse et al. (2001) foi avaliado o comportamento do bisfenol
A e DDT quando combinados com o 17B-estradiol, utilizando o teste de atividade
estrogénica YES. Eles observaram que o efeito combinado ndo desviou do

comportamento aditivo.

2.1.7.2.2. Efeito Sinérgico na Combinacao de Compostos Estrogénicos

Chen et al. (2007) mostraram que o efeito sinérgico foi obtido durante a
combinagdo das substancias estrogénicas 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol, nonilfenol e
bisfenol A, em relagdo aos compostos separadamente, utilizando o ensaio YES. Arnold
et al. (1997) observaram esse mesmo efeito na combinagdo de 17a-estradiol com

estrona e na combinagdo de 17B-estradiol com 17a-estradiol, utilizando ensaio in vitro.

Arnold et al. (1996) utilizaram o ensaio YES e verificaram que a combinagao de
duas substancias fracamente estrogénicas, como dieldrin e endosulfan ou toxafeno
resultou em uma mistura com estrogenicidade muito superior que a estrogenicidade
apresentada por essas substancias separadamente. Esses resultados mostraram que a
combinagdo de substancias estrogé€nicas, mesmo que com baixa estrogenicidade, pode

resultar em grandes efeitos ao meio ambiente.

2.2. Degradacéo de Desreguladores Endocrinos

O principal fator que influencia a remocao de poluentes presentes em amostras
aquosas ¢ a habilidade dos poluentes em interagir com particulas sélidas, naturais (lodo,

sedimentos ou microorganismos) ou adicionar ao meio (carvao ativo ou coagulantes),
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pois isto facilita a remogao por processos fisico—quimicos (floculacdo) ou processos
biologicos (biodegradacdo). Entretanto, compostos com baixos coeficientes de adsor¢do
tendem a permanecem na fase aquosa, o que favorece a mobilidade pelo sistema de
tratamento de esgoto e pelas aguas receptoras. Deste modo, muitos produtos
farmacéuticos permanecem na fase aquosa, como os anti-inflamatorios e os antibioticos,

enquanto outros podem ser adsorvidos no lodo, como os estrogénios (Carballa et al.,

2004).

O esgoto municipal ¢ a principal fonte de desreguladores endocrinos no meio
ambiente. Conseqiientemente, técnicas eficientes de tratamentos devem ser

desenvolvidas para prevenir a propagagao desse tipo de poluigao.

Estudos indicaram que as propriedades fisico-quimicas, especialmente a
hidrofobicidade e a biodegradabilidade influenciam a remocdo de desreguladores
enddcrinos e farmacos (Nakada et al., 2006). Entretanto, muitos trabalhos mostraram
uma larga variacao na eficiéncia de remocao dessas substancias, levando a concluir que

outros fatores também afetam a eficiéncia de remogao.

A remocdo fisica ou degradacdo de desreguladores enddcrinos por meio de
varios processos, incluindo membranas (Kimura et al., 2004; Yoon et al., 2004; Nghiem
et al., 2004), adsor¢do (Zhang ¢ Zhou, 2005), oxidagdo por dioxido de cloro (Huber et
al., 2005), ozonio (Irmak et al., 2005; Huber et al., 2004; Huber et al., 2003) e por
Processos Oxidativos Avancados, incluindo UV/O; (Westerhoff et al., 2005; Irmak et
al., 2005), UV/H,0, (Rosenfeldt e Linden, 2004) ¢ fotocatalise com TiO, (Ohko et al.,
2002; Nakashima et al., 2002), foi reportada na literatura. Nelson et al. (2007)
verificaram que os tratamentos primario e secundario ndo foram suficientes para
remover desreguladores enddcrinos ou tragos de substancias organicas como hormonios,

farmacos e pesticidas em esgoto doméstico.

Dentre as técnicas oxidativas utilizadas, a 0zonizagao € os processos oxidativos
avancados tém-se mostrado como tecnologias promissoras na remocdo de
micropoluentes (como os estrogé€nios) presentes em matrizes aquosas, como aguas e
efluentes, uma vez que utilizam fortes agentes oxidantes: 0ozonio molecular e radicais

OH (Camel e Bermond, 1998).
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2.2.1. Ozonizagéo
2.2.1.1. Ozbnio

O ozo6nio ¢ um gas incolor a temperatura ambiente com férmula molecular Os e
massa molar de 48 g mol”". E um forte agente oxidante, atacando praticamente todos os
compostos organicos, sendo sua acdo muito rapida. Em altas concentracdes ¢ um gas
toxico, sofre decomposicao rapida em altas temperaturas e tem um odor peculiar similar
ao do cloro. E instavel em agua, possuindo uma meia-vida de minutos, devendo,
portanto, ser produzido in-situ (no local ¢ no momento a ser consumido) (Azevedo,

2003; Harrison, 2000; Evans, 1974).

E capaz de reagir com uma numerosa classe de compostos organicos, devido,
principalmente, ao seu elevado potencial de oxidagdo (E°= 2,07 V), superior ao de
compostos oxidantes, como o perdéxido de hidrogénio (H,O,) e o proprio cloro,
conforme pode ser observado na Tabela 2.17. Em pH bésico, decompde-se levando a
formagdo de radicais hidroxila cujo potencial de oxidagdo é ainda mais elevado (E°=
2,80 V) (Almeida et al., 2004). A eficiéncia total da a¢ao do ozonio ¢ determinada pelos
fatores: reatividade quimica do composto, volatilidade, concentragdo residual de ozonio
na fase liquida, coeficiente de transferéncia de massa na coluna de contato, area

interfacial gas-liquido e composicao quimica da dgua (Evans, 1972).

Tabela 2.17. Potencial de oxidagdo para oxidantes em agua.

Oxidante Potencial de oxidagéo (eV)
Radical Hidroxila ("OH) 2,80
Ozo6nio 2,07
Peroxido de Hidrogénio 1,77
fon permanganato 1,67
Diodxido de cloro 1,50
Cloro 1,36
Oxigénio 1,23

Fonte: CRC Handbook (1985).
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2.2.1.2. Geragéo de Oz6nio

A molécula do 0zonio ¢ consideravelmente instavel. Portanto, o 0z6nio ndo pode
ser armazenado ou transportado como outros gases, uma vez que, quando
acondicionado em recipientes, ele decai continuamente até que reste somente o
oxigénio. Portanto, ele s6 pode ser produzido no local € no momento a ser consumido, a

partir do oxigénio puro ou de misturas gasosas que contenham oxigénio, como o ar.

As trés técnicas de geragdo de ozonio mais importantes sdo: descarga elétrica,
eletrélise e radiacdo quimica. A descarga elétrica e a eletrolise fornecem maiores
concentragdes de ozonio, sendo a descarga elétrica a técnica mais difundida por ser a
unica vidvel em larga escala, devido ao fato de se obter maior taxa de conversdo do
oxigénio em ozoOnio (Balakrishnan et al., 2002; Gottschalk et al., 2002; Magara et al.,
1995; Glaze, 1987).

Pelo método da descarga elétrica, o ozonio é gerado pela passagem de ar ou
oxigénio puro entre dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenga de potencial
(aproximadamente 10 kV) (Almeida et al., 2004), conforme Equagdes 2.4 ¢ 2.5. O
rendimento deste processo varia entre 1 ¢ 4 % (m/m) e entre 6 ¢ 14 % (m/m) para
sistemas alimentados por ar e oxigénio puro, respectivamente (Balakrishnan et al.,

2002).
0,>0+0 (2.4)

0 +0, > 0; (2.5)

2.2.1.3. Decomposic¢édo do Oz6nio em Fase Liquida

O ozonio ¢ instavel em agua. A decomposi¢do do 0zOnio em 4guas naturais €
caracterizada por uma rapida diminui¢do da sua concentracdo inicial, seguida de uma
segunda fase na qual a concentragdo diminui mais lentamente. O principal produto de
decomposi¢do do 0zdnio € o radical hidroxila ("OH). A estabilidade do 0z6nio no meio
depende de diversos fatores, dentre eles o pH merece especial atencdo, uma vez que os
ions hidroxila iniciam o processo de decomposi¢do do 0zdnio, como mostrado nas

Equacdes 2.6 a 2.8 (von Gunten, 2003) .
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O;+0OH > HO, + 0O, (2.6)
0O; +HO, = ‘OH + 02_. + 0, (27)
05 +0," > 05" +0, 2.8)

A decomposi¢iao do ozonio pode ser acelerada pelo aumento do pH, pela adi¢ao
de peroxido de hidrogénio ou por luz UV (Almeida et al., 2004; von Gunten, 2003).
Desta maneira, a oxidagdo de compostos organicos durante a ozonizagdo pode ocorrer
via 0zOnio molecular (reagdo direta - predominante em meio acido) ou radical hidroxila
(reacgdo indireta - predominante em meio basico). Em pH neutro, ambos oxidantes podem

estar atuando.

2.2.1.4. Aplicagdes do Ozonio

A primeira aplicacdo do o0zdnio no tratamento de agua foi em 1893, para
tratamento de agua da cidade de Oudshoorn, na Holanda. Em 1970, foi utilizado para
tratamento de agua de torres de resfriamento. Hoje, ¢ aplicado em diversas atividades
como no tratamento de agua, no tratamento de efluente, para redugdo de lodo biologico,
no controle de odor nas plantas de tratamento de esgoto, em industrias no

processamento de alimentos, entre outras (Mayes e Ruisinger, 1998; Glaze, 1987).

No tratamento de 4gua, o 0zonio pode ser usado em varias etapas do processo
com o objetivo de aumentar a biodegradabilidade, remover ferro e manganés, degradar
micropoluentes e remover sabor e odor. E importantissimo na desinfecgdo de agua
potavel, pois ¢ efetivo na remogdo de bactérias e¢ virus (Balakrishnan et al., 2002;
Paraskeva, 2002; Harrison, 2000; Magara et al., 1995). Porém, como o seu tempo de

meia vida € baixo, hé a necessidade do uso do cloro para distribui¢do da adgua.

Em uma estacdo de tratamento de efluentes, o 0zénio pode ser utilizado para
desinfeccdo do efluente, no tratamento terciario para reducdo de DQO e aumento da
biodegradabilidade, na redu¢do da cor, na diminui¢ao da turbidez, na redu¢ao do lodo
biologico e no controle do odor. O 0zdnio apresenta vantagens no tratamento de dguas e
efluentes: ¢ um forte agente oxidante, resultando em uma oxidacdo rapida, ¢ um

germicida muito eficiente, aumenta a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua ou
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no efluente tratado e apresenta vantagem em relagdo ao cloro, pois os produtos oxidados
ou parcialmente oxidados por ozonio sdo geralmente menos toxicos que os clorados

(Harrison, 2000; Evans, 1974).

2.2.1.5. Degradacéo de Estrogénios por Ozonizagao

Existem na literatura alguns trabalhos relacionados a degradacao de estrogénios
pelo processo de ozonizagdo (Bila, 2005; Kim et al., 2004; Ternes et al., 2003; Huber et
al., 2003). Na Tabela 2.18 sdo apresentados os resultados de degradagdo de estrogénios

por ozonizagao.
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Tabela 2.18. Degradagao de estrogénios por ozonizagao.

Estrogénio Matriz Resultado Referéncia
Estrona Efl A ozonizagéo foi eficiente na remogao de estrona e de 17f3-estradiol: mais de 80 % de | Nakada et al.
uente
17B-estradiol remogao foi alcangada. (2007)
Agua Remocao superior a 99 % de 17B-estradiol em 4gua com baixo consumo de O3z (1 mg
17B-estradiol Efluente de | I'). Apesar da alta remogo, a concentragio remanescente ainda apresentou atividade | Bila (2005)
ETE estrogénica. O 17B-estradiol foi mais lentamente oxidado na matriz esgoto.
. Agua _ . . ' Liu et al.
17B-estradiol _ 15 minutos de ozonizagdo foram suficientes para remover 90 % de 17f3-estradiol.
Destilada (2005)
17B-estradiol 5 X Deborde et al.
, Para todos os estrogénios avaliados, a exposicao a 2 10~ mg min I de ozonio resultou
17a-etinilestradiol Agua 3 o _ , y (2004) e
B em 95 % de remogdo. A ozonizacao foi muito mais eficiente do que a cloragdo na
Estriol Mili-Q _ Deborde et al.
remocao de compostos estrogénicos.
Estrona (2005)
‘ , Concentragdo de 0z6nio de 15 mg 1" degradou 99 % da concentragio inicial de 17p- Kim et al.
17B-estradiol Agua
estradiol em 4 min. Nao foram formados subprodutos estrogénicos. (2004)
. Efluente de | Dosagem de Os de 5 a 15 mg 1 foi apropriada para oxidar a estrona, com simultinea | Ternes et al.
strona
ETE inativacdo dos microrganismos presentes no efluente. (2003)
o ' Aguas | Doses de O; na faixa de 0,2 a 0,5 mg I"' foram capazes de remover 17a-etinilestradiol | Huber et al.
17a-etinilestradiol )
Naturais acima de 97 %. (2003)




2.2.2. Processos Oxidativos Avangados

Os Processos Oxidativos Avancados (POA) sdo eficientes para destruir
substancias organicas de dificil degradacdo e muitas vezes em baixas concentragdes.
Sdo processos que envolvem a geracdo de radicais hidroxilas OH, fortes agentes

oxidantes.

A maioria dos Processos Oxidativos Avangados utiliza a combinacao de fortes
oxidantes (O3 e H,0,), catalisadores (ions de metais de transi¢do ou fotocatalisadores) e
irradiagdo ultravioleta (UV) (Huang et al., 1993). Os processos mais comumente
empregados sdo: O3/H,0,, O3/UV, H,0,/UV, 0zbénio em pH bésico e fotocatalise com
TiO,. A ozonizagao ¢ considerada um processo oxidativo avangado em pH bdsico

devido a rapida decomposi¢ao do ozonio em radical OH (Hoigné e Bader, 1976).

O sucesso dos Processos Oxidativos Avancgados baseia-se no fato de que as taxas
de reagdo entre os radicais OH e muitos poluentes organicos sao altas (Munter, 2001).
Na Tabela 2.19 sdo mostradas as taxas de oxidacao de compostos organicos com 0zdénio
(03) e radicais hidroxila ("OH) em agua e na Tabela 2.20 tem-se a taxa de oxidagio de

farmacos com o ozonio e radicais OH a temperatura ambiente.

2.2.2.1. Oz6nio/Peroxido de Hidrogénio

No sistema O3/H,O, os radicais hidroxila sdo gerados pela interagdo entre o
ozonio e o perdxido de hidrogénio. O H,O, pode iniciar o decaimento do o0zonio,
levando a formagdo de radicais OH. A reagdo global que descreve este mecanismo ¢

dada pela Equacgao 2.9 (Esplugas et al. (2002)).
H,0, +20; = 20H* + 30, (2.9)

Brunet et al. (1984) e Duguet et al. (1985) (apud Gottschalk et al., 2002) e
Zwiener e Frimmel (2000) verificaram que a adi¢do de perdxido de hidrogénio aumenta
a eficiéncia na oxidagdo de varias substancias organicas. Uma dosagem Otima
encontrada na literatura de H,O,/O3 em base molar ¢ de 0,5 a 1, pois concentragdes de
peréxido de hidrogénio superiores as consideradas ideais ao processo implicam num

acimulo do oxidante no meio reacional, que passa a agir como capturador dos radicais
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hidroxila, resultando numa diminui¢do da eficiéncia de degradacdo (Balcioglu e Otker,

2003; Paillard et al., 1988).

Tabela 2.19. Taxas de oxidacdo de compostos organicos com Oj; e radicais OH.

Constante de Velocidade da reacdo (M™s™)

Classe de compostos O3 ‘OH
Acetilenos 50 10° - 10’
Alcoois 107 -1 10° - 10’

Aldeidos 10 107
Alcanos 10° 10° - 10’
Aromaticos 1-10° 10° - 10"
Acidos carboxilicos 10° - 10~ 10— 10’
Alquenos clorados 10" - 10° 10° - 10"
Cetonas 1 10— 10"
Organicos contendo nitrogénio 10 — 10 108 10"
Olefinas 1-450.10° 10° - 10"
Fenois 10° 10’ - 10"
Organicos contendo enxofre 10— 1,6.10° 10° - 10"

Fonte: Cater et al. (1990).

Tabela 2.20. Taxa de oxidacdo de farmacos com o ozonio e radicais OH a temperatura
ambiente.

Composto kos(M's?) | kou(M's™
Diclofenaco 1x10° 7,5x1 0’
Carbamazepina 3x10° 8,8x10’
Sulfametoxazol 2,5x1 0° 5,5x1 0’
17o-etinilestradiol 7x10° 9,8x1 0’

Fonte: Huber et al. (2003).
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2.2.2.2. Degradacao de Estrogénios por Processos Oxidativos Avancados

Existem diversos processos oxidativos avangados utilizados para a degradacao
de desreguladores enddcrinos presentes em aguas e efluentes. Dentre eles, Os;/UV,
05/H,0,, UV/H,0,, Fotdlise, Fotocatalise com TiO, e foto-Fenton (Rosenfeldt et al.,
2007; Chen et al., 2007; Zhang et al., 2007; Irmak et al., 2005; Jiang et al., 2005;
Coleman et al., 2005; Feng et al., 2005a; Liu e Liu, 2004). Na Tabela 2.21 sdo
apresentados os resultados da remogdo de estrogénios por processos oxidativos

avangados.

2.2.3. Degradacéo de Estrogénios por Processos Bioldgicos

Dentre os processos bioldgicos, o mais empregado para degradacdo de
estrogénios ¢ o processo de lodo ativado, capaz de remover de 65 a 99 % de 1783-
estradiol, conforme trabalhos de Esperanza et al. (2007), Servos et al. (2005) e Johnson
e Sumpter (2001). Com relacdo a 17a-etinilestradiol, as remocdes obtidas variam
largamente, de 34 a 98 %, conforme trabalhos de Esperanza et al. (2007), Cargouet et al.
(2004), Huber et al. (2004), Rudder et al. (2004), Liu et al. (2003), Svenson et al.
(2003), Johnson et al. (2000) e Baronti et al. (2000). Trabalhos publicados na literatura
mostram uma baixa remocdo de estrona (Carballa et al., 2004; Baronti et al., 2000;
Ternes et al., 1999a), devido a oxidagdo parcial de 17B-estradiol, levando a formagao de
estrona. Na Tabela 2.22 sdao mostrados alguns trabalhos publicados na literatura

avaliando a remogao dos estrogénios por processos biologicos.

