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Estrogénios sdo micropoluentes biologicamente ativos, de dificil degradacédo e
podem interferir no funcionamento do sistema enddcrino e reprodutor dos seres vivos. A
filtracdo eletroquimica com nanotubos de carbono apresenta-se como uma tecnologia
inovadora que combina eletro-oxidacao e eletroadsorcéo para a remogdo contaminantes
em aguas. O objetivo desse trabalho foi analisar o desempenho de um filtro eletroquimico
usando nanotubos de carbono (NC) como anodo para a degradacdo de 37 uM dos
estrogénios 17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) e remocdo da atividade
estrogénica. Foram aplicadas diferentes tensdes totais (0 — 2,5 V) em duas matrizes
aquosas (agua ultrapura e efluente doméstico), sob vazdo volumétrica de 1,5 mL.minte
adicdo de 10 mM de sulfato de sodio (Na2SO4) como eletrdlito suporte. Os resultados
apontaram uma remogédo de estrogénios de até 99,1 % em &gua ultrapura e 96,3 % em
efluente doméstico sob tensdo total de 2,5 V. No entanto, a atividade estrogénica néo foi
completamente removida, 0 que foi confirmado pela concentragdo remanescente dos

estrogénios.

vi



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the requirements

for the degree of Doctor of Sciences (D.Sc.)

CARBON NANOTUBE ELECTROCHEMICAL FILTRATION AS A NOVEL
TECHNOLOGY FOR ESTROGENS DEGRADATION AND ESTROGENIC
ACTIVITY REMOVAL

Gustavo dos Santos Cunha

September/2019

Advisors: Mércia Walquiria de Carvalho Dezotti
Jodo Paulo Bassin

Bianca Miguel de Souza Chaves

Department: Chemical Engineering

Estrogens are biologically active micro-pollutants, difficult to degrade and can
interfere with the functioning of the endocrine and reproductive system of animals and
humans. Carbon nanotube electrochemical filtration is a novel technology that combines
electro-oxidation and electrosorption to remove contaminants in water. The aim of this
work is to analyze the performance of an electrochemical filter using carbon nanotubes
(NC) as anode for the degradation of 37 puM of 17B-estradiol (E2) and 17a-
ethinylestradiol (EE2) and removal of the estrogenic activity. Different total voltages (0O
- 2.5V) were applied in two aqueous matrices (ultrapure water and domestic effluent),
under volumetric flow rate of 1.5 mL.min"* and with 10 mM sodium sulfate (Na2SQO4) as
electrolyte support. Results showed an estrogen removal up to 99.1% in ultrapure water
and 96.3% in domestic effluent under 2.5 V. However, estrogen activity was not
completelly removed, which is confirmed by the remaining concentration of the

estrogens.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o mundo enfrenta um problema generalizado de qualidade da agua.
Os problemas associados a poluicdo hidrica vém se agravando cada vez mais e continuam
despertando a aten¢do do mundo. O réapido crescimento populacional combinado com a
gestdo ineficiente da dgua e a falta de investimentos na infraestrutura de estacdes de
tratamento de aguas residuais resultam em problemas de 4gua ainda mais complicados
(JENSEN & WU, 2018). Apesar das iniciativas globais em se evitar desastres ambientais
devido as vérias formas de contaminacdo dos corpos d"agua, esses eventos continuam
ocorrendo, ou pela falta de expectativas na redu¢do do consumo e, consequentemente, da
producdo industrial, cujos processos sdo muito poluentes, ou pela baixa eficiéncia das
estacOes de tratamento de esgoto e efluentes industriais. Além disso, por falta de
informacdo, muitas substancias nocivas a curto e longo prazo sédo lancadas pelo homem
ao meio ambiente de forma descontrolada ou pouco controlada (JENSEN & WU, 2018).

Nesse contexto, projetos de pesquisa e desenvolvimento (P&D) tém buscado
respostas aos desafios tecnologicos e investido no desenvolvimento de processos que
reduzam a geracéo de residuos liquidos ou que diminuam a sua toxicidade, visando o
descarte de forma segura ou seu redso.

Os poluentes emergentes, uma categoria de substancias quimicas que geralmente
ndo sdo reguladas, mas que tém o potencial de impactar o meio ambiente e a salde
humana, podem atingir o sistema de &gua e causar efeitos adversos (GEISSEN et al.,
2015), Esses poluentes representam um dos principais desafios em termos de tratamento
de agua para abastecimento e efluentes domésticos, pois essas substancias sdo
parcialmente degradadas pelos processos convencionais. Elas compreendem um vasto
conjunto de substancias naturais e sintéticas presentes em baixas concentracdes (PENA-
GUZMAN et al., 2019).