2.2.4. Degradacéo de Estrogénios por Outros Processos

Na Tabela 2.23 sdo apresentados alguns trabalhos publicados na literatura
avaliando a remoc¢ao dos estrogénios por processos como nanofiltracdo, osmose reversa,
oxidagdo eletroquimica ¢ didoxido de cloro (Jiang et al., 2005; Huber et al., 2005;
Nghiem et al., 2004). Coagulacao, floculago e precipitagdo sdo ineficazes na remogao
de micropoluentes presentes em ambientes aquaticos (Westerhoff et al., 2005; Ternes et

al., 2002).
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Tabela 2.21. Remocgao de estrogénios por processos oxidativos avancados.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
O processo de foto-Fenton foi capaz de remover 86,4 % de 17f3- Yaping e
' , - foto-Fenton .
17B-estradiol Agua Mili-Q Fent estradiol apds 8 h de reagdo, enquanto que o processo de Fenton Jiangyong
enton
removeu apenas 40,1 %. (2008)
No reator com lampada de 150 W, 97 % das substancias foram
degradadas com 4 h de irradiacdo. No reator com lampada de
Estrona . Fotocatalise 15W, 98 % das substancias desapareceram com 1 h de Zhang et al.
' Agua Ultrapura ' ' ' ‘
17B-estradiol com TiO, tratamento, devido a menor faixa de comprimento de onda da (2007)
lampada de UV (fixada a 253 nm) em relagdo a lampada de
150W (238-579 nm).
17B-estradiol i 0O; 03/UV possibilitou remocgao igual ao processo de O3 com Irmak et al.
gua .
Bisfenol A 0s/UV diminuicao de 22,5 % no consumo de Os. (2005)
Fotocatalise e fotolise foram capazes de degradar os trés
17B-estradiol ] ) ) )
, Fotocatalise | compostos. A fotocatalise mostrou-se mais efetiva que a fotdlise. | Coleman et al.
Estriol Agua _
Fotolise O 17a-etinilestradiol foi degradado primeiramente devido a tripla (2005)

170-etinilestradiol

ligagdo que absorve a luz UV mais facilmente.
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Continuagao da Tabela 2.21. Remocgao de estrogénios por processos oxidativos avangados.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
O processo de foto-Fenton foi eficiente na remogao de 17§3-
estradiol: remogdo de 75,2 % com 10,0 pmol 1" de Fe(III), 1000
) , pmol 1M de H,0,, pH 3 e 160 min de tratamento. Entretanto, a Feng et al.
17B-estradiol Agua foto-Fenton
porcentagem de mineralizagdo foi baixa. Provavelmente, a (2005b)
mineralizagdo ocorreu somente no anel aromatico, enquanto que
outros anéis aliciclicos nao foram degradados.
Estrona pdde ser decomposta eficazmente, sendo que a eficiéncia
de degradagdo foi dependente do pH inicial e das concentragdes
Estrona
] , de Fe(Ill) e H,O,. A degradagdo da estrona foi iniciada no anel Feng et al.
17B-estradiol Agua foto-Fenton
aromatico. A mineralizacdao provavelmente ocorreu somente no (2005a)
17a-etinilestradiol ] o )
anel aromatico. A seqiiéncia das taxas de degradagao foi:
E>>EE>>E;.
. Fotolise de 173-estradiol ocorreu sob irradiagdo da luz UV, ) )
17B-estradiol , _ LiueLiu
Agua Fotolise enquanto a estrona sofreu fotdlise com irradiacdo de luz de alta
Estrona ' _ . . (2004)
pressdo. A fotolise foi favorecida na faixa de pH de 6 a 8.
) ) O processo UV/H,0; (concentracdo de H,O, de 15 mg 1'1) foi
17B-estradiol . Fotolise ‘ . ‘ . . Rosenfeldt e
Agua mais efetivo que a fotdlise. A fotdlise degradou aproximadamente |
17a-etinilestradiol UV/H,0, Linden (2004)

20 % dos estrogénios, enquanto o processo UV/H,0,, 90 %.
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Continuagao da Tabela 2.21. Remocgao de estrogénios por processos oxidativos avangados.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
Houve uma redugdo da concentracdo de 17a-etinilestradiol
, durante a irradiacdo com a lampada de UV. A fotodegradacao de Liu et al.
17a-etinilestradiol Agua Luz UV
17a-etinilestradiol causou a quebra e oxidag¢ao do anel aromatico (2003)
produzindo compostos contendo grupos carbonila.
Uma solugio 10°mol 1" de 17B-estradiol foi totalmente
) , Fotocatalise mineralizada a CO, com 1,0 g 1" de suspensao de TiO; sobre Ohko et al.
17B-estradiol Agua )
com TiO, | radiagdo UV por 3 h. O espectro de massa confirmou que o grupo (2002)
fenolico foi primeiramente oxidado.
Fotocatalise Solugdes de 17p-estradiol (0,05 a 3 pmol 1) foram degradadas
) , ) Coleman et al.
17B-estradiol Agua com TiO, em 98 % apds 3,5 horas e em 50 % com 40 minutos de (2000)
imobilizado fotocatalise.
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Tabela 2.22. Remogao de estrogénios por processos biologicos.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
Estrona
) O tratamento secundario foi capaz de remover somente 40,2 % do
17B-estradiol ‘ _ Esperanza et
Efluente Lodo Ativado | EE,, enquanto que as remogdes obtidas para E;, E; e E; foram de
17a-etinilestradiol . al. (2007)
83, 99 e 80 %, respectivamente.
Estriol
' O processo de lodo ativado com longos tempos de retengao
Lodo Ativado
) hidraulica e de reten¢ao do lodo mostrou-se eficiente na remogao
17B-estradiol Reator com Johnson et al.
Efluente de estrogénios: acima de 90 %. Bom desempenho também foi
17a-etinilestradiol membranas ) ) ] (2007)
(MBR) obtido na remocao de estrogénios com biorreatores com
membrana (MBR): acima de 98 % para estrogénios naturais.
Estrona
Os estrogénios naturais foram removidos com alta eficiéncia: 86 | Nakada et al.
17B-estradiol Efluente Lodo Ativado
% para estrona, 90 % para 17p-estradiol e 100 % para estriol. (2006)
Estriol
Estrona SBR — Reator ) .
Remocao quase completa dos estrogénios, utilizando tempo de Clara et al.
17B-estradiol Efluente de Batelada . .
. retengdo do lodo maior que 10 dias. (2005)
Estriol Sequencial
' Efluente de _ Remocao de 75 % de 17B-estradiol das ETE pelo processo de Servos et al.
17B-estradiol Lodo Ativado
ETE lodos ativados. (2005)
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Continuacao da Tabela 2.22. Remocao de estrogénios por processos bioldgicos.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
o . , Bioreator . . Rudder et al.
17a-etinilestradiol Agua Remocao de 81,7 % com tempo de retengdo hidraulica de 1h.
recheado (2004)
Estrona
17B-estradiol o ‘ As remogoes de estrona, 173-estradiol, 17a-etinilestradiol e | Esperanza et
Efluente Sintético | Lodo Ativado
17a-etinilestradiol estriol foram superiores a 52, 94, 50 e 65 %, respectivamente. al. (2004)
Estriol
Estrona A maior remogao foi obtida para 17B-estradiol: acima de 88 |
Joss et al.
17B-estradiol Efluente de ETE | Lodo Ativado %. As remogdes de 17a-etinilestradiol e de estrona foram (2004)
17a-etinilestradiol superiores a 71 e 49 %, respectivamente.
Com o tratamento primario somente 20 % de 173-estradiol
Tratamento | foi removido. O tratamento aerébio de lodos ativados resultou
Estrona S Carballa et al.
' Efluente de ETE Primario em remocao de 65 % para 17B-estradiol. Verificou-se um
17B-estradiol ' (2004)
Lodo Ativado | aumento da concentragdo de estrona ao longo do tratamento,
devido a oxidagao parcial de 17B-estradiol.
Estrona Johnson e
17B-estradiol Esgoto Lodo ativado Remocao de aproximadamente 85 % destes hormonios. Sumpter
17a-etinilestradiol (2001)
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Continuacao da Tabela 2.22. Remocao de estrogénios por processos bioldgicos.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
Estrona Johnson e
17B-estradiol Esgoto Lodo ativado Remocao de aproximadamente 85 % destes hormonios. Sumpter
17a-etinilestradiol (2001)
Estriol
' Tratamento foi eficiente nas remogdes de estriol (95 %), 173-
17B-estradiol Lodos Baronti et al.
o | Efluente de ETE . estradiol (87 %) e 17a-etinilestradiol (85 %). Porém, a
17a-etinilestradiol ativados (2000)
remocao de estrona foi de apenas 61 %.
Estrona
O processo foi capaz de degradar completamente 17a.-
o ) . etinilestradiol em seis dias de tratamento. A oxidacdo de 17a.-
17a-etinilestradiol | Efluente de ETE | Lodo ativado Vader et al.
etinilestradiol resultou na diminuigdo da atividade
(2000)
estrogénica.
17B-estradiol O estrogénio natural 17B-estradiol foi oxidado a estrona, o
, _ Ternes et al.
17a-etinilestradiol Agua Lodo ativado | contraceptivo 17a-etinilestradiol foi persistente as condigdes (1999a)
a

Mestranol

aerobias enquanto mestranol foi rapidamente degradado.
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Tabela 2.23. Remogao de estrogénios por outros processos.

Estrogénio Matriz Processo Resultado Referéncia
Ferro (IV) e oxidagao eletroquimica foram capazes de reduzir
0s estrogénios a niveis muito baixos, variando entre 10 ¢ 100
Ferro (VI) e 1 o o |
17B-estradiol ) ng I, sendo que o primeiro processo foi mais efetivo do que | Jiang et al.
Afluente de ETE oxidacao
Estrona ‘ o segundo. Os resultados mostraram que, tanto o Ferro (VI) (2005)
eletroquimica . . . .
quanto a oxidagdo eletroquimica sdo técnicas promissoras no
tratamento de desreguladores endocrinos.
Comparado com 0zdnio, a reagdo entre 17a-etinilestradiol e
o ' , Dioxido de ClO; foi mais lenta. Entretanto, a reagdo entre 170~ Huber et al.
17a-etinilestradiol Agua
Cloro (Cl10y) etinilestradiol e C1O; foi mais rapida do que a reagdo com (2005)
cloro. CIO, foi efetivo na oxidagao de 17a-ctinilestradiol.
Nanofiltragdo ‘
Estrona ' _ Nghiem et al.
_ Efluente de ETE Osmose As membranas puderam reter os estrogé€nios efetivamente.
17B-estradiol (2004)
Reversa
A reagdo de 17B-estradiol com HOCI foi rapida e eficiente, Hu et al
, N ' uetal.
17B-estradiol Agua Mili-Q Cloro entretanto foram formados varios subprodutos que (2003)
apresentaram alta atividade estrogénica.




2.3. Remocéo da Atividade Estrogénica por Diferentes Processos

Estudos sugerem que ha somente um encaixe perfeito de 17p-estradiol e de 17a.-
etinilestradiol ao receptor de estrogénio: por meio do anel fenolico do esterdide (Huber
et al., 2003). Portanto, um processo capaz de degradar ou alterar a parte fendlica das

moléculas desses estrogénios pode ser efetivo na remogao da estrogenicidade.

Esplugas et al. (2002) mostraram que a ozonizagdo ¢ o processo de Os/H,0,
foram eficazes na degradacao de fenol, uma vez que foram obtidas remog¢des acima de
80 %. Portanto, esses processos tendem a ser efetivos na remocdo da atividade

estrogénica.

Estudos encontrados na literatura (Chen et al., 2007; Rosenfeldt et al., 2007,
Alum et al., 2004; Huber et al., 2004; Kim et al., 2004) mostraram redugdes na
atividade estrogénica de estrogénios como 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol apos

tratamentos com processos oxidativos.

Na Tabela 2.24 sao apresentados alguns resultados obtidos para a atividade

estrogénica apos a degradagdo de estrogénios por processos oxidativos.
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Tabela 2.24. Redugdo da atividade estrogénica por processos oxidativos.

Processo Resultado Referéncia
O processo de UV/H,0, (10 ppm de H,0, e UV <1000 mJ cm 2) foi capaz de diminuir a atividade
estrogénica da mistura a baixos valores. A taxa de remocao da atividade estrogénica da mistura de
estrogénios foi menor do que a observada para os compostos separadamente e a remoc¢ao da atividade Chen et al.
UV, estrogénica foi menor na dgua natural do que na dgua deionizada. A taxa de remocao da atividade (2007)
estrogénica foi mais lenta na 4gua natural devido a uma diminui¢ao na concentracao de radicais OH
por causa do efeito capturador de componentes presentes na agua natural, como o COT.
Utilizando o teste YES, foi obtida remog¢ao de 90 % na atividade estrogénica de 17p-estradiol e de
UV/ELO, 17a-etinilestradiol (3 pug I'") utilizando a combinagdo de 5 mg "' de H,O, com UV de 350 mJ cm . | Rosenfeldt et
A similaridade entre a oxidagdo e a remogao da atividade estrogénica levou a conclusdo que nenhum al. (2007)
dos subprodutos formados apresentou atividade estrogénica semelhante a esses estrogénios.
Foram obtidas remocdes de 51 a 90 % na estrogenicidade de afluentes de ETE no Japao pelo | Hashimoto et
Lodo Ativado
processo de lodo ativado, utilizando o ensaio YES. al. (2007)
Ozonizagio 15 minutos de ozonizagdo foram capazes de remover mais de 90 % de 17p-estradiol. A remog¢ao da Liu et al.
atividade estrogénica dos subprodutos formados foi um pouco inferior: 87 %. (2005)
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Continuagao da Tabela 2.24. Reducao da atividade estrogénica por processos oxidativos.

Processo Resultado Referéncia
Doses de ozonio tipicamente aplicadas na desinfec¢do de aguas potaveis foram suficientes
para reduzir a estrogenicidade em mais de 200 vezes, utilizando o ensaio YES. Entretanto, foi
Ozonizagao impossivel remover completamente a atividade estrogénica de 17a-etinilestradiol em pH 8, devido Huber et al
aos subprodutos formados durante a ozonizacao. Verificaram que, com o aumento da dosagem de (200%)
0z0nio, o aumento na reducdo da atividade estrogénica foi lento.
Utilizando o teste MCF-7, obtiveram alta remog¢ao da estrogenicidade. Entretanto, a atividade
Ozonizagdo | estrogénica ndo foi completamente removida para 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, provavelmente Alum etal.
devido a formagdo de subprodutos com atividade estrogénica. (2004
Durante a ozonizagdo de 17B-estradiol em pH 6, a estrogenicidade ndo foi reduzida
Oyonizac significativamente com o aumento da dosagem de ozdénio. Concluiram que a ozonizacao foi Kim et al.
POMIZAGHO responsavel pela formagdo de subprodutos com atividade estrogénica similar a de 17f3-estradiol, uma (2004)
vez que essas substancias foram rapidamente removidas no inicio da ozonizagao.
Foram obtidas remog¢des de 58 a 94 % na estrogenicidade de amostras de efluentes em
estacdes de tratamento de esgoto na Suécia pelo processo de lodo ativado, utilizando o teste YES. A | Svenson et al.
Lodo Ativado

combinagdo do processo de lodo ativado com um subseqiiente estagio anoxico possibilitou uma

maior remogao da estrogenicidade provavelmente devido a maior duragao do tratamento biologico.

(2003)




2.4. Mecanismos de Reacdo de Estrogénios com Ozonio Molecular e Radicais OH

A reacdo entre 0 0zOnio e as substancias quimicas pode ser direta ou indireta. A
reacdo indireta envolve a geragdo do radical OH, um oxidante ndo seletivo. A oxidacao
direta dos compostos organicos pelo ozonio ¢ uma reacdo seletiva com constante de
reacdo na faixa de k = 1,0 a 10° M s'. Normalmente, sob condi¢des 4cidas (pH menor
que 4), a reagao direta predomina e acima do pH 10, a indireta. Em pH 7, ambas reagdes
(direta e indireta) podem ser importantes. O ozonio molecular reage com as ligagdes
insaturadas devido a sua estrutura dipolar, levando a quebra da liga¢dao (Gottschalk et

al., 2002).

Materiais organicos de diferentes origens reagem diferentemente com o 0zonio.
Geralmente, o ozonio degrada as substancias organicas levando a formacdo de
moléculas menores, principalmente aldeidos (formaldeidos e acetaldeidos) e acidos
carboxilicos (formico, acético, oxalico e pirtivico) que se acumulam na solu¢io devido
as suas resisténcias em reagir com o 0zOnio. A ozonizagao aumenta o nimero de grupos

funcionais e a polaridade da molécula (Ternes et al., 2003).

Ozonio reage vagarosamente com alguns compostos que geram sabor e odor
como os trialometanos e benzenos clorados e reage rapidamente com certos tipos de
compostos aromaticos, atacando o anel aromatico e ocasionando a abertura do anel
(Gottschalk et al., 2002; Harrison, 2000). A oxidagdo de micropoluentes por ozonio ¢é
um processo eficiente para compostos que contém grupo amina, anel aromatico ou
dupla ligagdo (von Gunten, 2003). O ozoénio reage rapidamente com compostos
fendlicos em solugdes aquosas (Esplugas et al., 2002; Mvula et al., 2001; Huang ¢ Shu,
1995).

Huber et al. (2003) mostraram que o grupamento reativo de 17o-etinilestradiol
frente ao 0z6nio ou radical OH ¢é o grupamento fenolico, conforme ocorre para 17(3-
estradiol, e ndo o grupo etinil. Na Figura 2.3 sdo apresentados os locais onde o principal
ataque da molécula de 0zonio as moléculas de 17a-etinilestradiol e 17B-estradiol pode

ser esperado.
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Figura 2.3. Possiveis locais de ataque do O3 a molécula de (A) 17a-etinilestradiol e (B)
17B-estradiol (Huber et al., 2003).

Diferentes formas dessas substancias podem estar presentes e serem suscetiveis
a oxidagdo em diferentes valores de pH. O grupo reativo dos estrogénios 17p3-estradiol e
17a-etinilestradiol € o grupamento fenodlico. No caso do fenol, em pH muito acido (pH
< 4) a concentracdo de fenolato ¢ desprezivel, com isso, a espécie atacada pelos
oxidantes seria o fenol. Em pH muito basico (pH > 10), todo fenol estaria na forma de
fenolato, que ¢ a espécie mais reativa. Segundo Hoigné e Bader (1983) a constante de
taxa de reacdo do 0zdnio com o fenolato (1,4 + 0.4 x 10° M s™) é muito maior do que a

constante de taxa de reacdo do ozénio com o fenol (1,3 + 0,2 x 10° M's™).