Os desreguladores enddcrinos (DEs) — uma classificacdo dada para aqueles
poluentes emergentes que comprometem o sistema enddcrino de organismos vivos —
podem entrar nos corpos d'adgua através da excrecdo dos compostos e metabolitos
originais e sua disposic¢ao incompleta para as estacdes de tratamento de efluentes (ETE).
Os DEs limitam ou bloqueiam a a¢do dos hormonios naturais, causando anormalidades

na reproducéo, crescimento e desenvolvimento. Por exemplo, baixas concentracOes de



DEs (pug.L? a ng.LY) podem inibir o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
secundarias e estimular a feminizagdo de peixes machos (JIANG et el., 2013). Quanto
maior a exposicao cronica a esses compostos, maior o risco para a saude (RHIND et al.,
2011). Os estrogénios naturais, como o 17p-estradiol (E2), e os sintéticos, como o 17a-
etinilestradiol (EE2), chegam ao meio ambiente principalmente pelo descarte de efluentes
nas estacdes de tratamento de efluentes domésticos (KABIR et al.,, 2015).

O E2 é o principal estrogénio natural encontrado em mamiferos durante os anos
reprodutivos. O estrogénio sintético 17a-etinilestradiol EE2, o principal componente dos
contraceptivos orais, foi identificado como um dos principais DES responsaveis por
efeitos adversos no sistema enddcrino em varios organismos. Dentre as classes de
estrogenos, E2 e EE2 apresentam a maior atividade bioldgica e, portanto, foram
escolhidos como compostos modelo neste trabalho. Esses horménios sdo comumente
encontrados em esgoto sanitario, uma vez que as estaces convencionais de tratamento
de &gua e esgoto ndo foram projetadas para remover esse tipo de contaminante (KABIR
etal., 2015).

Levando em conta os problemas que esses desreguladores enddcrinos podem
causar ao meio aquatico e a saude humana, o estudo de novas tecnologias ou alternativas
para impedir o descarte a0 ambiente torna-se indispensével. Diversas técnicas tém sido
aplicadas para remocdao e/ou degradacdo de DE da &gua, tais como processos biolégicos
(PESSOA et al., 2014), processos de separacdo por membrana (BODZEK; DUDZIAK,
2006), processos oxidativos avancados (POAs) (GERRITY et al., 2011), processos
eletroquimicos (CONG; IWAYA; SAKAKIBARA, 2014) e adsorcdo em materiais de
carbono (JOSEPH et al., 2011; SNYDER et al., 2007). No entanto, para garantir a
eficiéncia do tratamento, é importante ndo apenas degradar os DEs, mas também reduzir
sua atividade estrogénica para evitar a contaminacao sistematica no meio ambiente. Uma
série de bioensaios para avaliar a atividade estrogénica é descrita na literatura. Por
exemplo, o Yarst Estrogen Screen (YES) é um teste in vitro que pode detectar substancias
agonistas e antagonistas com potencial estrogénico e € amplamente utilizado em analises
ambientais (MBOULA et al., 2015). O uso do ensaio YES como ferramenta de triagem
da atividade estrogénica de amostras ambientais é de grande relevancia para o
monitoramento do potencial estrogénico de efluentes lancados em corpos d'agua.

O uso de nanotubos de carbono como adsorvente tem sido relatado como uma boa
alternativa a remocao de estrogénios naturais e sintéticos (KIRAN KUMAR et al., 2012).

Os nanotubos de carbono se destacam por suas combinadas propriedades de estabilidade,
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flexibilidade, resistividade quimica e elevada area superficial efetiva e tem chamado
atencdo na aplicagcdo como material de eletrodo. Os nanotubos de carbono podem formar
estruturas porosas para efetiva, eficiente e rapida adsor¢do (LI1U, YANBIAO et al., 2014).

Os nanotubos de carbono podem ser usados na remocdo de hidrocarbonetos,
bactérias, virus e compostos organicos recalcitrantes em processos convencionais de
filtracdo. Todavia, os processos envolvidos, como a adsorcéo e a filtracdo, podem ser
muito demorados. Além disso, as espécies adsorvidas nos nanotubos podem inativa-los.
Espécies adsorvidas e remanescentes em membranas de nanotubos de carbono podem
continuar ativas e toxicas, o que representa um novo problema, pois solucGes deverao ser
encontradas para a correta disposicao desses residuos no meio ambiente (LIU, HAN et
al., 2014; VECITIS; GAO; LIU, 2011).

Os processos eletroquimicos para tratamento de agua e efluentes tém recebido
atencdo nos ultimos anos devido a algumas vantagens, como o facil controle de operacao,
ando necessidade de adicdo de reagentes quimicos e sua operacdo em baixas temperaturas
e pressdes. Porém, essas tecnologias ainda sdo pouco aplicados devido a baixa
transferéncia de massa dos poluentes da solucdo para a superficie eletrodica
(MARTINEZ-HUITLE & PANIZZA, 2018).

Diante desse contexto, ha necessidade de desenvolvimento de técnicas
eletroquimicas mais eficazes para a degradacdo de poluentes em &guas residuarias. A
solucdo pode estar na juncdo de métodos eletroquimicos e adsortivos. Os nanotubos de
carbono, além de elevada area superficial especifica, o que facilita a adsor¢édo, apresenta
elevada condutividade elétrica. Os nanotubos de carbono estdo sendo utilizados em
muitas aplicacbes eletroquimicas, como em baterias, super-capacitores e células a
combustivel. Podem, portanto, funcionar como eletrodos em sistemas eletroquimicos para
a oxidacao de contaminantes (VECITIS et al., 2011).