Deborde et al. (2005) avaliaram as constantes de reacdo entre os estrogénios
com o ozdnio, onde k; representa a reagdo com o estrogénio e k, com a espécie
ionizada, mostradas na Tabela 2.25. Verifica-se que as taxas de reagdo entre o 0zonio e
as formas dissociadas dos estrogénios sao da mesma ordem de grandeza que as taxas de
reagio do 0z6nio com o fenolato (1,4 £ 0,4 x 10° M s™). Isso indica que o anel fendlico
deve ser o principal local de ataque do ozonio. Por outro lado, as taxas de reacdo entre
os estrogénios ¢ o ozoénio (k;) sdo maiores que as taxas de reacdo entre o fenol e o
ozbnio (1,3 + 0,2 x 10° M's™). Isso indica que esses hormdnios possuem maior
reatividade com o 0zonio que o fenol e que, portanto, hormonios que apresentam o anel
fenolico possuem maior reatividade com 0zénio que outros compostos fenolicos como

bisfenol A e nonilfenol.
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Tabela 2.25. Constantes de reagdo entre os estrogénios com o ozénio (Deborde et al.,
2005).

Substancia ke (M s™) ko (M™s™h
17pB-estradiol 2,21 10° 3,69 10°
170-etinilestradiol 1,83 10° 3,65 10°
Estrona 1,53 10° 4,24 10°
Estriol 1,01 10° 3,89 10°

As reagoes entre radicais OH ou o0zdénio molecular com o fenol sio bem
conhecidas. O radical OH liga-se, preferencialmente, as posi¢des orto (48 %) e para (36
%) do fenol (Mvula e von Sonntag, 2003). Na Figura 2.4 ¢ mostrada a seqiiéncia de

reagdes que ocorrem entre o fenol e o 0zonio.

OH 0 0 ]
. 0—0—0 o
0./-H
— ’ — H
O—O—O
—
H

| 0

OH\” — OH\" o
O OH o C /
e e
7

0]

o ||
=2
H

Figura 2.4. Reagdes entre o 0zOnio e o fenol, segundo o mecanismo de Mvula e von
Sonntag (2003).
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Os produtos de oxidagdao formados durante a ozoniza¢ao dos hormonios naturais
17B-estradiol e estrona foram investigados por Huber et al. (2004). O 17B-estradiol ¢
estrona exibem um dalcool e um grupo cetona, respectivamente. Como a carbonila e
grupos alcoois sdo muito menos reativos com O3, esperava-se que o 0zOnio reagisse
somente com o anel fendlico de 17B-estradiol e estrona. Entretanto, as reagdes do
ozonio com esses dois hormonios resultaram nos mesmos subprodutos, mostrados na
Figura 2.5. Com isso, foi possivel verificar que o 0zdnio reage principalmente com o

anel fendlico, mas também reage com o grupo alcool de 17B-estradiol.

Figura 2.5. Produtos de oxidacdo formados da reacdo do ozonio com 17B-estradiol e
estrona (Huber et al., 2004).

Irmak et al. (2005) propos mecanismos para a reag¢ao direta do 0zénio com o
anel fenolico de 17f3-estradiol mostrado na Figura 2.6. A reagcdo do 0z6nio molecular ou
do radical OH em diferentes posi¢cdes do anel aromatico leva a formagdo de varios
intermediarios com diversas polaridades. O ataque mais provavel da molécula de 0z6nio
ocorre a uma das posicdes orto do anel aromatico de 17B-estradiol. Observa-se que o

ataque pelo 0zonio no anel fenolico resulta na sua abertura.
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Figura 2.6. Mecanismos da reagao direta do ozonio com o anel fendlico de 173-estradiol
(Irmak et al., 2005).
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Ohko et al. (2002) propuseram um mecanismo de degradacdo de 17p-estradiol

por fotocatalise com TiO,, mostrado na Figura 2.7.
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Figura 2.7. Mecanismo de degradacdo de 17B-estradiol por fotocatilise com TiO,
proposto por Ohko et al. (2002).

Huber et al. (2004) identificaram alguns subprodutos formados na ozonizagao de
17a-etinilestradiol. Duas por¢des da molécula podem ser primeiramente oxidadas pelo
ozonio: o anel fenodlico de 17a-etinilestradiol que ¢ altamente reativo com o 0z6nio
(kos=3 x 10° M s™ em pH 7) e o grupamento etinil que possui uma menor reatividade
(ko= 200 M s™). Com base nas taxas de reagdo, assumiu que as duas porcdes da
molécula de 17a-etinilestradiol podem ser atacadas pelo ozonio. Para facilitar a
identificacdo dos subprodutos de oxidacdo, dois compostos modelos foram usados para
representar a oxidagdo dessas duas porcdes da molécula de 17a-etinilestradiol: THN
(5,6,7,8-tetrahidro-2-naftol) para o grupo fenodlico e ECH (1-etinil-1-ciclohexanol). Os

mecanismos de reacdo dos compostos modelos sdo mostrados nas Figuras 2.8 e 2.9.
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Figura 2.8. Mecanismo de reagdo para a ozonizacao do composto modelo THN (Huber
etal., 2004).
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Figura 2.9. Mecanismo de reagdo para a ozoniza¢do do composto modelo ECH (Huber
et al., 2004).

O subproduto 6 foi identificado como 4cido adipico e comprovado por meio de

padroes. O intermediario 7 foi identificado como um &cido carboxilico (1-hidroxi-

72



ciclopentano) entretanto nao foi encontrado padrao para sua comprovagdo. As primeiras
etapas de reacdo levam a formacdo dos intermedidrios (1), (2) 5,6,7,8-tetrahidro-2,3-
naftalenodiol e (3) 2,3-nathfalendione. Esses intermedidrios sdo também reativos ao
ozOnio e conseqiientemente outras reagdes podem ocorrer, levando a formagdo de

hidroperéxido (4) e/ou 1,2-ciclohexanodione (5a).

2.5. Subprodutos Formados durante a Oxidacdo de Estrogénios

A identificacdo dos subprodutos formados na oxidacao dos estrogénios ndo ¢ um
topico facil de estudo, uma vez que, para obten¢ao dos subprodutos formados, sdo
necessarias técnicas de cromatografia acoplada a espectrometria de massa e muitos
desses subprodutos ndo sdao comercializados, dificultando a comprovagdo de sua

formagao.

Poucos sdo os trabalhos na literatura onde sdo propostos esses subprodutos. Para
17B-estradiol, sdo encontrados nos trabalhos de Irmak et al. (2005), Bila (2005), Huber
et al. (2004) e Ohko et al. (2002) alguns intermediarios formados, mostrados na Tabela
2.26, enquanto que para a oxidacdo de 17a-etinilestradiol tem-se os intermedidrios

mostrados na Tabela 2.27, propostos por Huber et al. (2004).

Tabela 2.26. Intermediarios identificados ou propostos para a oxidagao de 17p-estradiol.

Nome do o Processo de e
Estrutura quimica L Referéncia
Composto Oxidagao
OH
CH3
A Ozonizagdo Irmak et al.
AN 03/UV (2005)
HO—C c
o' No
OH
CHj|
T\) Ozonizagao Irmak et al.
B HO — -
Ho— o 0;/UV (2005)
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Continuacao da Tabela 2.26. Intermediérios identificados ou propostos para a oxidagao

de 17B-estradiol.

Nome do o Processo de o
Estrutura quimica L Referéncia
Composto Oxidagéo
OH
H3l
HO . Irmak et al
C Ozonizagao
(2005)
o)
OH
Hs
b Ozonizagao Irmak et al.
© 05/UV (2005)
o”
H
10g-17B-dihidroxi-
1,4-estradieno-3- " Ozonizagio | Bila (2005)
ona (DEO)
/
2-hidroxiestradiol Ozonizagao Bila (2005)
Testosterona Ozonizagdo Bila (2005)
H
10g-17B-dihidroxi-
OH ‘ Ohko et al.
1, 4-estradieno-3- Fotocatalise
(2002)
ona (DEO) &
OH
. Ohko et al.
2-hidroxiestradiol Fotocatalise
‘ (2002)
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Continuacao da Tabela 2.26. Intermediérios identificados ou propostos para a oxidagao

de 17B-estradiol.

Nome do o Processo de o
Estrutura quimica L Referéncia
Composto Oxidagéo
Androsta-4,16— Ohko et al.
. Fotocatalise
dien-3-ona (ADO) (2002)
Z
o]
OH
) Ohko et al.
Testosterona (TS) Fotocatalise
(2002)
g 7
) Huber et al.
- Ozonizagao
(2004)
) Huber et al.
- Ozonizagao
(2004)
0
4
) Huber et al.
- O\ Ozonizagao
(2004)
H
) Huber et al.
- O\ Ozonizagao
(2004)

75



Tabela 2.27. Intermediarios propostos para a oxidagao de 17a-etinilestradiol (Huber et

al., 2004).

Estrutura quimica

HO

HO

\O

Segundo Irmak et al. (2005), o intermediario A foi formado com baixo

rendimento pelo processo de O3/UV e ndo persistiu por causa de oxidagdes

subseqiientes. Os subprodutos A e B sdo acidos dicarboxilicos e foram formados pelo

ataque das moléculas de 0z6nio a duas posi¢des orto do anel fenolico de 17B-estradiol.
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O intermediario C foi formado durante os primeiros estagios da aplicacao de ozoénio. O
subproduto D foi uma dicetona formada pela oxidagdo do anel aromético, sendo que a
formagao desse intermedidrio foi reduzida quando comparada com a dos outros
intermediarios. Foi observado um rendimento mais baixo do intermedidrio D na

ozonizagao em relagdo ao processo de Os/UV.

Bila (2005) observou que o pH influencia na formagdo dos subprodutos
formados na ozonizagdo de 17B-estradiol. Alguns subprodutos propostos nos valores de
pH 7 e 11 ndo foram detectados quando a ozonizag¢do foi conduzida em pH 3. Isto
indica que diferentes caminhos de reacdo ocorrem em diferentes valores de pH de
ozonizacdo e pode ser explicado devido ao pH 11 favorecer a formacdo dos radicais
OH, que agem como oxidantes, o que ja nao acontece no pH 3 onde ha a maior atuagao

do 0zdnio molecular na oxidagdo dos compostos.

Os subprodutos apresentados na Tabela 2.27 foram formados quando altas
concentracdes de ozonio (5 a 10 mg I"' min) foram aplicadas durante a ozonizagdo.
Segundo Huber et al. (2004), em baixas concentragdes de 0zOnio, esse ndo reage com o

grupo etinil e como conseqiiéncia, somente o grupamento fenolico ¢ degradado.

2.6. Considerac0es Finais

Verifica-se, diante da revisao bibliografica realizada, que ndo existe um
bioensaio e uma técnica quimica aceitos universalmente para quantificar desreguladores
endocrinos presentes no meio ambiente. A andlise quimica de desreguladores
endocrinos € sensivel e especifica, entretanto, ¢ limitada, uma vez que somente as
substancias-alvo sdo analisadas. Os ensaios in vitro, que sdo baseados na interagao entre
substancias estrogénicas e receptores de estrogénicos, podem ser efetivos na
determinagdo da atividade estrogénica total de misturas de substincias estrogénicas.
Conclui-se que, o uso de bioensaios, juntamente com métodos de andlise quimicos,
parece ser a melhor estratégia durante a avaliacdo da remogdao de desreguladores

enddcrinos de amostras de aguas e efluentes.

Com o objetivo de dar continuidade aos trabalhos existentes de degradacdo de

desreguladores endocrinos, esse trabalho possuiu como tema a degradagdo conjunta dos
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estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol. O presente trabalho tem por objetivo
avaliar qual efeito resulta da combinacdo dessas substancias estrogénicas, o0s
intermediarios formados durante os processos oxidativos, a influéncia da concentragao
de 0z6nio na remog¢ao dos estrogénios e da estrogenicidade, bem como avaliar o efeito
do ozonio molecular e do radical hidroxila na remog¢ao da atividade estrogénica. Esses
horménios foram selecionados devido a presenca nos efluentes de estagdes de
tratamento de esgoto, a dificil degradacao por processos bioldgicos e ao alto potencial

estrogénico dessas substancias.
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3. MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo ¢ apresentada uma descricdo do trabalho experimental
desenvolvido, incluindo os reagentes utilizados e as metodologias analiticas empregadas
para obtengdo das varreduras de UV, das remog¢des dos estrogénios, da atividade

estrogénica e da identificagao dos intermediarios formados.

3.1. Reagentes

17B-estradiol (minimo de 98 %), 17a-etinilestradiol (minimo de 98 %), BSTFA,
KH;POj4, (NH4)2SO4, MgSOy, Fey(SO4)s, L-leucina, L-histidina, adenina, L-arginina-
HCI, L-metionina, L-tirosina, L-isoleucina, L-lisina-HCIl, L-fenilalanina, L-acido
glutamico, L-valina, L-serina, tiamina, piridoxina, pantetonato de calcio, inositol, D-
glucose, acido aspartico, L-treonina, sulfato de cobre (II) e KOH peletes foram obtidos
da Sigma-Aldrich. Biotina e etanol absoluto foram adquiridos da Merck. Hexano,
metanol, acetona e terc-butanol da Tedia Brasil. CPRG (clorofenol vermelho-B-D-

galactopiranosida) foi adquirido da Roche Diagnostics GmbH.

3.2. Solugdes de 17B-Estradiol e 17a-Etinilestradiol

Devido a baixa solubilidade de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol em agua,
foram preparadas as solugdes estoque com concentragdo de 100 mg I' de ambas as
substancias em acetona e estocadas a 4°C. As solucdes nas concentragdes iniciais
desejadas para cada experimento foram preparadas a partir da solugdo estoque e de agua
Mili-Q ultrapura (livre de matéria organica, sais € microorganismos) obtida pelo sistema

Rios/Sintesis da Milipore.

3.3. Sistema Experimental

Os testes de ozonizagdo foram realizados em um sistema experimental montado
no Laboratério de Controle de Poluigdo de Aguas no PEQ/COPPE constituido de um

gerador de ozonio, um analisador de ozonio e uma coluna de contato de vidro com
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volume de 1 1 (50 cm de altura e 7,0 cm de didmetro). Na Figura 3.1 ¢ mostrado um

esquema do sistema de ozonizagao, enquanto que na Figura 3.2, uma foto.

Y

©®O® 0

"Ozone Analzer Model HL

ANALISADOR DE 0ZONIO

COLUNA
DE
CONTATO

GERADOR DE 0zZONIO
] |~ Regulador v s
X
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Entrada
de O,

Figura 3.1. Esquema do sistema de ozonizagao.

O gerador de ozbénio Unitek, modelo UTK-O-5B, emprega a tecnologia de
descarga corona e foi alimentado com uma mistura de oxigénio e nitrogénio, com o
objetivo de se obter a faixa desejada de gera¢do de ozonio. Para medir a concentragdo
de ozdnio (% em massa) na fase gas, nas correntes de entrada e de saida da coluna de
contato, utilizou-se um analisador de ozonio IN USA, modelo HI, que realiza as

medidas por meio de absor¢do na regido do ultravioleta.

A corrente de 0zonio foi continuamente introduzida na coluna de contato através
de um difusor de vidro sinterizado, localizado na parte inferior da coluna. A geracao de
0zOnio permaneceu na faixa de 6,0 a 7,5 mg min” "' O;. Pela variagio do tempo de

ozonizacao, diferentes dosagens de ozonio foram aplicadas.
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Figura 3.2. Foto do sistema de ozonizagao.

3.4. Testes de Ozonizagao

Os testes de ozonizacdo foram realizados em trés valores de pH (pH 3, 7 e 11),
enquanto que os testes de O3/H,O, em pH 3 e 7. Para o ajuste do pH foi utilizada uma
solucdo de acido sulftrico ou de hidréxido de soédio em dgua Mili-Q. A concentracdo de
0zonio consumido variou de 1,0 a 25,0 mg 1" Os. Essa concentragio corresponde a
quantidade de ozodnio que foi absorvida pela amostra e resulta da diferenca entre a

concentragdo na entrada e na saida da coluna.

Para os testes de degradacdo e atividade estrogénica foi utilizada uma
concentragio inicial de 10 pg I para cada estrogénio (quando os estrogénios foram

oxidados separadamente) e de 20 pg I para a mistura (10 pg I de cada).

Nos ensaios de O3/H,0,, o peroxido de hidrogénio foi adicionado a amostra
aquosa a ser tratada imediatamente antes da introdu¢do do ozdnio. A razdo molar

O3/H202 foi de 2:1.
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3.4.1. Testes de Ozonizagao com Terc-Butanol

Com o objetivo de avaliar a atuacdo dos radicais OH nos diferentes valores de

pH avaliados, tanto para a ozonizagdo quanto para o processo de Os/H,0,, a oxidacao

da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol foi realizada na presenca e na auséncia de

terc-butanol, um capturador de radicais OH. O capturador de radicais OH reage com o

radical OH, mas ndo com o 0zonio molecular. A concentragdao de terc-butanol utilizada

foi de 4 mmol I'' ¢ este foi adicionado 4 amostra aquosa antes da introdugdo do ozénio.

3.5. Metodologia Analitica

A metodologia analitica utilizada para obtengdo da remocdo dos estrogénios,

avaliagdo da atividade estrogénica, identificagdo dos intermediarios formados e

obtengao das varreduras de UV ¢ mostrada na Figura 3.3.

Condicionamento do
Cartucho

Amostra Tratada
(pH 3 ajustado)

v

\4

Extragdo em Fase Solida

v

Elui¢do em 4 ml de
acetona

v

Secagem em Nitrogénio

v

Dessecador por 30 min

N\

50 ul de BSTFA |—™)

.| Elui¢do em 4 mL de

metanol

A 4

Derivatizagdo a 60°C por Reconstituigdo em etanol
30 min
v T d¢A’ idad
D d 30 mi este de : tividade
essecador por J4 min Estrogénica (YES)

A

4

Espectrometria UV

Analise em CG/CG-EM

Figura 3.3. Esquema da metodologia analitica utilizada.
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3.5.1. Determinacéo dos Estrogénios em Matrizes Aquosas

Para a determinagdo dos estrogénios e dos intermedidrios formados durante os
processos oxidativos foi seguida a metodologia analitica que consiste na extragdo em
fase solida (EFS), derivatizagdo com BSTFA (N,O-bistrimetilsililtrifluoracetamida) e
deteccdo por cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG/EM).