A filtragdo eletroquimica com nanotubos de carbono tem emergido como uma
tecnologia inovadora e eficaz para a oxidacao de contaminantes aquosos. Os materiais de
NC sdo promissores devido as suas propriedades versateis de estabilidade, flexibilidade,
resisténcia quimica, alta area de superficie especifica e capacidade de formar redes de alta
porosidade. No sistema de filtracdo eletroquimica com NC, o fluido flui através dos
eletrodos, resultando em maiores taxas cinéticas eletroquimicas quando comparado a

configuracdo do reator eletroquimico em batelada convencional. H4 um aumento na
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transferéncia de massa convectiva das moléculas alvo para a superficie do eletrodo. A
aplicacdo do filtro eletroquimico com NC para remocéo e degradacdo de desreguladores
enddcrinos é inovadora e pode fornecer novas descobertas e funcionalidades sobre 0 uso
desse sistema para a degradacéo de poluentes emergentes e sua eficiéncia na remocéo de
atividade estrogénica (GAO & VECITIS, 2013; LIU et al., 2012; VECITIS et al., 2011).

Este trabalho visou comparar o desempenho de anodos baseados em nanotubo de
carbono, na remoc¢do e degradagdo oxidativa dos hormodnios 17f3-estradiol e 17a-
etinilestradiol em um sistema de filtracdo eletro-oxidativo. Para tanto, foi construido um
microfiltro com nanotubos de carbono multicamadas eletroquimicamente ativos e o
dispositivo foi avaliado para adsorgéo, dessorcéo e oxidacao dos estrogénios. Ao final do
processo, a atividade estrogénica foi determinada por ensaio YES para aferir a eficiéncia

da aplicacdo dessa inovadora tecnologia na remogéo de estrogénios.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a remocéo de estrogénios utilizando filtragdo eletroquimica com nanotubos

de carbono e investigar a reducéo da atividade estrogénica.

2.2. Objetivos especificos

- Realizar a caracterizacdo estrutural e eletroquimica das membranas de NC;

- Determinar a capacidade de adsorcdo dos NCs através de experimentos preliminares de

Sor¢éo;

- Analisar a voltametria ciclica de ambos os compostos para elucidar mecanismos de

transferéncia de elétrons;
- Investigar o desempenho do processo de filtragdo eletroquimica utilizando NC na
degradacdo de uma mistura de E2 e EE2 utilizando diferentes tensdes aplicadas (0-2,5V)

e matrizes aquosas (adgua ultrapura e efluente secundario de ETE);

- Avaliar a superficie do a membrana de NC por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e espectroscopia de fotoelétrons de Raio-X (XPS);

- Aplicar o ensaio YES para avaliar a atividade estrogénica apds a filtragdo eletroquimica;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Poluentes emergentes

O crescimento da populacdo mundial tem gerado impactos ambientais. A
expectativas é que a populacdo urbana do mundo dobre até o ano de 2050 e que a agua
seja um dos recursos naturais mais afetados em termos de perda de disponibilidade e de
qualidade (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018). Todos os dias, a industria, a agricultura
e a populacdo usam agua e descartam muitos compostos nos corpos hidricos. Essas
praticas tem langado varios poluentes emergentes no meio ambiente, alterando o ciclo
natural da &gua e causando uma preocupacdo mundial no que se refere as eventuais
consequéncias na vida humana e dos animais (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018;
JENSEN & WU, 2018).

OrganizacGes internacionais e pesquisadores tem se esforcado em definir e
caracterizar poluentes emergentes. SAUVE & DESROSIERS (2014), por exemplo,
definem poluentes emergentes como substancias quimicas ou materiais naturais
produzidos pelo homem, presentes em diferentes matrizes, cuja toxicidade e/ou
persisténcia € capaz de alterar o0 metabolismo dos seres vivos. The Norman Network —
uma rede de laboratorios, institutos de pesquisa e organizacGes criadas para monitorar
substancias sintéticas ou naturais no meio ambiente — define poluentes emergentes como
substancias detectadas no ambiente, mas ndo incluidas nos programas de monitoramento
ambiental tradicionais e que, devido a persisténcia e efeitos adversos, podem ser incluidas
em legislacdes no futuro (GEISSEN et al., 2015; PENA-GUZMAN et al., 2019).

Enquanto a presenca de metais, bactérias, hidrocarbonetos, nitratos e aménia em
agua tem seus impactos no meio ambiente e sob a satde humana conhecidos e, por isso,
estdo sujeitos a regulacdo e controle, os poluentes emergentes ndo séo regulados e seus

impactos a medio e longo prazo séo pouco conhecidos (DEBLONDE et al., 2011).

HOUTMAN (2010) agrupa os poluentes emergentes em 3 categorias: 1) Novos
compostos desenvolvidos pela industria e langados no meio ambiente. 11) Compostos que
foram langados no meio ambiente no passado e que tem sido detectados atualmente. 111)

Compostos reconhecidos como potenciais causadores de efeitos adversos a seres vivos e



aos ecossistemas. Para 0 The Norman Network, em 2016 mais de 1000 poluentes
emergentes foram identificados, agrupados como farmacos, drogas legais e ilicitas,
produtos de cuidado pessoal, desreguladores enddcrinos, retardantes de chama e etc
(PENA-GUZMAN et al., 2019).