3.5.1.1. Extracdo em Fase Solida

Para a realizagdo da extracdo, foram utilizados cartuchos de C;gde 500 mg da
Varian com capacidade para 3 ml. Antes dos cartuchos serem utilizados, eles foram
condicionados, conforme metodologia apresentada por Bila (2005). O condicionamento
foi realizado pela passagem de 3 x 2 ml de hexano, 1 x 2 ml de acetona, 3 x 2 ml de
metanol e 5 x 2 ml de dgua em pH 3. Em seguida, 1 litro da amostra a ser extraida
passou pelo cartucho previamente condicionado. Posteriormente, os analitos foram
eluidos através da passagem de 2 x 2 ml de acetona, que foi seca com nitrogénio. Os
baixos valores de pH das amostras contribuem para a extracdo eficiente desses
estrogénios. A extracdo foi realizada a uma taxa de 10 ml min"'. Na Figura 3.4 é

mostrado o sistema de extracao em fase solida que foi utilizado.

3.5.1.2. Derivatizacéo

Apbs a evaporagdo total da acetona, as amostras foram deixadas no dessecador
por 30 min. Em seguida, foi realizada a derivatizagdo dos componentes por meio da
adicao de 50 ul de BSTFA. Posteriormente, as amostras foram deixadas em estufa a
60°C por 30 minutos. Esse procedimento substitui hidrogénios acidos das moléculas por
um grupamento trimetilsilila: -Si(CH3);. Apo6s a derivatizagdo, as amostras foram

novamente deixadas no dessecador por 30 min (Bila, 2005).
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Amostra a
ser extraida

Manifold

Figura 3.4. Sistema de extragdo em fase sélida.

3.5.1.3. Cromatografia Gasosa

Apo6s a derivatizagdo, as amostras foram injetadas em um cromatografo gasoso
GC-17A-Shimadzu com detector por ionizagdo em chama (DIC), com o objetivo de
avaliar a quantidade de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol que permaneceram na
amostra, por meio da comparagdo das areas dos picos dos cromatogramas das amostras

ozonizadas com os das amostras padroes.

A coluna utilizada foi a Factor Four — SMS da Varian com didmetro interno de
0,25 mm, comprimento de 30 m e espessura de fase de 0,25 um. Uma lacuna de
retengdo da Varian, com didmetro interno de 0,25 mm e comprimento de 2,5 m, foi
conectada antes da coluna a fim de viabilizar a analise em modo Splitless. As condigdes

cromatograficas de analise das amostras sdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Condigdes cromatograficas utilizadas.

R Taxa Temperatura | Tempo
Parametros 4 )
(°C min™) (°C) (min)
Tinjetor 280 -
Tdetector - 320 —
Programacéao de Teoluna — 130 —
Temperatura 10 230 2
2 260 2
10 300 2
Tempo
35
Total
. Taxa Pressao Tempo
Parametro ) )
(kPa min™) (kPa) (min)
~ . Pcoluna 107 —_—
Programacéao de Presséo
3.3 140 2
0,7 150 2
3,0 162 2
Gas de arraste Hidrogénio
Vazao - Géas de Arraste 2,0 ml min™'
Velocidade Linear - Gés .
S6cms
de arraste
Volume de Injecéo 0,6 ul
Tempo de Amostragem 1,0 min
Modo de injecao Splitless

3.5.1.4. Avaliacdo da Recuperacdo no Processo de Extracdo e Limite de

Quantificacdo da Metodologia

A avaliagdo da recuperagao de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol no processo
de extragdo foi realizada por meio da comparagao das areas dos picos cromatograficos,

obtidas pelo cromatografo gasoso, das amostras preparadas a partir da solucdo estoque
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com diluicoes em acetona com das amostras extraidas em cartucho de C;g. Foi
verificado que a recuperacdo dos estrogénios no cartucho foi bastante alta, superior a
90%, conforme também obtido por Bila (2005). Os limites de quantificacdo de 1783-

estradiol e de 17a-etinilestradiol foram de 5 ng 1.

3.5.1.5. Identificacdo dos Produtos e Intermediarios

Os produtos e intermediarios formados durante o processo de ozonizagao foram
identificados por meio de andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, que foram realizadas no Instituto de Quimica da UFRJ. As bibliotecas utilizadas

na identifica¢do dos subprodutos formados foram Nist e Wiley 275.

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo HP 5890, series 11, acoplado a
Espectrometro de Massas HP 5972, no modo de varredura, entre 45 e¢ 600 Da,
utilizando-se a mesma coluna Factor Four 5-MS da Varian descrita anteriormente. Na
Tabela 3.2 sao apresentadas as condi¢des de analise utilizadas no sistema CG/EM. Essas
condi¢des foram utilizadas no trabalho de Bila (2005) para andlise dos subprodutos

formados durante a ozonizacao de 17p-estradiol.

Para a determinacdo dos intermediarios foi utilizada uma concentra¢do de 1 mg
I de cada substincia. Essa maior concentracio foi utilizada para facilitar a

identificacdo dos subprodutos formados durante a ozonizacao.

Na Figura 3.5 ¢ mostrado um fluxograma do processo descrito para a
determinagdo dos estrogénios e identificagdo dos subprodutos formados durante a

0zonizagao.
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Tabela 3.2. Condicdes de analise do sistema de CG/EM utilizadas.

. Taxa Temperatura | Tempo
Parametros 4 )
(°C min™) (°C) (min)
Tinjetor - 290 -
Programacéo de
Tdetector — 300 —_—
Temperatura
Tcoluna - 50 -
30 150 —
10 300 5
Gas de Arraste Hélio
Vazdo do Gas de Arraste | 1,22 ml min™'
Velocidade Linear do |
] 40 cm s
Gas de arraste
Volume de Injecéo 1,0 ul
Pressdo na Coluna 65 kPa
Modo de injecao Splitless

3.5.2. Analise de Carbono Organico Dissolvido

A concentragdo de carbono organico dissolvido foi determinada utilizando-se

um Analisador de Carbono Orgénico Total (COT), marca Shimadzu, modelo 5000A. O

principio do método para dosagem de carbono total ¢ baseado na combustiao da amostra

a temperatura elevada (680°C), sendo avaliada a quantidade de CO, formada, conforme

padronizacao realizada pela AWWA (APHA, 2005).

Para a realizacdo dessas analises de COD em baixas concentra¢des (da ordem de

ug 1), foi necessario fazer a preparagio do equipamento, por meio de troca do

catalisador e de limpezas consecutivas, com agua Mili-Q, por aproximadamente 15 dias,

com o objetivo de remover tragos de outras substancias encontradas no sistema.
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Amostra
em pH3
Condicionamento do
Cartucho Extra¢do em fase
3X2 ml de hexano Solida (Cartucho
1X2 ml de acetona d
3X2 ml de metanol © CIS)
5X2 ml de 4gua em pH3 l
Elui¢ao em
4ml de acetona
v
Secagem em
Nitrogénio
v
Dessecador por
30min
v
Derivatizagao
Analise em CG
ou CG/EM

Figura 3.5. Fluxograma da metodologia analitica utilizada para obteng¢ao da remocao
dos estrogénios e identificagdo dos subprodutos formados.

A andlise de carbono organico foi muito trabalhosa, uma vez que os estrogénios
sdo insoluveis em agua e apenas soluveis em solventes organicos. Isso dificultou muito
o trabalho, uma vez que, para solubilizar os estrogénios, principalmente 17c-
etinilestradiol, foi utilizada uma pequena quantidade de acetona. Entretanto, a
quantidade de carbono organico presente na acetona ¢ muito maior que a presente nos

estrogénios.
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Portanto, a partir de analises teoricas, obtidas através da férmula molecular dos
estrogénios e da acetona, e experimentais, realizadas no Analisador de Carbono
Organico Total, foi verificado que o equipamento estava medindo praticamente o
carbono organico presente na acetona, uma vez que a quantidade presente na acetona

era muito superior a presente nos estrogénios.

Diante disso, foi desenvolvida uma metodologia com o objetivo de tornar
possivel a andlise. Para isso, optou-se por colocar uma fragdo da solu¢do concentrada de
100 mg I de 17p-estradiol e da solugdo concentrada de 100 mg I' de 170-
etinilestradiol em um baldo volumétrico. Deixou-se a acetona existente no baldo secar
com nitrogénio e preparou-se a solucdo da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol

com concentragdo de 200 pg "' de cada estrogénio, por meio da adi¢io de agua Mili-Q.

Apbs a ozonizacao dessas amostras, que foi realizada em pH 7, foi determinada
a concentracdo de carbono organico dissolvido. A analise de COD foi realizada sem
tratamento prévio. Essa analise teve por objetivo avaliar a mineralizacdo dos

estrogénios, ou seja, a transformagao do carbono organico em CO; e 4gua.

3.6. Teste de Atividade Estrogénica

Os testes de atividade estrogénica foram realizados segundo o método proposto
por Routledge e Sumpter (1996) - método YES (“Yeast Estrogen Screen’) para andlise
in vitro, utilizando uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae modificada
geneticamente. Este ensaio permite a identificagdo de substidncias quimicas que sao
capazes de interagir com o receptor de estrogénio humano e elucidar uma resposta

estrogénica.

3.6.1. Cepa de levedura recombinante

Uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente foi
desenvolvida pelo Departamento Genético da Glaxo, para ser utilizada no teste, com o
objetivo de identificar componentes que podem interagir com o receptor de estrogénio

humano (REh).
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A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no ensaio YES foi doada pelo
Prof. J. P. Sumpter da Universidade de Brunel, Uxbrige, UK. A cepa de levedura foi
mantida no laboratorio em temperatura ambiente (25°C) e repicada para ser utilizada
nos ensaios. Algumas amostras da cepa foram conservadas em um meio com 15 % de

glicerol a -4°C, por até quatro meses.

As células de leveduras normalmente ndo contém um receptor de estrogénio.
Entdo, a seqiiéncia de DNA do REh foi integrada no principal cromossomo da levedura.
A ligagdo do estrogénio ao receptor causa expressdo do gene receptor da Lac—Z e a
enzima [3-galactosidase ¢ sintetizada e excretada ao meio, onde metaboliza o substrato
cromogénico CPRG (clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosida) que ¢ normalmente
amarelo em um produto vermelho. A mudanga de coloracdo pode ser medida por
absorbancia a 540 nm. Um esquema do sistema de expressdao do estrogénio na levedura

¢ apresentado na Figura 3.6.

3.6.2. Preparacao das Solugdes

O meio minimo (pH 7,1) foi preparado pela adi¢do de 13,61 g de KH,PO,, 1,98
g de (NH4),SOy, 4,2 g de KOH peletes, 0,2 g de MgSOy4, 1 ml de solugdo de Fe,(SO4);
(40 mg/50 ml H,O), 50 mg de L-leucina, 50 mg de L-histidina, 50 mg de adenina, 20
mg de L-arginina-HCl, 20 mg de L-metionina, 30 mg de L-tirosina, 30 mg de L-
isoleucina, 30 mg de L-lisina-HCIl, 25 mg de L-fenilalanina, 100 mg de L-acido
glutamico, 150 mg de L-valina e 375 mg L-serina em 1 1 de 4gua mili-Q. A solugdo foi
armazenada em frascos de vidro, esterilizada a 121°C por 20 min e armazenada a

temperatura ambiente.

A solugdo de vitamina foi preparada adicionando-se 8 mg de tiamina, 8 mg de
piridoxina, 8 mg de pantetonato de calcio, 40 mg de inositol e 20 ml de solugdo de
biotina (2 mg/100 ml H,O) em 180 ml de 4dgua mili-Q. A solucdo foi filtrada e

esterilizada em membrana de 0,2 um estéril e estocada a 4°C em frascos esterilizados.

90



Simbolos

7 Estrogénio

i Receptor de estrogénio

Lac-Z
' Receptor ativado
@) B-Galactosidade
CPRG
amarelo
CPRG
vermelho

Nucleo

Citoplasma

Figura 3.6. Esquema do sistema de expressdo do estrogénio na levedura. Em (1) o gene
receptor de estrogénio humano ¢ integrado no genoma principal, sendo capaz de ligar-se
aos estrogénios. Em (2) ocorre a ativagdo do receptor (3) pela ligacdo do estrogénio,
causando expressdo do gene receptor da Lac—Z (4) o qual produz a enzima [3-
galactosidase. Esta enzima ¢ excretada no meio (5) e metaboliza o substrato
cromogénico CPRG (normalmente amarelo) em um produto vermelho (6) e essa
mudanca de coloracao pode ser medida pela absorbancia (Figura de Bila, 2005).

Uma solucdo de 20 % m/v de glucose foi esterilizada em aliquotas a 121°C, por
10 min, ¢ armazenada em temperatura ambiente. Uma soluc¢do estoque de 4 mg/ml de
acido aspartico foi esterilizada em aliquotas a 121°C por 10 min e armazenada a
temperatura ambiente. Uma solucdo estoque de 24 mg/ml de L-treonina foi esterilizada

em aliquotas a 121°C por 10 min e armazenada a 4°C.
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Uma solugio de 20 mmol I (0,5 g/100 ml) de sulfato de cobre (II) foi
preparada, filtrada e esterilizada em membrana de 0,2 um estéril. A solucdo foi
armazenada a temperatura ambiente em frascos de vidro esterilizados. Uma solugao
estoque de CPRG de 10 mg/ml de H,O foi preparada em agua mili-Q esterilizada e
armazenada a 4°C em frasco de vidro esterilizado e coberto para evitar a passagem de

luz.

3.6.3. Preparacgédo do Meio de Cultivo

O meio de cultivo foi preparado em frasco estéril pela adigdo de 5 ml de solugdo
de glucose, 1,25 ml de solugdo de 4cido L-aspartico, 0,5 ml de solugdo de vitamina, 0,4
ml de solucdo de L-treonina e 125 pl de solucdo de sulfato de cobre (II) para 45 ml de
meio minimo. Esse meio foi armazenado a temperatura ambiente e utilizado por, no

mAaximo, uma semana.

3.6.4. Propagacao da Levedura

A propagacdo da levedura foi realizada por meio da inoculacdo de 10 ml de
meio de cultivo com 100 pl de solucdo estoque de levedura em um frasco T estéril com
25 cm’. Deixou-se na incubadora a 30°C e 100 rpm por 24 h em um agitador orbital

Modelo N° G 24, New Brunswick Scientific.

3.6.5. Preparacéo do Meio de Andlise

O meio de andlise foi preparado adicionando-se 250 pl do substrato
cromogénico CPRG em 25 ml do meio de cultivo. O meio foi inoculado com
aproximadamente 4 x 10" células de levedura, ou seja, aproximadamente 25 pl da

mistura de 4 ml de meio de cultivo com 1 ml da levedura inoculada 24 h antes do teste.
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3.6.6. Preparacao das Amostras

Para a realizacao destas analises, as amostras oxidadas foram extraidas em

cartucho C,g, conforme procedimento descrito anteriormente, item 3.4.2.1., eluidas em

4,0 ml de acetona e apOs a acetona ter sido totalmente seca, as amostras foram

reconstituidas em 2,0 ml de etanol absoluto e estocadas a 4°C até serem usadas no teste

YES, conforme método descrito por Bila (2005). Na Figura 3.7 ¢ mostrado o

fluxograma o processo descrito.

Amostra
em pH3

Condicionamento do
Cartucho
3X2ml de hexano

A 4

1X2ml de acetona
3X2ml de metanol
5X2ml de 4gua em pH3

2 mL de etanol

Extragdo em fase
Solida (Cartucho
de C 18)

A 4

Eluicao em
4ml de acetona

A 4

Secagem
Nitrogénio

v

Dessecador por
30 min

l

Figura 3.7. Fluxograma da metodologia utilizada nos testes de atividade estrogénica.

Reconstituicao
da Amostra

l

Teste de
Atividade
Estrogénica
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3.6.7. Procedimento de Analise

O ensaio de atividade estrogénica foi realizado segundo o método descrito por
Coleman et al. (2004) e Routledge ¢ Sumpter (1996), com algumas modificagdes.
Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis e as analises foram realizadas em

capela de fluxo laminar.

Primeiramente foram feitas as dilui¢cdes consecutivas das amostras tratadas e de
17B-estradiol em uma placa de 96 pogos mostrada na Figura 3.8. A diluicdo de 1783-
estradiol permitiu que os testes de atividade estrogénica fossem realizados na faixa de
concentragdo de 2,72 ug I'' a 1,33 ng I, sendo que essa faixa refere-se a concentragio

dentro do pogo da placa.

Em seguida, transferiu-se 10 ul de cada poco da placa de dilui¢do para cada pogo
da placa de analise. Deixou-se o etanol evaporar e adicionou-se 200 pl de meio de
analise em cada poco da placa de ensaio. A placa foi lacrada com fita, agitada
vigorosamente por 5 min em um agitador (modelo Certomat II, B. Braun Biotech

International) e colocada em incubadora a 30°C por 72 h (Quimis - Q-316M2).

V. o -|.

3:,%-—.-,%.%,‘,-,.- .ﬁ.m-—

Figura 3.8. Placa utilizada nos testes de atividade estrogénica.

O esquema do procedimento de analise ¢ mostrado na Figura 3.9. Em cada placa
foram colocadas duas fileiras para cada amostra (foram feitas duplicatas para cada
teste), intercaladas com branco (200 ul de meio de analise com solvente) e duas fileiras

contendo dilui¢cdes consecutivas de 17p-estradiol (padrao utilizado para comparacao).
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Depois de 72 h (3 dias de incubagdo), as placas foram agitadas por 5 min em um
agitador (modelo Certomat II, B. Braun Biotech International), permaneceram em
repouso por 1 h e depois foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm (para cor) e a
620 nm (para turbidez) em uma leitora de placas (Bio-Tek EL808). Na Equagdo 3.1 ¢
mostrada a corre¢do que foi feita na absorbancia medida, a fim de eliminar o efeito do

crescimento da levedura.

A&orrAmostra = A540 Amostra (A620 Amostra A620 Branco ) (3.1

Placa de Diluicao Placa Ensaio

SR 2L B, 5 6 . p'b';!i_ .
... ‘dhi*'-r

= .
A . EAs S B I
Transferéncia de 10 pl SRR N

- %
- 4

de cada pogo da placa asesanne
de diluigdo para cada Py ™S
3,9,
poco da placa de 1.9, 4 4
. BE LA
ensaio :

Adigao de 200 pl
de meio de analise
em cada pogo da
placa de ensaio

Leitura das placas
nos comprimentos de
onda de 540nm (cor)
e 620nm (turbidez)

Incubadora a 30°C por
72 h

Figura 3.9. Esquema do procedimento de analise do teste YES.

Os resultados de atividade estrogénica foram representados por curvas dose-
resposta dos valores de absorbancia corrigidos em fun¢do da concentracdo de 17[-
estradiol (curva padrdo do ensaio YES — resposta positiva) ¢ em fungdo do fator de

dilui¢do para os extratos das amostras ozonizadas serialmente diluidas. As curvas dose-
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resposta de 17p-estradiol foram produzidas na faixa de concentracdo de 2,72 pg 1" a

1,33 ng I"". Para cada teste realizado, foi feita uma curva dose-resposta.

Os extratos das amostras originais de 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol com
concentracdo de 10 pg 1" em solugio aquosa apresentaria concentragio de 5000 pg 1"
no extrato, uma vez que, para o teste de atividade estrogénica, as amostras foram
concentradas 500 vezes durante a extracdo em fase soélida (de 1000 ml para 2 ml). Pela
curva dose-resposta de 17B-estradiol obtida pelo ensaio YES, a maxima resposta
estrogénica se d4 com uma concentragdo de 2,72 ug 1"'. Portanto, as amostras tiveram

que ser diluidas para poderem ser medidas no ensaio.

A atividade estrogénica das amostras oxidadas pode ser expressa como
equivalentes de 17B-estradiol. O EQ-E; (equivalente de 17p-estradiol) ¢ definido como
a concentracdo de 17B-estradiol que elucida a mesma resposta da amostra oxidada, no

ensaio YES.

Os valores de CEs (concentragdo que elucida 50 % da atividade) foram obtidos
por meio de regressdo sigmoidal ndo linear (Routledge e Sumpter, 1996). Na Equacdo
3.2 é mostrada a equagdo do ajuste sigmoidal.

g P —XA2 A
1+ ()
Xo

(3.2)

sendo que, y corresponde ao valor de Acorramostras A1 € 0 limite de deteccao, A, € a
maxima inducdo da atividade estrogénica, x € a concentragdo da substancia estrogénica
no ensaio, Xo ¢ o valor de CEspe p € a inclinagdo da regido mediana da curva como

estimado de uma regressao linear/log da parte linear da curva dose-resposta.

Com o intuito de comparar o potencial estrogénico de 17B-estradiol, 17a-
etinilestradiol e da mistura 17p-estradiol/17a-etinilestradiol, foi determinada a poténcia
estrogénica relativa (PR), calculada a partir da Equagdo 3.3, para cada substancia em

relagdo a 17B-estradiol.
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3.7. Espectrometria de UV

As varreduras de UV foram realizadas em um espectrofotometro Shimadzu,
modelo UV Mini-1240. As varreduras das amostras ozonizadas de 17fB-estradiol e de
17a-etinilestradiol (concentracdo inicial de 50 pg I'") foram realizadas na faixa de 190 a

300 nm. A dosagem de ozonio aplicada variou de 6,0 a 8,0 mg min™ 1" Os.

A metodologia analitica empregada na preparagdo das amostras consistiu na
extracdo em fase sdlida, na qual os cartuchos foram condicionados pela passagem 4 x 2
ml de metanol e 5 x 2 ml de 4gua em pH 3. Apds o condicionamento, 1 1 de amostra
ozonizada passou pelo cartucho a uma taxa de 10 ml min”. Os analitos retidos no
cartucho foram eluidos com 2 x 2 ml de metanol. Essa solugdo foi analisada no

espectrofotometro. A metodologia é mostrada na Figura 3.10.

Amostra Tratada
(pH 3)
Condicionamento - Y
do Cartucho Extra¢do em Fase | Descarte do
4x2 ml de metanol Sélida Eluato

5x2 ml de agua (pH

\ 4

Eluicdo em 4 ml de
metanol

A 4

Espectrometria de
uv

Figura 3.10. Metodologia para Espectrometria de UV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

As avaliagdes das remogdes dos estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol,
assim como da atividade estrogé€nica sao muito importantes, pois concentracdes da
ordem de ng 1" sdo prejudiciais aos peixes. Outro topico de grande relevancia no estudo
da degradacdo dessas substancias ¢ a identificagdo dos intermediarios, com o objetivo
de verificar se os subprodutos formados durante a oxidagao sdo substancias prejudiciais

aos seres humanos e animais.

Na ozoniza¢do, dois oxidantes podem estar atuando: o 0z6nio molecular e os
radicais OH. Valores baixos de pH (pH < 4) favorecem a oxidacdo via o0zoOnio
molecular, que ¢ um oxidante mais seletivo com grupamentos especificos. O aumento
do pH na ozonizagao ou a adi¢do de H,O, favorece a decomposi¢do do Oz em radicais
OH. Em pH maior que 10, o Os ¢ instantaneamente decomposto em radicais OH. J4 em

pH 7, ambos oxidantes podem estar atuando.

4.1. Remocédo dos Estrogénios 17B-Estradiol e 17a-Etinilestradiol e da Mistura

17B-Estradiol/17a-Etinilestradiol

As remogdes dos estrogénios 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e da mistura 17f3-
estradiol/17a-etinilestradiol em solucdo aquosa foram avaliadas por dois processos
oxidativos: ozonizagdo e O3/H,O,. A ozonizagado foi realizada em trés valores de pH (3,
7 e 11), enquanto que o processo de O3/H,O,em pH 3 e 7, com o objetivo de verificar a
atuacdo dos radicais OH e do 0zdénio molecular na degradacao desses estrogénios. A
concentracdo inicial dos estrogénios foi de 10 pg I'' quando oxidados separadamente ¢

de 20 pg I'' quando tratados em mistura (10 pg 1" de cada estrogénio).

Nao foi avaliada a degradacdo dos estrogénios em pH 11 pelo processo de
03/H,0,, uma vez que, nesse pH, o 0zonio ¢ instantaneamente decomposto em radicais
OH, ndo sendo necessaria a adicdo de perdxido de hidrogénio para acelerar a formagao

desse oxidante.
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4.1.1. Remocéo dos Estrogénios por Ozonizagao

Na Figura 4.1 sdo apresentadas as remocdes de 17B-estradiol e de 17a-
etinilestradiol quando ozonizados separadamente, enquanto que na Figura 4.2, a

remog¢ao da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol por ozonizacao nos trés valores de

pH estudados.
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Figura 4.1. Remocgao de (A) 17B-estradiol e de (B) 17a-etinilestradiol pelo processo de
ozonizacdo em pH 3, 7e 11.
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Figura 4.2. Remog¢do da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol pelo processo de
ozonizacdo em (A) pH 3, (B) pH 7 e (C) pH 11.

Pode-se verificar que a ozonizacao foi efetiva tanto na remocao dos estrogénios

17B-estradiol e 17a-etinilestradiol separadamente, quanto da mistura dessas

substancias. Tanto quando oxidados separadamente quanto em mistura, 173-estradiol

foi ligeiramente mais facilmente removido que 17a-etinilestradiol.

Quando os estrogénios foram ozonizados separadamente, as remocdes
alcangadas para 17fB-estradiol e 17a-etinilestradiol em pH 11 foram superiores a 99,7 e
98,8 %, enquanto que em pH 3, foram praticamente 100 % e de 99,5 %, o que
corresponde a concentragdes residuais de 17p-estradiol e 17a-etinilestradiol inferiores a

30ng 1" e 120 ng I, respectivamente, conforme pode ser observado na Figura 4.1.

Em mistura, no pH 11, a remogao de 17B-estradiol foi superior a 98 %, enquanto
que para 17a-etinilestradiol foi superior a 96 %. Em pH 3, as remog¢des de 173-estradiol
e de 17a-etinilestradiol foram de praticamente 100 % e de 99,7 %, respectivamente,
conforme pode ser observado na Figura 4.2. Ou seja, para todas as dosagens de 0zonio e

valores de pH avaliados, as concentracdes residuais de 17B-estradiol e de 17a-
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etinilestradiol obtidas para a ozoniza¢do foram inferiores a 200 ng I e 400 ng 1,

respectivamente.

A remoc¢ao dos estrogénios aumentou com o aumento da dosagem de ozonio,
entretanto esse aumento foi pequeno quando os estrogénios se encontram em
concentragdes menores de 0,4 pg 1! para o pH 11, por exemplo. Isso evidencia a
dificuldade de remog¢do em baixas concentragdes residuais desses micropoluentes, uma
vez que os estrogénios foram largamente removidos (acima de 96 %) mesmo com a

menor dosagem de oz6nio aplicada (1 mg ).

Outros estudos apresentados na literatura mostraram a eficiente degradacao de
estrogénios (17p-estradiol, estrona e 17a-etinilestradiol) por ozonizacdo e por processos
oxidativos avangados (Bila et al., 2007; Irmak et al., 2005; Alum et al., 2004; Ternes et
al., 2003; Huber et al., 2003).

Bila et al. (2007) verificaram que a ozoniza¢do foi muito eficiente para a
remogao de 17B-estradiol em solugdo aquosa, pois com baixas dosagens de ozonio (1,0
mg 1), foi alcangada remogdo superior a 99 %. Irmak et al. (2005) verificaram que o
tempo necessario para a completa degradacdo de 0,1 mmol de 17B-estradiol foi de 55
min, para dosagem de oz6nio de 15 10 mmol min™'. Alum et al. (2004) obtiveram mais
de 99 % de remocao de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol utilizando a ozonizagao.
Ternes et al. (2003) verificaram que o estrogénio natural estrona foi degradado a um
valor abaixo do limite de quantificagdo, com dosagem de ozénio de 15 mg I"". Segundo
Huber et al. (2003), 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol apresentaram alta constante de
reacdo com 0zonio, concluindo que a ozonizagdo e processos oxidativos avangados sao

tecnologias promissoras na remo¢ao de estrogénios presentes em agua.

Sabe-se, da literatura, que nos diversos valores de pH diferentes formas do
grupamento fendlico dos estrogénios podem ser encontradas. No caso do fenol, em pH
muito acido (pH < 4) a concentragdo de fenolato (B) ¢ desprezivel, com isso, a espécie
atacada pelos oxidantes seriam os fenois. Em pH basico (pH > 10), praticamente todo
fenol estaria na forma de fenolato, que ¢ a espécie mais reativa (Huber et al., 2003).
Segundo Hoigné e Bader (1983) a constante de taxa de reacdo do ozdnio com o fenolato
(1,4 + 0,4x10° M's™) ¢ muito maior do que a constante de taxa de reagio do ozonio

com o fenol (1,3 £+ 0,2)(103 M'ls'l). Portanto, ¢ de se esperar que as reagdes de oxidagao

102



de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol em pH basico sejam mais rapidas do que em
pH é&cido. Entretanto, os resultados mostraram que, principalmente para as maiores
dosagens de 0zonio, as remogdes dos estrogénios nos diversos valores de pH avaliados
foram muito semelhantes, ndo sendo verificada uma diferenca significativa na

concentragao residual.

Na degradacao dos estrogénios pelo processo de ozonizagao foi verificado que o
consumo de o0zdénio em funcdo do tempo de ozonizacdo ndo foi 0 mesmo nos trés
valores de pH investigados, conforme pode ser verificado na Figura 4.3. Os maiores
consumos de ozénio em pH 7 ¢ 11 devem-se ao fato que nesses valores de pH o 0zo6nio

¢ continuamente decomposto em radicais OH, fato que nao ocorre em pH 3.

Entretanto, independentemente da concentragdo inicial de estrogénio, ou seja, 10
ng 1" quando ozonizados separadamente ou 20 pg 1" quando tratados em conjunto, o
consumo de ozonio foi o mesmo, conforme pode ser verificado na Figura 4.4. A
semelhanga no consumo de ozdnio para os dois valores de concentragdo inicial de
estrogénios provavelmente deve-se a baixissima quantidade de micropoluente presente

na solucdo aquosa.
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Figura 4.3. Consumo de 0z6nio durante a ozonizac¢do dos estrogénios nos trés valores de
pH investigados.
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O tempo de ozonizagao utilizado nos experimentos variou de 10 a 240 s em pH
3, de 10 a 330 s em pH 7 e de 10 a 420 s em pH 11, o que corresponde a uma
concentragdo de 0zonio consumido variando de 1,0 a 7,5 mg 1",1,0a17,5 mg I"el,0a

25,0 mg I em pH 3, 7 e 11, respectivamente.

4.1.2. Remocéao dos Estrogénios pelo Processo de O3/H,0,

O processo de O3/H,O; foi efetivo na remocao dos estrogénios 17f-estradiol,
17a-etinilestradiol e da mistura de estrogénios em solugdo aquosa, conforme pode ser

observado nas Figuras 4.5 ¢ 4.6.

Quando oxidados separadamente em pH 7, as remog¢des dos estrogénios 17[3-
estradiol e 17a-etinilestradiol foram superiores a 99,7 e 98,9 %, enquanto que em pH 3
foram praticamente de 100,0 e de 99,7%, conforme mostra a Figura 4.5. Quando em
mistura em pH 7, as remogdes dos estrogénios 173-estradiol e 17a-etinilestradiol foram
superiores a 99,0 e 98,0 %, enquanto que em pH 3 foram praticamente de 100,0 e de

99,2 %, respectivamente, conforme pode ser observado na Figura 4.6.

Praticamente nao foi verificada diferenga na remocao dos estrogénios pelos
processos de ozonizagdo e O3/H,O, na razdo molar de O3/H,O,de 2:1 e nos valores de
pH investigados. Ou seja, ndo houve incremento na remocao dos estrogénios com a
adicao de H,O, ao ozdnio. O processo de O3/H,O, comparado a ozonizacdo, nao

resultou no aumento da remogao dos estrogénios separados e da mistura de estrogénios.

A dosagem de peroxido de hidrogénio que foi utilizada ¢ considerada uma
dosagem otima, pois concentragdes dessa substancia superiores as consideradas ideais
ao processo implicam num acimulo do oxidante no meio reacional, que passa a atuar
como capturador dos radicais hidroxila, resultando numa redug¢do da eficiéncia de
degradacio (Paillard et al., 1988; Balcioglu e Otker, 2003). Na equacdo 4.1 é mostrada
a reagdo entre o radical OH e perdxido de hidrogénio formando o radical hidroperoxila,

que possui menor poder de oxidagao que o radical OH (Legrini et al., 1993).

H,0, + *OH = *HO, + H,O (4.1)
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Para o processo Oi3/H,0,, conforme também obtido para a ozonizagdo, o
consumo de 0z6énio em fun¢do do tempo nao foi o mesmo para os dois valores de pH

avaliados (pH 3 e 7). O consumo de 0zénio em fun¢do do tempo pode ser observado na

Figura 4.7.
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Figura 4.7. Consumo de ozoOnio durante a oxidacdo dos estrogénios pelo processo
03/H,0,, nos valores de pH 3 e 7.
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O tempo de ozonizacao utilizado nos experimentos variou de 10 a 240 s em pH 3
e de 10 a 330 s em pH 7, correspondendo a uma concentragdo de 0zonio consumido

variando de 1,0 a 7,5 mg 1" ede 1,0a20,0 mg I em pH 3 e 7, respectivamente.

Observou-se que, em pH 3 para o processo O3/H;O,, o consumo de 0zénio nao
foi maior que o observado para a ozonizagdo realizada nesse mesmo pH. Isso indica que
a oxidagao em pH 3 pelo processo O3/H,O, deve ter ocorrido predominantemente via

ozOnio molecular.

A decomposi¢dao do ozénio em radicais OH pode ser acelerada pela adi¢do de
H,0,. Entretanto, para que ocorra a reacdo do 0zénio com o peroxido de hidrogénio
com conseqiiente formagao de radicais hidroxila, o peréxido de hidrogénio deve estar na
forma dissociada. O aumento do pH favorece a dissociagdo do perdxido de hidrogénio.
Logo, em pH 3, a dissociacdo do peréxido ¢ muito pequena e ha formacgdao de pequena
quantidade de radicais OH. Isto indica que, em pH 3, a oxidagao pelo processo O3/H,0,

ocorre predominantemente via 0zonio molecular (Staechelin and Hoigné, 1982).

4.1.3. Remocdo da Mistura de Estrogénios pelos Processos de Ozonizagdo e

03/H,0, na Presenca de Terc-Butanol

A oxidacdo da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol foi realizada na
presenca e na auséncia de terc-butanol, um capturador de radicais OH, que reage com o
radical OH, mas ndo com o ozonio molecular. O objetivo foi verificar a atuacdo dos
radicais OH nos diferentes valores de pH avaliados, tanto para a ozoniza¢dao quanto para

o processo de O3/H,0,.

Terc-butanol (CsHyOH) apresenta alta constante de reagao com radical hidroxila
(K=510*M"s") (AWWA Research Foundation, 1991, apud Ma e Graham, 2000). A
reacdo entre o radical OH e terc-butanol resulta no término da reagdo radicalar e ¢

mostrada pela Equacao 4.2.
C4HyOH + OH® & *C4HsOH + H,O (4.2)

Foi utilizada uma concentra¢io de terc-butanol de 4 10™ mol I"', pois segundo

Lopez et al. (2004) e Lopez-Lopez et al. (2007), uma concentragdo de terc-butanol igual
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a 10” mol I'"" ¢ suficiente para capturar os radicais OH. Lopez et al. (2004) e Lopez-
Lopez et al. (2007) avaliaram a ozonizagdo de corantes (concentracdo inicial na faixa de

1107 mol ') em pH variando de 5 a 9, na presenca e auséncia de terc-butanol.

Na Figura 4.8 ¢ mostrada a remog¢ao dos estrogénios em mistura na presenga ¢

auséncia de terc-butanol, nos trés valores de pH avaliados.