Os poluentes emergentes estdo presentes no meio aquatico em baixas
concentracdes e chegam a ser detectados na ordem de ng.L-1. De acordo com JARDIM
et al., (2012), os processos tradicionais de tratamento de &gua e efluentes ndo foram
projetados para eliminar poluentes emergentes, causando o contato direto de humanos e

animais com essas substancias.

Os poluentes emergentes podem sofrer biotransformacéo, volatizagdo, fotdlise,
dispersdo ou combinacdo com outros compostos, desde a fonte do efluente doméstico ou
industrial, até o ponto receptor. Desta forma, a concentracao dessas substancias pode ser
atenuada em relacdo a concentracdo inicial. Embora em concentracBes baixas, 0s
poluentes emergentes podem se bioacumular e causar impactos ambientais por meio da
biomagnificacdo, persisténcia, toxicidade, efeitos carcinogénicos e mutagénicos. A
exposicdo humana a essas substancias ocorre por ingestdo, inalacdo e contato dérmico
com a &gua e alimentos contaminados. Embora o risco de muitos poluentes emergentes a
salde humana ainda seja pouco conhecidos, sabe-se que pode causar problemas nos
sistemas enddcrino, reprodutivo e digestivo, mal formacdo fetal e danos no DNA
(GUILLEN et al., 2012; TEODOSIU et al., 2018).

Para que as 4guas contaminadas com poluentes emergentes possam ter a qualidade
exigida para o consumo humano, é necessario que sejam conduzidas a tecnologias
avancadas de tratamento de efluentes. Contudo, a transformacgdo dessas moléculas
durante um processo pode gerar compostos mais toxicos, mais persistentes e menos

biodegradaveis que os contaminantes antecessores (TEODOSIU et al., 2018).

A Tabela 3.1 mostra as principais classes de poluentes emergentes e suas

concentragfes em aguas superficiais.



Tabela 3.1: Concentragao os poluentes emergentes mais relevantes em aguas
residuais (PENA-GUZMAN et al., 2019)

Classe Poluente emergente Concentracéo (ng.L™?)
Farmacos Cafeina 8 —106.000
Acetaminofeno 3-25.200
Ibuprofeno 2 —37.000
Ac. Acetilsalicilico 476-20.960
Carbamazepina 0,5-36.920
Diclofenaco 20-9600
Amoxicilina 0,46 - 1284
Produtos de cuidado pessoal Dibutilftalato 50 —-30.100
Bisfenol-A 2,76 —64.200
4-nonilfenol 1,24 — 8000
Bis(etilhexil)ftalato 75 - 6600
Benzil Butil Ftalato 5-2000
Filtros UV Benzofenona-1 6
Benzofenona-3 2225
Benzofenona-4 200
Octil 50
Desreguladores enddcrinos Colesterol 8800 — 301.000
Stigmasterol 4500 — 85.500
Colestanol 2200 —40.200
Coprostanol 5200 - 40.900
Estradiol 0,31-13.450
Levonorgestrel 19 - 2600
Etinilestradiol 0,16 — 5900
Estrona 0,1 3300
Progesterona 0,51 - 4200
Hidrocarbonetos/ Benzopireno 440 — 3400
drogas ilicitas/ Cocaina 6537
o ) Butilhidroxitolueno 6 — 537
aditivos alimentares/ Benzoilecgonina 43440
metabolitos THC-COOH 4-128
OH-TCH 18 — 458
Paraxantina 592
Acido clofibrico 20-30
Pesticidas Tiabendazol 17.000
Imazalil 8.700
Pentaclorofenol 6.400 — 8.300
Bentazona 88
Clomazona 46,5 - 47,2
Atrazina 8-55




3.2.Desreguladores enddcrinos (DE)

Os desreguladores enddcrinos sao substancias cada vez mais presentes nas aguas
residuarias e representam atualmente um dos principais desafios da humanidade em
termos de tratamento de agua. S&o encontrados em concentracfes baixas, na ordem de
ng.L™ oumg.L™, de modo que seus efeitos somente s&o observados a longo prazo (JIANG
etal., 2013).

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) define os desreguladores
enddcrinos como agentes que interferem na sintese, secrecdo, transporte ou eliminagdo
de hormdnios naturais responsaveis pela manutencdo da homeostase, desenvolvimento e

comportamento dos seres vivos (KABIR et al., 2015).

Estudos sobre os desreguladores tem sido conduzidos por mais de 20 anos. Porém,
indicios sobre a acdo dessas substancias em fazendas dos Estados Unidos foram relatados
em 1920, onde criadores de porcos notaram diminuicéo da fertilidade dos animais ap6s
terem sido alimentados com grédos mofados, contaminados com estrogénios de fungos.
Posteriormente, em 1940, fazendeiros da Australia relataram diminuicdo da fertilidade de
suas ovelhas ap6s pastagem de trevo, na qual foi constatada a presenca de fitoestrogénio
(DARBRE, 2019).