Pode-se observar, a partir da Figura 4.8 que, com a utilizagdo do terc-butanol,
ndo houve alteragdo na remog¢do da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol pelo
processo de ozoniza¢do em pH 3. Entretanto, em pH 7 e 11, houve uma menor remogao
dos estrogénios com a utilizagdo do capturador de radicais OH, provavelmente, devido a

menor quantidade de radicais OH, que nesse pH ¢ um dos oxidantes.
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Para a mistura de estrogénios, com uma dose de ozonio de 3,5 mg 1" em pH 3
foi possivel remover praticamente 100 % de 17B-estradiol e 99,7 % de 17a-
etinilestradiol, na presenca ou auséncia de terc-butanol, resultando em uma
concentragio residual abaixo do nivel de detecgio (< 5 ng 1) e de 30 ng I,

respectivamente, conforme pode ser observado na Figura 4.8 (A).

Na Tabela 4.1 tem-se os resultados obtidos para as remog¢des dos estrogénios em
mistura ozonizados em pH 7 e 11 na presenca e auséncia de terc-butanol. Esses valores

foram apresentados nas Figuras 4.8 (B) e (C).

Tabela 4.1. Remogdes dos estrogénios em mistura ozonizados em pH 7 e 11 na presenca
e auséncia de terc-butanol.

pH e Ozonio _ 170-
_ terc-Butanol Resultado 17B-estradiol o _
Consumido etinilestradiol
Remocao 99,75 % 99,6 %
Auséncia
Concentragao | |
. 25ngl 40 ng I’
pH 7 Residual
4,0mgl1’
Remocao 99,1 % 97,7 %
Presenca
Concentracao | .
90 ng I 230ng I’
Residual
Remogao 99,3 % 98,4 %
Auséncia
Concentragao | .
. 68 ng I’ 166 ng I'
pH 11 Residual
45mgl’
Remocao 99,1 % 97,0 %
Presenca
Concentracao | .
_ 0ngl 300 ng I
Residual
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Esse mesmo comportamento foi obtido com a utilizagdo do terc-butanol durante
a oxidacao dos estrogénios pelo processo de O3/H,O,, ou seja, igual remogdo da mistura
de estrogénios em pH 3 com e sem terc-butanol e menor remoc¢do em pH 7 com a

utilizagdo do capturador de radicais OH.

A presenga do capturador de radicais OH durante o processo de ozonizagao
resultou em um aumento no consumo de 0z6nio, para os valores de pH 7 e 11, conforme
pode ser observado na Figura 4.9. Esse aumento pode ser explicado devido ao consumo
de uma parte do 0zonio durante a produ¢do de radicais OH, que sdo removidos pelos
capturadores de radicais OH. A seqiiéncia de producao de radicais OH e remogao desses

radicais pelo capturador pode ser responsavel pelo consumo de ozonio.

Em pH 3 ndo houve alteragdo no consumo de ozdnio devido a presenca do
capturador de radicais OH pois, em pH 3, praticamente ndo ha formagdo de radicais
OH, nem mesmo para o processo de O3;/H,O,, conforme explicado anteriormente.
Conforme também ocorreu para os ensaios sem terc-butanol, o ozdénio consumido
variou apenas com relagdo ao pH da ozonizagdo, ou seja, a concentra¢do inicial de

estrogénio ndo provocou efeito na concentragdao de ozonio consumido.

As concentragdes de 17(3-estradiol e de 17a-etinilestradiol encontradas nas
aguas de abastecimento sdo menores que a estudada nesse trabalho, conforme revisao
realizada por Bila e Dezotti (2003). Entretanto, a 4gua de abastecimento possui outros
micropoluentes organicos que irdo consumir parte do ozoénio introduzido na agua
durante o processo de tratamento. Portanto, provavelmente as dosagens de ozoOnio
aplicadas atualmente nas plantas de tratamento de 4gua de abastecimento (1,0 mg I™")
ndo sao suficientes para remover completamente esses estrogénios, devido,

principalmente, a dificuldade de remocao de baixas concentragdes residuais.
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Figura 4.9. Consumo de ozonio em fun¢do do tempo de ozonizag¢do para a 0zoniza¢ao
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presenca e auséncia de terc-butanol (TBA) em (A) pH 3, (B)pH 7 ¢ (C) pH 11.
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E importante verificar a eficiéncia dos processos de ozonizagdo ¢ O3;/H,0O; na
remog¢ao da atividade estrogénica, uma vez que, embora as remogdes dos estrogénios
. ~ . , 1. , .
tenham sido altas, a concentragdo residual em nivel de ng I ainda ¢ suficiente para

provocar efeitos em animais (Routledge et al. (1998)).

Foram realizados ensaios de atividade estrogénica com o objetivo de verificar se
os processos avaliados foram capazes de remover a atividade estrogénica dos
estrogénios e dos intermedidrios formados durante a oxidagao. Para isso, foi utilizado o
ensaio de atividade estrogénica in vitro YES (“Yeast Estrogen Screen”), devido a
rapidez, a reprodutibilidade ¢ a sensibilidade (Beresford et al. (2000) e Payne et al.
(2000)).

4.2. Atividade Estrogénica

No ensaio YES, a atividade estrogé€nica das substancias ou amostras pode ser
medida por meio da mudanga de coloragao do substrato cromogénico CPRG presente no
meio de analise. Quando uma substancia estrogénica estd presente, a coloragao do
CPRG muda de amarelo para vermelho. 17B-estradiol ¢ considerado o padrdo dos
ensaios de atividade estrogénica, razdo pela qual ¢ feita a comparagdo da atividade

estrogénica da amostra testada com a atividade de 173-estradiol.

A atividade estrogénica de 17(3-estradiol e de 17a-etinilestradiol esta relacionada
a sua estrutura quimica. A posi¢cdo do grupo fenodlico € responsavel pela alta afinidade
em ligar o estrogénio ao receptor de estrogénio e elucidar a resposta estrogénica (Birkett
e Lester, 2002). Portanto, um processo de tratamento que leve ao rompimento do anel

fenolico da molécula pode resultar na remocao da atividade estrogénica.

Sabe-se, da literatura, que a ozonizagdo de micropoluentes organicos ¢ um
processo eficiente para compostos que contém grupo amina, anel aromatico ou dupla
ligagcdo (von Gunten, 2003). O ozdnio reage rapidamente com compostos fenodlicos em
solugdes aquosas (Huang e Shu, 1995). Isso indica que a ozonizacdo tende a ser
eficiente na remoc¢ao da atividade estrogénica de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol.

Na Figura 4.10 t€ém-se as estruturas desses dois estrogénios.
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Figura 4.10. Estrutura dos hormonios (A) 17B-estradiol e (B) 17a-etinilestradiol.

Para cada ensaio realizado uma curva dose-resposta de 17B-estradiol foi
produzida na faixa de concentragio de 2,72 pg 1" a 1,33 ng I"'. Essa faixa de
concentragdo refere-se a concentragdo dentro de cada pogo da placa. A curva dose-
resposta de 17B-estradiol foi ajustada por regressdo nao linear sigmoidal (Routledge e
Sumpter, 1996). A maxima inducao da atividade estrogénica foi de 2,87 £ 0,02 e o CEs
(concentragdo que elucida 50 % da atividade) foi de 4,53 10®+2,15 107 g 1™

Os resultados de atividade estrogénica dos extratos das amostras oxidadas foram
comparados com a curva padrdo de 17B-estradiol. A atividade estrogénica foi
representada por meio de curvas dose-respostas dos valores de absorbancia corrigidos
em fun¢do da concentragdo para 17-estradiol (padrao utilizado para comparagdo) e em
funcdo do fator de dilui¢do para os extratos das amostras ozonizadas serialmente
diluidas. Portanto, as abcissas das curvas dose-respostas do padrdao 173-estradiol e dos
extratos das amostras oxidadas sdo diferentes. A primeira apresenta como abcissa a
concentragdo do estrogénio e a segunda, o fator de diluicdo das amostras diluidas em

série.

4.2.1. Comparacéo dos Potenciais Estrogénicos

A fim de comparar os potenciais estrogénicos de 17B-estradiol e de 17a-
etinilestradiol pelo teste YES, foram obtidas curvas dose-respostas desses estrogénios
em etanol, na faixa de concentragdo de 2,72 ug 1" a 1,33 ng 1", mostradas na Figura
4.11. Essas curvas foram construidas com valores de absorbancia corrigidos, obtidos

pela Equacdo 3.1, em fun¢@o da concentrac¢do dos estrogénios.

115



3,5

3,04 i s 2 8 l
T ]
o 2,5+
<
«T
£ 204 L]
2 ¢
3
< 1,54 ;
i = E m 17p-estradiol
] ! ® 17q-etinilestradiol
1,04
T T T T T T L LI |
1E-9 1E-8 1E-7 1E-6

Concentragao (g 1)

Figura 4.11. Curvas dose-respostas dos estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol,
obtidas pelo ensaio YES.

Pode-se verificar na Figura 4.11 que 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol
apresentaram potenciais estrogénicos bastantes proximos pelo teste YES. O potencial
estrogénico de 17B-estradiol foi apenas levemente superior ao potencial de 17a-
etinilestradiol. Outros trabalhos encontrados na literatura mostraram a semelhanga do
potencial estrogénico dessas substancias (Beck et al., 2006; Matsumoto et al., 2004;
Van den Belt et al., 2004; Folmar et al., 2002). Nesses trabalhos, a diferenca entre o

potencial estrogénico dessas substancias foi inferior a 30 %.

Trés tipos de efeitos podem ser verificados na atividade estrogénica com a
combinagdo de estrogénios: sinergismo, antagonismo e aditivo. Sinergismo e
antagonismo podem ser definidos como desvios dos efeitos esperados, onde sinergismo
representa efeito maior que o esperado e antagonismo representa efeito menor. Quando
os efeitos esperados sdo obtidos, o resultado da combinagdo pode ser definido como
efeito aditivo. O teste de atividade estrogénica YES ¢ bastante indicado para analise da

combinagao de compostos estrogénicos (Payne et al., 2000).
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Uma vez que os potenciais estrogénicos de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol
obtidos nesse trabalho sdo semelhantes, foram produzidas curvas dose-respostas de 17f3-
estradiol e da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol em etanol, pelo teste YES, com
o objetivo de verificar se a combinagdo desses estrogénios resultaria em efeito aditivo,
sinérgico ou antagonico na atividade estrogénica. Para isso, a mistura dos estrogénios
foi preparada com concentra¢do em massa de 50 % de cada estrogénio. Na Figura 4.12
sdo apresentadas as curvas dose-respostas do estrogénio 17f3-estradiol e da mistura 17(3-

estradiol/17a-etinilestradiol.
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Figura 4.12. Curvas dose-respostas de 17p3-estradiol (concentragdo no poco de 2,72 ug I
"a 1,33 ngI'") e da combinagio 17B-estradiol/17a-etinilestradiol (concentragio no pogo
de 1,36 ug 1" a 0,66 ng I'' de cada estrogénio) obtidas pelo ensaio YES.

Pode-se verificar a partir da Figura 4.12, que a mistura 17p-estradiol/17a.-
etinilestradiol e 17B-estradiol apresentaram potenciais estrogénicos similares, levando a
conclusdo que a combinacdo dos estrogénios apresentou efeito aditivo na atividade
estrogénica, uma vez que a atividade da associacdo desses estrogénios nao foi superior
ao maior potencial, nem inferior ao menor potencial apresentado pelas substincias

individualmente.
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A concentrac¢do que elucida 50 % da atividade estrogénica (CEs) foi obtida por
meio das curvas dose-respostas por meio de regressdo ndo linear sigmoidal (Equacdo
3.2). Os valores obtidos para CEsy e PR (poténcia estrogénica relativa a 173-estradiol)

dos estrogénios e da mistura 17f3-estradiol/17a-etinilestradiol sdao mostrados na Tabela

4.2.

Tabela 4.2. Valores obtidos para CEsy ¢ PR por regressdo nao linear.

Estrogénio CEso (g 1) PR
17pB-estradiol 4,53.10° £2,15.10” 1

17a-etinilestradiol 6,34.10% + 4,11.10” 0,71

17B-estradiol/1 7a-etinilestradiol 5,42.10%+2,16.10” 0,84

A partir da Tabela 4.2 verifica-se que os valores de CEsy obtidos para os
estrogénios 17f3-estradiol, 17a-etinilestradiol e para a mistura de estrogénios foram
bastante proximos. 17a-etinilestradiol apresentou potencial estrogénico inferior em 30%
em relacdo a 17f-estradiol, enquanto que a mistura apresentou potencial intermediario
entre os valores obtidos para os estrogénios separadamente, mostrando que a
combinag¢do dos estrogénios resultou em efeito aditivo na atividade estrogénica, quando
utilizado o ensaio YES. Esse mesmo resultado foi obtido por Chen et al. (2007) na
avaliacao do efeito resultante da combinacdo dos estrogénios 17a-estradiol e 17a-

etinilestradiol.

4.2.2. Reducao da Atividade Estrogénica pelo Processo de Ozonizagao

Os resultados da atividade estrogénica dos extratos das amostras de 17[3-
estradiol, 17a-etinilestradiol e da mistura 17-estradiol/17a-etinilestradiol ozonizadas

nos trés valores de pH podem ser observados nas Figuras 4.13 a 4.15.
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(B)pH7¢e(C)pH 11.
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Figura 4.15. Comparacdo das curvas dose-respostas de 173-estradiol e dos extratos das

amostras da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol (concentragdo inicial de 10 pg I”
de cada) ozonizadas em (A) pH 3, (B)pH 7 ¢ (C) pH 11.
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Nas Figuras 4.13 a 4.15 pode-se verificar uma diferenca na remocao da atividade
estrogénica nos diversos valores de pH avaliados, tanto para os estrogénios ozonizados

separadamente, quanto em mistura.

Em pH 7 e 11 houve uma consideravel reducdo da atividade estrogénica com o
aumento da dosagem de ozoOnio, entretanto, a atividade estrogénica nao foi
completamente removida, mesmo com altas doses de ozonio. Pode-se observar que os
extratos das amostras oxidadas em pH 7 e 11 quase atingiram o maximo de absorbancia
alcancada pelo 17B-estradiol (padrdo), mostrando que sdo fortemente estrogénicas. As
amostras ozonizadas em pH 11 apresentaram maior atividade estrogénica que as
amostras em pH 7. Em pH 3, a atividade estrogénica foi totalmente removida, mesmo

para baixas concentracdes de ozénio consumido (1 mg ™).

As dosagens de ozonio comumente utilizadas nas plantas de tratamento de dgua
sdo na faixa de 1,0 mg I'' de ozénio (Harrison, 2000). Verificou-se que essa dosagem
ndo foi suficiente para remover a atividade estrogénica dos extratos de 17f-estradiol,

17o-etinilestradiol e da mistura desses estrogénios em pH 7 e 11.

Como houve uma alta remocao dos estrogénios nos valores de pH investigados
(conforme observado nas Figuras 4.1 ¢ 4.2) e a atividade estrogénica ainda permaneceu
em pH 7 e 11, pode-se concluir que provavelmente nesses valores de pH houve a
formagdo de intermediarios que apresentaram estrogenicidade similar a de 173-estradiol
e de 17a-etinilestradiol, uma vez que essas substancias foram rapidamente removidas

no inicio da ozonizag¢ao (> 96 %) e a atividade estrogénica residual foi muito alta.

A formagdo de intermedidrios com atividade estrogénica em pH 7 e 11 pode
estar relacionada aos agentes oxidantes que atuam nos diversos valores de pH. Em pH 3,
ha atuagdo somente do 0zonio molecular, oxidante altamente seletivo capaz de destruir
o grupamento fendlico (grupamento responsavel pela atividade estrogénica de 17(-
estradiol e 17a-etinilestradiol). Por outro lado, em pH 11 ha atuacdo somente dos
radicais OH, que sdo oxidantes ndo seletivos. Em pH 7, ambos oxidantes podem estar
atuando. Portanto, sugere-se que a oxidacao via radical OH leve a formagdao de

intermediarios com atividade estrogénica.
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Estudos da literatura (Rosenfeldt et al., 2007; Huber et al., 2004; Kim et al.,
2004; Alum et al., 2004) mostraram a reducdo na atividade estrogénica de estrogénios
como 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, utilizando alguns processos oxidativos.
Ressalta-se que, assim como nesse trabalho, a atividade estrogénica nao foi
completamente removida, mesmo com altas doses de ozonio aplicada, devido aos

subprodutos formados.

Rosenfeldt et al. (2007) verificaram que, utilizando o teste YES, 90 % da
atividade estrogénica de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol foi removida quando

utilizaram o processo combinado H,O,/UV.

Huber et al. (2004) observaram que dosagens de ozonio tipicamente utilizadas
em desinfeccdo de agua potavel foram suficientes para reduzir a estrogenicidade de
17a-etinilestradiol em mais de 200 vezes em pH 8. Entretanto, foi impossivel remover

completamente a atividade estrogénica de 17a-etinilestradiol.

Kim et al. (2004) verificaram que, com a ozonizagdo de 17B-estradiol, a
estrogenicidade ndo foi removida significativamente com o aumento da dosagem de
ozonio (em pH 6,0). Concluiram que houve a formacdo de intermediarios que
apresentaram estrogenicidade similar a de 17B-estradiol, uma vez que essa substancia

foi rapidamente removida no inicio da ozonizagao.

Alum et al. (2004) verificaram que, apesar da remogdo de 99 % dos estrogénios
17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, a atividade estrogénica nao foi completamente

removida em pH 7,5, devido aos subprodutos formados durante a 0zonizagao.

Dessa forma, pode-se concluir que os resultados obtidos nesse trabalho

concordam com outros que vem sendo publicados na literatura.

4.2.2.1. Avaliacéo da Concentragdo Equivalente de 17p-Estradiol

A atividade estrogénica dos extratos das amostras oxidadas pode ser expressa
como concentragdo equivalente de 17B-estradiol (EQ-E;). EQ-E; ¢ definida como a

concentracdo de 17B-estradiol que elucida a mesma resposta da amostra oxidada, no
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ensaio YES. O EQ-E, faz uma comparagao do potencial estrogénico da amostra oxidada
com o potencial estrogénico de 17B-estradiol. Na Figura 4.16 sdo mostrados os
resultados de EQ-E, dos extratos das amostras de 17f-estradiol/17a-etinilestradiol

ozonizadas nos trés valores de pH investigados.
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Figura 4.16. EQ-E, dos extratos das amostras ozonizadas de 17f-estradiol/17a-
etinilestradiol nos trés valores de pH avaliados.
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Da Figura 4.16 pode-se verificar que, em pH 3, os extratos das amostras
ozonizadas apresentaram valores de EQ-E, iguais a zero, mesmo com a menor dosagem
de ozonio utilizada (1,0 mg 1'), mostrando que a atividade estrogénica foi
completamente removida. Por outro lado, em pH 7 e 11, os valores de EQ-E, dos
extratos  das  amostras  de 17B-estradiol/17a-etinilestradiol ~ diminuiram
consideravelmente com o aumento da dosagem de ozonio, ou seja, a atividade
estrogénica foi bastante reduzida, mas ndo completamente removida, mesmo com altas

doses de ozonio (25 mg 17).