A partir de 1940, com o uso de esteroides para atender a indUstria agropecuéria no
aumento da reproducdo e crescimento de animais, somados com o0 uso de horménios,
como etinilestradiol, mestranol e acetato de magestrol, como contraceptivos e para tratar
doencas dos seres humanos, investigaces sobre efeitos danosos dos desreguladores
enddcrinos passaram a ser realizadas. Em 1962, a publicacao do livro “Silent Spring” de
Rachel Carlson, foi um marco no que se refere a preocupacdo mundial aos efeitos da
dispersdo dos desregulados enddcrinos em pesticidas na agricultura. Nos anos seguintes,
as propriedades dos desreguladores enddcrinos foram reportadas em seres aquéticos, no
ar e na terra, devido a exposicdo a pesticidas, seus metabolitos e a compostos
organoclorados (DARBRE, 2019).

Outras evidéncias sobre a interferéncia dos desreguladores enddcrinos foram
observadas ao longo do tempo. Nos anos de 1970, o biocida tributilestanho (TBT) foi
adicionado a tintas anticorrosivas usadas em navios. Como consequéncia, seu langamento

nas guas ocasionou a masculinizacdo de moluscos bivalves e de gastropodes, além do
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declinio dessas populacfes. Em 1980, o derramamento acidental do pesticida dicofol no
lago Apopka, na Flérida, Estados Unidos, resultou na diminuicdo da populacdo de
crocodilos. Foram observados anomalias em crocodilos masculinos e femininos, como
alteracdes na morfologia ovariana, aumento do numero de foliculos poliovulares e
aumento do nivel de estradiol no plasma dos animais. Porém, somente no ano de 1991,
durante o Wingspread Conference Center, em Wisconsin, organizado por Theo Colborn
e colaboradores, o estudo formal sobre desreguladores enddcrinos foi iniciado,
representando interesses aos efeitos desses compostos sob a satde publica a longo prazo.
Nesta conferéncia, os colaboradores agruparam informacGes de diferentes campos de
estudo e iniciaram um novo paradigma sobre a acdo toxicolédgica dos desreguladores
enddcrinos (DARBRE, 2019; KABIR et al., 2015).

Os desreguladores endécrinos comprometem o funcionamento do sistema
enddcrino dos seres vivos. Eles mimetizam ou blogueiam a a¢do dos hormonios naturais
e as funcbes bioldgicas, causando anomalias na reproducdo, crescimento e
desenvolvimento. Estdo presentes em diversos produtos utilizados no dia a dia, como por
exemplo em cosméticos, medicamentos, detergentes, solventes, plasticos, pesticidas,
herbicidas, fungicidas e outros produtos industriais (AZZOUZ & BALLESTEROS,
2014).

Na Tabela 3.2 podem ser observadas as principais substancias com potencial de

acao de desregulador enddcrino.

Embora ndo seja facil determinar se um composto é um desregulador endécrino
baseado apenas na sua estrutura, existem algumas caracteristicas que indicam essa
condicdo. Os estrogénios seguem uma estrutura basica: 18 carbonos contendo um anel
fenolico, componente responsavel pela afinidade com os receptores estrogénicos. O anel
fenolico sem substituicdo de halogénio, grupos sulfonicos, cloreto e brometo proximo ao
grupo OH do anel é um requisito para a condi¢do de desregulador endocrino (KABIR et
al., 2015).
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Tabela 3.2: Agentes com potencial de acéo de desregulador endocrino

(KABIR et al., 2015)

Categoria Substéncias
Compostos policlorados dioxinas policloradas, difenil policlorado
Pesticidas DDT, atrazina, tributilestanho (TBT),

trifuralina, lindano, triclosan
Surfactantes nonilfenol
Ftalatos dibutilftalato, butil benzil ftalato
Hormonios naturais e sintéticos estradiol, estrona, etinilestradiol,
testosterona

Fitoestrogénios isoflavonas, lignanos, coumestan
Cosméticos/produtos de limpeza éter glicol, fragréncias, parabenos

Os desreguladores enddcrinos possuem elevado tempo de meia vida e podem ser
encontrados na &gua, no ar, no solo e em sedimentos. Podem persistir no meio ambiente
por anos € mesmo em concentracdes baixas podem ser perigosos aos seres humanos.
RHIND e colaboradores (2011) afirmam que quanto maior for o tempo de exposicéo a
esses compostos, maior serd o risco a saude. Porém, alguns desses compostos podem ser
degradados mais rapidamente no ambiente pela luz solar, pela acdo de bactérias ou por
outros processos quimicos, enquanto outros podem persistir no meio ambiente por um
tempo maior (TEODOSIU et al., 2018) .

Os desreguladores enddcrinos podem ser naturais, quando encontrados nos seres
humanos, animais e vegetais, ou sintéticos. Os de origem natural, como 0s
fitoestrogénicos, apresentam poucos riscos, uma vez que apenas mimetizam esteroides
sexuais de invertebrados sem alterar ou desregular o sistema enddcrino. Essas substancias
sdo encontradas em vegetais, principalmente na soja e na linhaca. Seus efeitos somente
afetam os seres humanos se forem consumidos em grande quantidade. (KABIR et al.,
2015).