Verifica-se que, nas maiores concentragdes de 0zonio consumido avaliadas, os
extratos das amostras de 17f3-estradiol/17a-etinilestradiol apresentaram valor de EQ-E;
proximos de 1 pg 17, o que significa que essas amostras possuiam um equivalente de
estradiol na faixa de 2 ng 1", uma vez que as amostras foram concentradas 500 vezes na
extracdo em fase solida. Cabe ressaltar que essa concentragdo ¢ capaz de causar
diferenciacdo sexual e afetar a fecundidade de peixes (Fent et al., 2006; Nash et al.,
2004).

Em pH 7, com a maior dosagem de ozénio avaliada (17,5 mg I"' de ozénio
consumido) a amostra apresentou um equivalente de estradiol de 0,146 pg I'', o que
significa uma redugdo no valor de EQ-E, de 99,9 %. Em pH 11, com 25,0 mg I"' de
0z6nio consumido a amostra apresentou um equivalente de estradiol de 0,424 pg 1°,

apresentando a mesma reducgdo no valor de EQ-E; (99,9 %).

Verificou-se que, em pH 7 e 11, a dosagem de 0zdnio necessaria para uma
diminuicdo consideravel da atividade estrogénica foi bastante alta. Portanto, a partir dos
resultados existentes na literatura e dos obtidos nesse trabalho para remog¢do de
atividade estrogénica, verifica-se uma grande dificuldade na remogdo da
estrogenicidade desses hormonios pelos diversos processos oxidativos existentes. Os
ensaios realizados nesse trabalho mostraram que, a principio, a 0zonizagao em pH baixo
¢ a técnica mais adequada na remog¢do da estrogenicidade, uma vez que em pH 3 a

atividade estrogénica foi completamente removida.

Os resultados obtidos sdao de extrema importancia no que diz respeito aos
processos de tratamento de agua para abastecimento que utilizam oz6nio, uma vez que,

em geral, sdo realizados no pH original da agua (~ 6,5). As dosagens usualmente
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aplicadas realmente podem levar a uma boa remogdo dos estrogé€nios, mas nio sao
suficientes para a remog¢do da atividade estrogénica, que ¢ o efeito bioldgico nao

desejado.

4.2.2.2. Avaliacdo da Dosagem de Oz6nio na Remocao da Atividade Estrogénica

Nas Figuras 4.13 a 4.15 pdde-se verificar a diminui¢do da atividade estrogénica
com o aumento da dosagem de 0zOnio, porém, a estrogenicidade nao foi completamente

removida em pH 7 e 11, mesmo com altas doses de ozonio.

Conforme mencionado anteriormente, no ensaio YES a presengca de
estrogenicidade na amostra pode ser verificada pela mudanca de coloracdo do substrato
cromogénico de amarelo para vermelho. Quanto mais estrogénica a amostra, mais
intensa a coloragdo avermelhada. A presenga da coloragdo amarelada indica a auséncia

de compostos estrogénicos.

Na Figura 4.17 pode-se observar a diminuicdo da atividade estrogénica com o
aumento da dosagem de ozonio para os extratos das amostras de 17(3-estradiol/17a-
etinilestradiol associados ozonizadas em pH 7, com dosagens de ozonio variando de 1,0

mg 1" (linhas A e C da placa A)a 12,5 mg 1" (linhas E e G da placa B).
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Figura 4.17. Microplacas de 96 pogos com a resposta do ensaio YES dos extratos das
amostras de 17p-estradiol/1 7a-etinilestradiol ozonizadas em pH 7 com: 1,0 mg 1" de O3
(amostras A e C da placa A), 3,0 mg I' de O3 (amostras E ¢ G da placa A), 5,5 mg 1" de
O; (amostras A e C da placa B) ¢ 12,5 mg I"' de O3 (amostras E ¢ G da placa B). As
fileiras B, D, F ¢ H sdo os brancos.
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4.2.2.3. Avaliacdo do pH na Remocéo da Atividade Estrogénica

Na Figura 4.18 tém-se as fotos das microplacas de 96 pogos mostrando a
resposta estrogénica do ensaio YES das amostras de 17f3-estradiol/17a-etinilestradiol
ozonizadas nos trés valores de pH investigados. A placa A corresponde aos extratos das
amostras ozonizadas em pH 3, enquanto a placa B apresenta os extratos das amostras

em pH 7 e a placa C os resultados em pH 11.

Comparando-se as linhas A e C e E e G das trés placas, verifica-se que a placa
C, apresentou maior coloracdo avermelhada, mostrando que as amostras ozonizadas em
pH 11 apresentaram menor remog¢ao da atividade estrogénica. Para a placa A, ou seja,
em pH 3, independentemente da dose de o0zonio aplicada, a remocdo da estrogenicidade

foi completa.
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Figura 4.18. Microplacas de 96 pogos com a resposta no ensaio YES dos extratos das
amostras de 17p-estradiol/17a-etinilestradiol ozonizadas em: pH 3 e 4,5 mg 1" de O3
(amostras A e C da placa A) e pH 3 ¢ 7,5 mg "' de O3 (amostras E ¢ G da placa A), pH
7¢5,5mg 1" de O; (amostras A e C da placa B) e pH 7 ¢ 12,5 mg I'' de O3 (amostras E
¢ G da placa B), pH 11 e 6,0 mg "' de O; (amostras A e C da placa C) e pH 11 ¢ 15,0
mg 1" de O3 (amostras E e G da placa C). As fileiras B, D, F e H sio os brancos.

127



4.2.3. Comparacéao dos Processos de Ozonizacéo e Os/H,0;

Nas Figuras 4.19 a 4.22 ¢ mostrada a comparacdo da atividade estrogénica dos
extratos das amostras de 17f-estradiol/17a-etinilestradiol e de 17a-etinilestradiol
tratadas por ozonizagdo e O3/H,0, (razdo molar O3:H,0O, de 2:1) em pH 3 e 7. Nao foi
avaliada a remocao da atividade estrogénica pelo processo de O3/H,O, em pH 11 pois

nesse valor de pH o 0zonio € instantaneamente decomposto em radicais OH.
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Figura 4.19. Comparacao das curvas dose-respostas dos extratos das amostras de 17f3-
estradiol/17a-etinilestradiol tratadas por Oz e O3/H,O, em pH 3, obtidas pelo ensaio
YES.
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YES.
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Figura 4.22. Comparagao das curvas dose-respostas dos extratos das amostras de 17a-
etinilestradiol tratadas por Oz e O3/H,0, em pH 7, obtidas pelo ensaio YES.
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Em pH 3 nao foi observada diferencga na atividade estrogénica pelos processos
de ozonizagdo e Oi3/H,O,. Entretanto, em pH 7, no processo de Oi/H,O, a
estrogenicidade foi maior em relacdo a ozonizagdo. Isso pode ser devido a dois motivos:
ou os compostos formados possuem maior atividade estrogénica ou os subprodutos sao
formados em maior concentracdo. A segunda hipdtese ¢ a mais provavel, uma vez que
as espécies oxidantes sdo as mesmas e a unica diferenca ¢ que se induziu uma maior

formacao de radicais OH.

Esse mesmo resultado foi obtido para a atividade estrogénica das amostras
tratadas separadamente, ou seja, a maior atividade estrogénica das amostras tratadas por
03/H,0, em pH 7 e total remocdo da atividade estrogénica das amostras tratadas por

ozonizagao e O3/H,0, em pH 3, conforme pode ser observado nas Figuras 4.21 e 4.22.

Concluiu-se que a adigdo de perdxido de hidrogénio na razdo molar O3/H,O; de
2:1 ndo resultou em melhoria ao processo de ozoniza¢do, uma vez que nao possibilitou
incrementos na remog¢ao dos estrogénios e na remocao da atividade estrogénica. A
Figura 4.23 mostra a foto das microplacas de 96 pogos com a resposta do teste YES das
amostras de 17-estradiol/17a-etinilestradiol tratadas em pH 7 pelos dois processos
oxidativos estudados, com o intuito de mostrar a maior resposta estrogénica apresentada

pelas amostras oxidadas por O3/H,0,.
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Figura 4.23. Microplacas de 96 pogos com a resposta no ensaio YES dos extratos das
amostras 17f3-estradiol/17a-etinilestradiol tratadas em pH 7 por: O; com dosagem de
5,5 mg I'! de O3 (amostras A e C da placa A) e O3 com dosagem de 12,5 mg "' de Os
(amostras E e G da placa A) e O3/H,0, com dosagem de 6,0 mg I'' de O3 (amostras A e
C da placa B) e O3/H,0, com dosagem de 14, 5 mg I"' de O; (amostras E ¢ G da placa
B). As fileiras B, D, F e H sao os brancos.
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4.2.4. Classificagcao com Base na Estrogenicidade

Os extratos das amostras de 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e da mistura 17f3-
estradiol/17a-etinilestradiol, tratadas pelos processos de ozonizagdo ¢ O3;/H,O, em
valores de pH 3, 7 e 11, foram classificados com base na sua estrogenicidade em:
altamente estrogénico, moderadamente estrogénico, fracamente estrogénico e ndo

estrogénico, segundo o método utilizado por Andersen et al. (1999).

Para cada andlise realizada, a resposta estrogénica de uma amostra foi
classificada em altamente estrogénica quando a resposta obtida no teste YES foi maior
que 75 %, moderadamente estrogénica quando a resposta foi de 75 a 25 %, fracamente
estrogénica quando a resposta foi de 25 a 10 % e ndo estrogé€nica (ausente) quando a
resposta (absorbancia) esteve abaixo de 10 % da resposta obtida para o padrao 17f3-

estradiol (Andersen et al., 1999), conforme Figura 4.24.

Para o célculo da porcentagem de estrogenicidade em relagdo a 17f3-estradiol, a
absorbancia foi corrigida, levando em consideracdo a absorbancia do branco. A
porcentagem de estrogenicidade em relagdo a 17f3-estradiol foi calculada pela Equacao

4.1. Na Tabela 4.3 ¢ apresentada a classificagdo realizada com base na estrogenicidade.
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Figura 2.24. Classificacdo com base na estrogenicidade.
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Tabela 4.3. Classificagdo das amostras oxidadas de 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol e
da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol com base na estrogenicidade.

Ozonio 17B-estradiol/
Processo | Consumido | 17B-estradiol ta 17a-
1 etinilestradiol o )
(mg 1) etinilestradiol
1,0 Ausente Ausente Ausente
Ozonizagao 3,0 Ausente Ausente Ausente
pH 3 4.5 Ausente Ausente Ausente
7,5 Ausente Ausente Ausente
1,0 Ausente Ausente Ausente
03/H,0O, 3,0 Ausente Ausente Ausente
pH3 4.0 Ausente Ausente Ausente
7.5 Ausente Ausente Ausente
1,0 Altamente Altamente Altamente
3,0 Altamente Altamente Altamente
Ozonizagao
5,5 Moderadamente | Moderadamente Altamente
pHT 12,5 Fracamente Ausente Moderadamente
17,5 NA NA Fracamente
1,0 Altamente Altamente Altamente
OVELO, 3,5 Altamente Altamente Altamente
6,0 Moderadamente | Moderadamente Altamente
pH7 14,5 Moderadamente | Moderadamente | Moderadamente
19,5 NA NA NA
1,0 Altamente Altamente Altamente
3,5 Altamente Altamente Altamente
Ozonizagao 6,0 Altamente Altamente Altamente
pH 11 15,0 Moderadamente Fracamente Altamente
20,0 NA NA Moderadamente
25,0 NA NA Moderadamente

NA —ndao avaliada
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Da Tabela 4.3 pode-se verificar que em pH 3 a atividade estrogénica foi
completamente removida, independentemente do processo oxidativo utilizado:
ozoniza¢dao ou O3/H,0,, tanto para os estrogénios tratados separadamente, quanto em
mistura. Por outro lado, os extratos das amostras oxidadas em pH 7 e 11 apresentaram-
se fortemente estrogénicos, sendo que a estrogenicidade diminuiu com o aumento da
dosagem de ozOnio mas ndo foi totalmente removida até as dosagens de o0zoOnio
aplicadas. A atividade estrogénica da mistura foi maior que dos estrogénios tratados

separadamente devido a maior concentracao inicial de estrogénios na mistura.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho (alta remog¢ao dos estrogénios nos
trés valores de pH, maior atividade estrogénica para o processo de O3/H,O, em relagao
a ozonizagdo e maior atividade estrogénica em pH 7 e 11 que em pH 3), sugere-se que a
oxidacdo via radical OH leve a formacdo de subprodutos com maior estrogenicidade

que a oxidagdo via 0zonio molecular.

4.2.5. Efeito do Radical OH na Reducéo da Atividade Estrogénica

Com o intuito de verificar se a oxidac¢do via radical OH levou a formacao de
intermediarios com atividade estrogénica, testes de ozonizacdo foram realizados na
presenca e auséncia de terc-butanol, um capturador de radicais OH. Foi utilizada uma
concentragio de terc-butanol de 4 10~ mol1”. Os resultados sio apresentados na Figura

4.25.

Verificou-se que, nos pH 7 e 11, com a adi¢do do capturador de radicais OH,
houve uma menor remog¢ao dos estrogénios (conforme Figuras 4.8B e¢ 4.8C) e as
amostras apresentaram uma maior atividade estrogénica, conforme pode ser observado
nas Figuras 4.25B e 4.25C. Isso ocorreu porque nao houve a atuagdo de uma parte dos
radicais OH na oxidagdo dos estrogénios. Portanto, a maior atividade estrogénica
apresentada com a utilizacdo do capturador de radicais OH provavelmente deve-se a
maior quantidade de estrogénios remanescentes, uma vez que a quantidade de oxidante

atuante foi menor.
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Figura 4.25. Comparagdo das curvas dose-respostas de 173-estradiol e dos extratos das

amostras da mistura 17B-estradiol/17a-etinilestradiol ozonizadas na presenca e auséncia
do capturador de radicais OH (TBA) em (A) pH 3, (B)pH 7 ¢ (C) pH 11.
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Em pH 3, tanto para a ozoniza¢do quanto para o processo de O3;/H,O,, ndo
houve alteracdo na remog¢do dos estrogénios (conforme Figura 4.8A) e na atividade
estrogénica (conforme pode ser observado na Figura 4.25A) com a utilizagdo do
capturador de radicais OH. Isso mostra que o radical OH nao foi formado em pH 3, nem
para o processo de Oi/H,0O,, ou seja, ndo houve a atuagcdo desse radical durante a

oxidagdo dos estrogénios pelos processos de ozonizagdo e de O3/H,O, em pH 3.

A ndo atuacdo dos radicais OH em pH 3, mesmo para o processo de O3/H,O,, ¢
devida a pequena produ¢do de radicais OH em condi¢des acidas, uma vez que a base
conjugada de peroxido de hidrogénio, que ¢ formada em altos valores de pH, ¢ a espécie
que reage com o 0zoOnio na formagao dos radicais OH (Staehelin and Hoigné, 1982).
Portanto, provavelmente a atividade estrogénica dos intermediarios formados em pH 7 e
11 estd associada a oxidagdo via radical OH. Com o objetivo de comprovar essa
hipotese, foram também identificados alguns intermedidrios formados durante a

ozonizagao nos diversos valores de pH, mostrados no item 4.5.

Verifica-se que, no estudo da degradacdo de desreguladores enddcrinos em
niveis de pg 1™ oung 1", a analise quimica deve ser realizada em conjunto com analises
in vitro e/ou in vivo, pois apesar da alta remogdo obtida foi observado que a atividade
estrogénica ndo foi completamente removida. Em suma, a avaliagdio somente com
analises quimicas ndo deve ser utilizada para avaliar a remocao de micropoluentes de

amostras aquosas ambientais.

4.3. Espectrometria de UV

A atividade estrogénica de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol esta relacionada
as suas estruturas quimicas. A posi¢ado relativa do grupo hidroxila fenélico (OH) no anel
¢ considerada crucial para a alta afinidade da ligacdo com o receptor de estrogénio e

assim apresentar o potencial estrogénico.

De acordo com a literatura, as bandas de absorbancia de uma substancia na faixa
de comprimento de onda de 190 a 300 nm representam as ligagdes duplas e triplas

conjugadas da molécula e a banda de absorbancia no comprimento de onda de 288 nm
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representa o anel fendlico (Liu e Liu, 2004), conforme Figura 4.26. Portanto, fazendo
varreduras de UV nessa faixa de comprimento de onda pode-se verificar se ocorre a
diminui¢do dos picos de absorbancia dos estrogénios, indicando o rompimento do anel

fenolico.

Pelos espectros de UV de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol em metanol
(Figura 4.26) foi possivel verificar que essas moléculas apresentam um maior pico de
absorbancia em A = 203 nm e um menor pico em A = 280 nm. O metanol foi utilizado
como solvente, pois no trabalho de Bila (2005) foi verificado que o metanol ¢ o melhor
solvente para identificar os picos de absorbancia nos ensaios de espectrometria de UV

com estrogénios.

Cabe ressaltar que a obtencao dos espectros de UV das amostras ozonizadas em
concentragdes tdo baixas de estrogénios s6 foi conseguida uma vez que as amostras
foram concentradas (250 vezes) na extracdo em fase soOlida em cartuchos de Cis e
posteriormente eluidas em solvente organico (metanol). Seria impossivel a obtenc¢do dos

espectros de UV sem a concentracao desses estrogénios.

Nas Figuras 4.27 e 4.28 tém-se as varreduras de UV das amostras de 17f3-
estradiol tratadas por ozonizagdo e O3/H,O, nos trés valores de pH investigados,
enquanto que nas Figuras 4.29 e 4.30, as varreduras das amostras de 17a-etinilestradiol

tratadas nessas mesmas condigdes.
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Figura 4.26. Espectros de absorbancia dos estrogénios (A) 17B-estradiol ¢ (B) 17a-
etinilestradiol.
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Figura 4.30. Espectros de absorbancia das amostras aquosas de 17a-etinilestradiol
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Os espectros de varredura no UV mostraram uma diminui¢do acentuada das
bandas de absorbancias de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol nos valores de pH
investigados. As bandas de absorbancia diminuiram com o aumento da dosagem de
0zoOnio, mostrando o aumento da degradagdao dos estrogénios, especificamente no anel

fenolico.

As bandas de absorbancia em 203 e 280 nm de 17B-estradiol e de 17a-
etinilestradiol reduziram significativamente apos os processos de ozonizag¢ao ¢ O3/H,0,.
Isso indica que o anel fenolico foi rompido. Conseqiientemente, houve a diminui¢ao da
estrogenicidade das amostras, uma vez que o anel fendlico ¢ responsdvel pela

estrogenicidade.

Comparando-se os picos de absorbancia nos trés valores de pH verifica-se que
em pH 3 houve uma maior reducao desses picos, enquanto que em pH 11 essa redugdo
foi menor. Este resultado estd de acordo com os resultados obtidos para a atividade
estrogénica, uma vez em pH 3 a atividade foi completamente removida e em pH 11 a
atividade estrogénica residual foi maior, mostrando que realmente a atividade

estrogénica esta ligada ao anel fenolico.

Portanto, se a ruptura do anel fendlico resulta na remog¢dao da atividade
estrogénica, verifica-se que, em processos de tratamento de aguas e efluentes ndo ¢é

necessaria a oxidagdo dos estrogénios até¢ a completa mineralizacdo de suas moléculas.

4.4. Analise de Carbono Organico Dissolvido

Com o objetivo de verificar se a ozonizagdo foi capaz de mineralizar os
estrogénios 17f3-estradiol e 17a-etinilestradiol, ou seja, transformar o carbono orgéanico
em CO; e dgua, amostras da mistura desses estrogénios (concentracdo inicial de 200 ug
1" de cada estrogénio) foram ozonizadas em pH 7 e analisadas em um analisador de

Carbono Organico Total.

Na Figura 4.31 tem-se o resultado da analise de carbono organico dissolvido

realizada apds a ozonizag¢do da mistura de estrogénios.

144



1000
900
800
700
600 -
500 -
400

COD (ug I

300, = . . -
200-
100-

— T - 1 - T T T T T 1T T T
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Ozbnio Consumido (mg I'l)

Figura 4.31. Carbono organico dissolvido em fun¢do do ozonio consumido da amostra
de 17B-estradiol/17a-etinilestradiol ozonizada em pH 7 (concentracao inicial de 200 ug
1" de cada estrogénio).

Verificou-se que a metodologia utilizada nao foi apropriada para a obtengao do
carbono organico dissolvido. Os resultados apenas indicaram que o carbono organico
dissolvido manteve-se praticamente constante desde o inicio da ozonizagdo até o final,
ou seja, ele ndo foi removido, independente da concentracdo de 0zdnio consumido,
mostrando que, provavelmente, ndo houve a mineralizagdao dos estrogénios durante a

0zonizagao.

Entretanto, como os estrogénios reagem nos organismos com receptores
especificos, a transformagdo das moléculas pelos oxidantes (0zonio molecular e radicais
OH) pode ser suficiente para reduzir o efeito dessas substancias, ndo sendo necessaria a
mineralizacdo completa desses estrogénios. Com o objetivo de verificar se houve a
transformagdo das moléculas de estrogénios em substdncias menos prejudiciais a vida
humana e animal, foram identificados alguns subprodutos formados durante a

ozonizacdo desses estrogénios, mostrados no item a seguir.
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4.5. Intermediarios Propostos

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura onde sdo propostos os
subprodutos formados na oxidagao dos estrogénios (Bila et al., 2007; Irmak et al., 2005;
Huber et al., 2004; Ohko et al., 2002). Entretanto, ¢ um topico do trabalho muito
importante, a partir do momento que se deseja verificar se a atividade estrogénica

remanescente das amostras oxidadas ¢ devida a esses subprodutos formados.

Para a identificacdo dos intermediarios formados durante a ozonizac¢ao, solu¢des
de 1 mg I"' de 17B-estradiol e de 170-etinilestradiol foram ozonizadas nos trés valores
de pH (3, 7 e 11). Essa maior concentracao foi utilizada para permitir a formacao de

uma maior quantidade dos intermediarios, facilitando o processo de identificagao.

Virios intermedidrios foram formados durante a ozonizacdo de 17(3-estradiol e
de 17a-etinilestradiol, entretanto poucos puderam ser propostos. As bibliotecas
utilizadas para a identificagdo dos intermediarios foram a Nist e a Wiley 275. Essas
bibliotecas indicaram uma variedade de substiancias quimicas formadas, porém, com
base nas estruturas de 17B-estradiol e de 17a-etinilestradiol e nos seus possiveis
produtos de oxidagdo, muitos compostos identificados pelas bibliotecas foram

descartados.

As bibliotecas Nist e Wiley 275 podem ter indicado substancias que apresentam
estruturas semelhantes as formadas durante a ozoniza¢do de 17B-estradiol e de 17a-
etinilestradiol, uma vez que as bibliotecas ndo possuem os espectros de massa de todas
as substancias quimicas existentes. A maior dificuldade foi encontrada para os
subprodutos formados durante a ozonizagao de 17a-etinilestradiol, uma vez que existem
menos espectros de massa de substancias com estruturas quimicas similares a desse

estrogénio.

Diferentes subprodutos foram formados nos diversos valores de pH, devido a
diferentes mecanismos de reagdo entre os estrogénios ¢ os oxidantes atuantes (0zOnio
molecular e radical OH), uma vez que, durante a ozonizacdo, a a¢do do 0zdnio

molecular ou do radical OH ¢ dependente do pH da solugao.
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4.5.1. Intermediéarios Propostos na Ozonizagdo de 17B-Estradiol

Na Figura 4.32 ¢ apresentada a estrutura de 17B-estradiol formada apods a
derivatizagdo com BSTFA. Pode-se verificar, pela estrutura formada, que houve a
derivatizacdo dos dois grupos -OH da molécula desse estrogénio, formando

Bis(trimetilsilil)estradiol, mostrando que o processo de derivatizacao foi eficiente.

Figura 4.32. Estrutura de 17f3-estradiol formada ap6s derivatizagdo com BSTFA.

O espectro de massa de 17B-estradiol (derivatizado) obtido da CG/EM e o
espectro de massa de Bis(trimetilsilil)estradiol obtido da biblioteca Nist sdo
apresentados na Figura 4.33. Os espectros de massa de 17(3-estradiol derivatizado e de
Bis(trimetilsilil)estradiol apresentam os ions m/z 73, 129, 232, 285, 326 ¢ 416. A

similaridade entre 17B-estradiol derivatizado e Bis(trimetilsilil)estradiol foi de 93,7 %.

Por meio dos espectros de massa e das bibliotecas Nist e Wiley 275 foram
propostos para a ozonizagdo de 17B-estradiol os intermedidrios mostrados na Tabela
4.4. Verifica-se que somente foram identificados intermediarios em pH 7 ¢ 11; em pH 3
ndo. A explicacdo para a formagdo de diferentes subprodutos nos diversos valores de pH
avaliados deve-se a diferentes mecanismos de reagdo entre os estrogénios e os oxidantes
atuantes, uma vez que em pH 4cido héa atuacdo somente do ozdnio molecular, em pH
basico ha atuacdo somente dos radicais OH enquanto que em pH neutro ambos

oxidantes podem estar atuando.
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Figura 4.33. Espectros de massa de (A) 17B-estradiol (derivatizado) obtido pelo CG/EM
e de (B) Bis(trimetilsilil)estradiol obtido da biblioteca Nist.

Os intermedidrios propostos para a ozonizacdo de 17B-estradiol foram 2-
hidroxiestradiol e testosterona, com similaridades de 99 % e 62,5 %, respectivamente.
Esses intermediarios também foram propostos por Ohko et al. (2002) durante a
fotocatalise de 17B-estradiol e por Bila et al. (2007) durante a ozoniza¢do de 17p-
estradiol. Irmak et al. (2005) propuseram mecanismos para a reacdo direta do 0zonio
com o anel fenolico de 17B-estradiol e também verificaram que 2-hidroxiestradiol ¢é

formado durante a ozonizagao.
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Tabela 4.4. Subprodutos propostos na ozonizacdo de 17B-estradiol nos diferentes
valores de pH investigados.

Intermediarios Propostos pH 3 pH 7 pH 11

o)
9

HO
@ ND N N
HO
2 — Hidroxiestradiol
OH
ND \ \
=
O/
Testosterona

ND: nao detectado

Verifica-se que, dos intermedidrios propostos para a ozonizagdo de 17f-
estradiol, 2-hidroxiestradiol possui o anel fenolico capaz de se ligar ao receptor de
estrogénio e elucidar a resposta estrogénica, devendo, portanto, apresentar
estrogenicidade, enquanto que testosterona nao apresenta o anel fendlico, devendo ser

uma substancia nao estrogénica.

Bila (2005) verificou a estrogenicidade das substancias 2-hidroxiestradiol e
testosterona e observou que 2-hidroxiestradiol possui um potencial estrogénico 10 vezes
menor que o potencial de 17B-estradiol, enquanto que a testosterona ndo apresentou
estrogenicidade pelo ensaio YES. Portanto, 2-hidroxiestradiol pode estar contribuindo
para a estrogenicidade residual das amostras de 17B-estradiol e da mistura 17f3-

estradiol/17a-etinilestradiol ozonizadas em pH 7 e 11.
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4.5.2. Intermediarios Propostos na Ozonizagdo de 17a-etinilestradiol

Na Figura 4.34 ¢ apresentada a estrutura de 17a-etinilestradiol formada apos a
derivatizagdo com BSTFA. Pode-se verificar, pela estrutura formada, que houve a

derivatizacao dos dois grupos -OH da molécula de 17a-etinilestradiol.

CHs

Figura 4.34. Estrutura de 17a-etinilestradiol formada apds derivatizacdo com BSTFA.

O espectro de massa de 17a-etinilestradiol (derivatizado) obtido da CG/EM e o
espectro de massa do 19-Norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ine,3,17-bis(trimetilsilil)oxi-
(17a.) obtido da biblioteca Nist sdo apresentados na Figura 4.35. Os espectros de massa
dessas duas substancias apresentam os ions caracteristicos m/z 73, 196, 232, 285 e 425.
A similaridade encontrada entre 17a-etinilestradiol derivatizado e 19-Norpregna-

1,3,5(10)-trien-20-ine,3,17-bis(trimetilsilil)oxi-(17c) foi de 96,6 %.

Os intermediarios propostos para a ozonizagdo de 17a-etinilestradiol sdo
mostrados na Tabela 4.5. As similaridades encontradas para as substancias Estra-
1,3,5(10)-trien-17-one,2,3-bis[(trimetil)oxi] e Estra-1,3,5(10)-trien-17-one,3,4-

bis[(trimetil)oxi] foram de 90 % e 70 %, respectivamente.

Nao foi possivel identificar intermedidrios em pH 3 para a ozonizagdo de 17a-
etinilestradiol. Verificou-se que diferentes subprodutos foram formados nos diferentes
valores de pH avaliados, ou seja, intermedidrios formados em pH 7 ¢ 11 nao foram
identificados em pH 3, possivelmente devido aos diferentes mecanismos de reacdo entre

os estrogénios e os oxidantes atuantes.
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Figura 4.35. Espectro de massa do (A) 17a-etinilestradiol (derivatizado) obtido pelo
CG/EM e (B) 19-Norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ine,3,17-bis (trimetilsilil) oxi-(17c)
obtido da biblioteca Nist.

Verifica-se que os dois intermedidrios propostos para a ozonizacdo de 17a-
etinilestradiol sdo estruturas isomeras de posi¢do. Segundo Pezella et al. (2004) o anel
fenolico com radical apresenta estruturas ressonantes e, portanto, a reagdo do 0zonio
com o radical pode resultar na incorporagdo do radical OH em qualquer uma dessas

duas posic¢des no anel fendlico.
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Tabela 4.5. Subprodutos propostos na ozonizagdo de 17a-etinilestradiol nos diferentes
valores de pH investigados.

Intermediarios Propostos pH 3 pH 7 pH 11

ND v v
Estra-1,3,5(10)-trien-17-one, 2,3-
bis[(trimetil)oxi]
ND ND v
OH
Estra-1,3,5(10)-trien-17-one, 3,4-
bis[(trimetil)oxi]

ND: ndo detectado

Huber et al. (2004) identificaram alguns subprodutos formados na ozonizagao de
17a-etinilestradiol. Duas por¢des da molécula podem ser primeiramente oxidadas pelo
ozonio: o anel fendlico de 17a-etinilestradiol que ¢ altamente reativo com o 0zoénio (kos
=3 x 10° M's" em pH 7) ¢ o grupamento etinil que possui uma significativa menor
reatividade (ko = 200 M'ls'l). Em baixas concentragdes de ozonio, esse oxidante nao
reage com o grupo etinil e como conseqiiéncia, somente o grupamento fendlico ¢
degradado. Para facilitar a identificagdo dos subprodutos de oxidagao, dois compostos
modelos foram usados para representar a oxidagdo dessas duas por¢des da molécula de
17a-etinilestradiol: THN e ECH, conforme mostrado no Capitulo 2, nas Figuras 2.8 e

2.9.
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Os intermediarios obtidos para a ozonizagdo de 17a-etinilestradiol estdo de
acordo com o mecanismo apresentado por Huber et al. (2004). A concentragdo de
ozonio aplicada nao foi baixa. Portanto, o ozonio, além de ter reagido com o anel

fenolico pode também ter reagido com o grupo etinil.

Essas duas substancias tendem a ser estrogénicas, uma vez que apresentam o
grupamento fenolico que é capaz de se ligar ao receptor de estrogénio e apresentar
resposta estrogénica. Portanto, devem estar contribuindo para a atividade estrogénica
residual das amostras de 17a-etinilestradiol e da mistura 17B-estradiol /17a-
etinilestradiol ozonizadas em pH 7 e 11. Entretanto, ndo foi possivel verificar a
estrogenicidade de Estra-1,3,5(10)-trien-17-one,2,3-bis[(trimetil)oxi] e de Estra-
1,3,5(10)-trien-17-one,3,4-bis[(trimetil)oxi] pelo teste YES, uma vez que essas

substancias ndo sdo encontradas comercialmente.
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5. CONCLUSOES

Os processos de ozonizagdo e O3/H,O, foram efetivos tanto na remocao dos
estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol separadamente, quanto da mistura dessas
substancias. Em todos os valores de pH avaliados, baixas dosagens de ozonio (1 mg 17)
foram capazes de remover mais de 96 % dos estrogénios. 17p-estradiol foi ligeiramente

mais facilmente oxidado que 17a-etinilestradiol.

Houve um pequeno aumento na remocdo dos estrogénios com o aumento da
dosagem de ozdnio, evidenciando a dificuldade de remocdo desses poluentes em
concentragdes muito baixas, da ordem de pg I e ng I'". Ressalta-se que, sdo nessas
concentragdes que os chamados micropoluentes sdo encontrados no meio ambiente,

causando efeitos adversos na saude de humanos e animais.

Pelo teste YES, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol apresentaram potenciais
estrogénicos bastantes proximos: o potencial estrogénico de 17B-estradiol foi apenas
levemente superior ao potencial de 17a-etinilestradiol e a combinagdo dos estrogénios

apresentou efeito aditivo na atividade estrogénica.

Os processos oxidativos foram capazes de reduzir a atividade estrogé€nica
consideravelmente. Em pH 3, a estrogenicidade foi totalmente removida, mesmo com
baixas dosagens de oz6nio (1 mg I™"), tanto para o processo de ozonizagdo quanto para
03/H,0,. Entretanto, em pH 7 e 11 a atividade ndo foi completamente removida, mesmo
com altas doses de ozonio. A atividade estrogénica remanescente nos pH 7 e 11 deve-se
aos intermediarios formados pela oxidag@o via radical OH. O processo de O3/H,0, em
pH 7 levou a formacao de subprodutos com um pouco mais de atividade estrogénica que
o processo de ozonizagdo devido a maior formagao e atuagdo dos radicais OH. O ozo6nio

molecular foi mais efetivo na remocao da atividade estrogénica do que os radicais OH.

A adicdo de peroxido de hidrogénio na razao molar O3/H,O; de 2:1 ndo resultou

em uma maior remoc¢ao dos estrogénios e da atividade estrogénica.

A ozonizagdo em pH acido mostrou ser a técnica mais adequada na remocgao da
estrogenicidade. Os resultados obtidos sdo de extrema importancia no que diz respeito
aos processos de tratamento de agua para abastecimento que utilizam ozdnio, uma vez

que, em geral, sdo realizados no pH original da 4gua (~ 6,5). As dosagens usualmente
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aplicadas realmente podem levar a uma boa remoc¢do dos estrogénios, mas nao sao

suficientes para a remog¢ao da atividade estrogénica, que € o efeito biologico indesejado.

Poucos foram os intermedidrios que puderam ser propostos. Somente foram
identificados intermedidrios em pH 7 e 11; em pH 3 ndo. A explicagdo para a formagao
de diferentes subprodutos nos diversos valores de pH avaliados deve-se a diferentes
mecanismos de reacdo entre os estrogénios e os oxidantes atuantes, uma vez que em pH
acido hé atuagdo somente do ozonio molecular, em pH basico ha atuacdo somente dos

radicais OH enquanto que em pH neutro ambos oxidantes podem estar atuando.

Os intermediarios propostos em pH 7 e 11 para a ozonizacdo de 17f3-estradiol
foram 2-hidroxiestradiol e testosterona, com similaridades de 99 e 62,5 %,
respectivamente, enquanto que para 17a-etinilestradiol foram Estra-1,3,5(10)-trien-17-
one,2,3-bis[(trimetil)oxi] e Estra-1,3,5(10)-trien-17-one,3,4-bis[(trimetil)oxi], com
similaridades de 90 e 70 %, respectivamente. Exceto a testosterona, os intermedidrios
formados possuem um anel fendlico, provavelmente responsavel pela atividade
estrogénica e, portanto, contribuiram para a atividade estrogénica residual das amostras

ozonizadas nesses valores de pH.

Foi verificado nesse trabalho que, apesar da alta remog¢do obtida para os
estrogénios com os processos oxidativos, a atividade estrogénica nao foi completamente
removida em alguns casos. Portanto, verifica-se que ¢ de fundamental importancia a
analise da atividade estrogénica por meio de ensaios in vVivo ou in vitro juntamente com
analises quimicas, para avaliar os problemas causados pelas substancias conhecidas

como desreguladores enddcrinos.
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