O mecanismo de acdo dos desreguladores endocrinos sobre um organismo Vvivo
pode ocorrer de trés maneiras (KABIR et al., 2015):
)] Podem mimetizar ou imitar os hormonios naturais, como androgénios,

estrogénios ou hormdnios da tiredide.
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i) Podem agir como antagonistas dentro das células, ligando-se ao receptor
de hormonio, o que causa uma falha no sinal no hormonio receptor, o que
gera danos ao organismo.

iii) Podem interferir nos hormonios naturais, alcancando seus receptores e

provocando alteracdes no metabolismo natural.

Os mais diversos compostos quimicos podem chegar aos corpos d’agua por
diversos caminhos, como por exemplo: descarte direto, uso de medicamentos e produtos
industriais, derramamento acidental e excrecdo humana. As estagcOes de tratamento de
efluentes domésticos (ETES) e de despejos industriais (ETDIs) ndo sdo capazes de
remover completamente esses compostos e, consequentemente, eles sdo descartados

continuamente ao meio ambiente (MBOULA et al., 2015).

Ha duas classes de desreguladores enddcrinos bastante preocupantes, que se
destacam por estar em maior quantidade nos ecossistemas aquéticos e apresentar grande
atividade bioldgica. Uma delas é a dos compostos fendlicos, como o 4-nonifenol e o
bisfenol A. O 4-nonifenol é o principal produto de degradacdo dos alquifendis
polietoxilados que sdo usados como surfactantes na industria téxtil, de papel e celulose,
na agricultura, em produtos de limpeza doméstica, e na producdo de materiais
poliméricos. O bisfenol A é usado na producdo de plasticos, borracha, adesivos e cabos
industriais. Essas substancias sdo hidrofdobicas e podem ser adsorvidas no lodo biolégico
durante o processo bioldgico de tratamento de um efluente doméstico e mesmo industrial.
O despejo de efluentes industriais € uma importante forma de contaminacdo. A outra
classe compreende o0s estrogénios, tanto naturais quanto sintéticos (AZZOUZ &
BALLESTEROS, 2014; BILA et al., 2007; ESTEBAN et al., 2014).

3.2.1. Desreguladores endocrinos: fontes de contaminagdo

A exposicao aos desreguladores enddcrinos ocorre principalmente pelo consumo
de 4gua contaminada, ingestdo de alimentos e contato com solo exposto a uma variedade
de pesticidas, compostos fenolicos, hormonios, plasticos e retardantes de chama
naturalmente produzidos ou usados pela agricultura e pela industria (DEBLONDE et al.,
2011).

A é&gua é a principal fonte de contaminag&o por desreguladores endocrinos. Esses

poluentes podem ja estar presentes nas aguas superficiais, podem ter se originado durante
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0 tratamento de &gua, na etapa de oxidacdo, com a formacgdo de subprodutos com
potencial enddcrino ou com a contaminagdo direta da dgua tratada com um material
contaminado. Os desreguladores enddcrinos também alcangam os corpos hidricos a partir
do descarte indiscriminado de efluentes e residuos domésticos, industriais e hospitalares
sem tratamento ou por meio de efluentes oriundos de estacGes de tratamento de baixa
eficiéncia. Hormonios estrogénios e androgénios sdo excretados continuamente e em
concentragdes trago sdo langcados nas aguas pela falta de um sistema sanitario eficiente
ou mesmo apos tratamento nas estacBes de tratamento de esgoto doméstico municipais.
Essas aguas contaminadas retornam ao consumo da populacdo (BARRIOS-ESTRADA
et al., 2018; TEODOSIU et al., 2018).

As industrias sdo outra fonte de contaminacdo da agua por desreguladores
enddcrinos. Diariamente sdo produzidos DDT, bisfenol A, ftalatos e outros compostos,
que sdo continuamente lancados no meio ambiente e atingem a agua e o solo, sendo
absorvidos por animais, microrganismos e vegetais, constituindo o alimento que sera
consumido por seres humanos. Outra fonte importante para a contaminacéao das aguas por
desreguladores enddcrinos é a agricultura. Esteroides tem sido usados em animais para
aumento de massa e de reproducao. A lixiviacdo de aterros e drenagem agricola permitem
com que os desreguladores enddcrinos atinjam as aguas (DEBLONDE et al., 2011;
KABIR et al., 2015).

3.3.Estrogénios

Os estrogénios sdo um conjunto de compostos biologicamente ativos, sintetizados
a partir do colesterol e que ttm em comum um anel ciclopentano-peridrofenantreno. Eles
se incluem no grupo dos desreguladores endocrinos e podem interferir no funcionamento
normal do sistema enddcrino dos seres humanos e animais, causando efeitos negativos a

saude. Também sdo de dificil degradacdo e se encontram no meio aquatico em
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concentragdes minimas (SILVA et al., 2012; YING et al., 2002). A estrona, o 17p-
estradiol (E2), o estriol e o 17a-etinilestradiol (EE2) s&o os estrogénios mais encontrados
no meio ambiente. Na Figura 3.1 podem ser vistas as estruturas quimicas desses

COMpOstos.
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Figura 3.1 — Estruturas quimicas dos estrogénios com maior potencial
desregulador: (a) 17p-estradiol, (b) estrona, (c) 17a-etinilestradiol, (d) estriol

O 17 B-estradiol (E2) é o mais potente estrogénio natural humano. E um horménio
predominantemente feminino responsavel pelo crescimento dos seios e epitélio, pela
manutencdo de tecidos, maturacdo de 0ssos longos e desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias. Seu esteroide sintético — 17a-etinilestradiol (EE2) — é usado como
contraceptivo. Esses hormonios sdo também aplicados em terapias de reposicdo
hormonal, uma vez que a diminuicdo de estradiol durante a menopausa pode trazer como
consequéncias instabilidade vascular, osteoporose e aumento de incidéncia de doengas do
coracdo. Todos os humanos e animais excretam esses horménios esterdides em diferentes
quantidades, dependendo da idade, estado de saude, dieta e gravidez. Eles séo descartados
no esgoto domeéstico ou diretamente no solo e na &gua por meio dos residuos naturais dos
animais (SILVA et al., 2012).

O estradiol e seu equivalente sintético etinilestradiol sdo estruturalmente
semelhantes. O que difere os dois compostos € a presenca do grupo etil e de uma hidroxila

ligada a este anel, no etinilestradiol, enquanto o estradiol possui apenas a hidroxila ligada
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ao anel. A presenca do grupo etil torna o etinilestradiol mais resistente a biodegradacgéo
no sistema de tratamento de 4gua. Além disso, estrogénios sintéticos sdo geralmente mais
estaveis e possuem maior potencial estrogénico (LIU & LIU, 2004; SERVOS et al.,
2005).

Estradiol e etinilestradiol sdo continuamente excretados por humanos e animais
nas fezes e urina, na sua forma livre ativa ou inativa, ou na forma de conjugado de sulfato.
Um total de 4,4 Kg por ano por milhdo de habitantes de estrogénios é lancada no meio
ambiente (COMBALBERT & HERNANDEZ-RAQUET, 2010). Em um estudo realizado
no Ceard, Brasil, PESSOA et al., (2014) detectaram as concentragdes maximas de
estradiol e etinilestradiol em esgoto bruto. Os valores alcancados foram de 0,776 e 3,180

ug.L:, respectivamente.

O estradiol € um horménio natural produzido em grande quantidade. O
etinilestradiol estd presente nas pilulas anticoncepcionais e a dosagem tipica diéria é de
20 a 50 pg a cada 21 dias. Apds o consumo, cerca de 25 % do horménio é excretado
(SUIDAN et al., 2005).

A taxa de excrecdo dos estrogénios varia de acordo com 0 Qénero,
desenvolvimento e estado fisioldgico. Durante o periodo menstrual, mulheres excretam
cerca de 4,66 ug por dia de estradiol na urina e 0,2 pg por dia nas fezes. As gravidas
excretam 308 g por dia na urina e 202 pg nas fezes. Em condicdes fisioldgicas normais,
homens e mulheres excretam entre 1,5 e 7 ug de estradiol por dia. Em relacdo ao
etinilestradiol, é estimado uma taxa de 4,5 e 6 ug do horménio na urina e nas fezes,
respectivamente (BARREIROS et al., 2016; JOHNSON & WILLIAMS, 2004).

Os estrogénios ndo sao completamente removidos nas estagdes de tratamento de
efluentes. LEE & LIE (2012) afirmam que a degradacédo de estrogénios por sistemas
aerobios é de 88% apds 1 dia de tratamento e de 50% para sistemas anaerdébios apés 5
dias de tratamento. Embora apresentem um tempo de meia vida de aproximadamente 10
dias, sdo diariamente lan¢ados ao meio ambiente e por apresentarem persisténcia e
estabilidade, representam um risco a saude humana (SUIDAN et al., 2005).

Tabela 3.3 apresenta as faixas de concentragcdo de estrogénios encontradas em

efluentes de estacdo de tratamento de 4gua da América Latina:
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Tabela 3.3: Concenracdes minimas e maximas de estrogénios na saida de estagoes
de tratamento de efluentes da América Latina (PENA-GUZMAN et al., 2019)

Estrogénio Concentracédo Min/Méax (ng.L™?)
Estradiol 0,78 — 25,8
Estrona 0,03-11,6
Estriol 0,3-6,1
Etinilestradiol 275 -798

Estradiol e etinilestradiol também sdo detectados em sedimentos e residuos
solidos. Um percentual desses compostos fica retido no lodo bioldgico devido as suas
caracteristicas hidrofébicas. Tanto o estradiol quanto o etinilestradiol apresentam baixa
solubilidade em agua — 13 e 4,8 mg.L™?, respectivamente. Além disso, possuem valores
Kow maiores que 104, o que reforga sua natureza bioacumulativa (BARREIROS et al.,
2016).

Diante da problemética causada pelos hormonios estrogénios no meio aquatico,
faz-se necessario utilizar tecnologias a fim de remové-los dos efluentes domésticos
tratados antes de seu lancamento no meio ambiente, bem como garantir que a agua de

abastecimento ndo contenha essas substancias.

3.4. Efeitos do descarte de estrogénios na agua

Uma das formas de identificacdo de disturbios reprodutivos em peixes pela
exposicao a estrogénios é através da identificacdo da vitelogenina no plasma sanguineo
como bioindicador. O contato com estrogénios, mesmo em pequenas concentracoes,
como 10 ppb, causam aumento da concentracdo de vitologenina mRNA no plasma
sanguineo de peixos, que pode ser quantificado (GUNNARSSON et al., 2009).

Os estrogénios alteram a expressao de alguns genes, como o CYP19a e o CYP19b,
0 que causa anomalias no desenvolvimento e na reprodugdo de peixes. Também
interferem em receptores bioquimicos relacionados a codificacdo de enzimas,
homeosotase, proliferacdo celular, diferenciacéo e sobrevivéncia (GUNNARSSON et al.,
2009).
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Ainda em relacdo aos seres aquaticos, pequenas concentracdes de desreguladores
endocrinos inibem o desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e estimulam
a feminizacdo de peixes machos, causando esterilizacdo e até mesmo a diminuicéo e
futura extincao de populacédo de peixes (GUNNARSSON et al., 2009).

Nos seres humanos, baixos teores de estrogénios podem causar problemas
enddcrinos, reprodutores e neuroldgicos. As principais consequéncias sao (FILHO;
LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007):

e Diminuicéo da fertilidade e geracédo de doengas no sistema reprodutivo;

e Alteragdo no desenvolvimento sexual, diminuindo a producéo de esperma;

e Interagem com receptores de hormonios e alteram seu metabolismo;

e Interferem no funcionamento da tireoide, que libera horménios necessarios ao
desenvolvimento do cérebro;

e Desregula a lactagéo.

Como 0s organismos Vvivos interagem com seu meio, os desreguladores enddcrinos
(DE) podem afetar os ecossistemas. Esses efeitos serdo dependentes de alguns fatores,
como a lipofilicidade, persisténcia, bioacumulagéo, tempo de exposi¢do, mecanismos de
biotransformacéo e de excrecdo e concentracdes sdo os principais deles. Os DE podem
ser transformados em metabolitos tdo ou mais danosos que as substancias de origem.
Mesmo em niveis baixos, os desreguladores endédcrinos podem bioacumular ao longo do
tempo e aumentar seus niveis nos corpos de humanos e animais (BILA et al., 2007;
FILHO; LUVIZOTTO-SANTOS; VIEIRA, 2007).

3.5. Tecnologias de remog¢do de desreguladores enddcrinos (DE)

A literatura cientifica apresenta um amplo conjunto de estudos sobre a remocéo de
desreguladores enddcrinos em aguas. Todavia, processos convencionais de tratamento de
efluentes, como a coagulacdo-floculacdo, filtracdo, sedimentacdo, lodo ativado e
adsorcdo com carvao ativado sdo pouco eficazes para remover esse tipo de poluente.
Como forma de contornar o problema, o desenvolvimento de tecnologias avangadas para
o tratamento de efluentes contendo desreguladores endocrinos faz-se necessario
(TEODOSIU et al., 2018).
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A remocdo de estrogénios, assim como da maioria dos micropoluentes, por
processos de coagulacdo é baixa. A maioria desses poluentes permanecem particionados
na fase aquosa. Além disso, orgénicos de baixo peso molecular sdo preferencialmente
removidos durante o processo e inibem a remogéo de estrogénios (BENNER et al., 2013).
A seguir, sdo apresentados alguns estudos que mostram que a remocéo de estradiol e de

etinilestradiol por coagulagao/floculagéo alcanca percentuais menores que 50 %.

WESTERHOFF et al., (2005) estudaram a remocao de estradiol e de etinilestradiol
em um sistema de coagulacao-floculagio em amostras de aguas superficiais. As amostras
de agua foram adicionados os estrogénios de modo a terem concentracfes proximas de
100 ng.L e pH ambiente (6,8). Sulfato de aluminio e cloreto férrico foram utilizados
como agentes coagulantes. Para uma dosagem de 6,3 mg.L™ de sulfato de aluminio, os
autores alcangaram uma remocao de apenas 2 % de estradiol e de 0 % de etinilestradiol.
Numa dosagem de 13,1 mg.L™? de cloreto de ferro, as remocdes de estradiol e de

etinilestradiol foram de 0 % e de 6 %, respectivamente.

YANG et al., (2015) estudaram a eficiéncia de remocao do estradiol em processo
de coagulacdo com jar test. Para agua de torneira, a remogéo de estradiol 100 pg.L*
atingiu apenas 36,1 % utilizando 100 mg.L™? do coagulante sulfato de aluminio. Os
autores também estudaram a influéncia da adi¢do de matéria orgénica natural e de kaolin
no processo. Para aguas contendo 100 mg.L™* de Kaolin, a remogdo do horménio subiu
de 15 % para 36 %, enquanto que com a adi¢éo de 100 mg.L* de matéria organica natural,

0 percentual de remocéo do estrogénio caiu de 24 % a 14,9 %.

LIMA et al., (2014) estudaram a eficiéncia do tratamento de clarificacdo
(coagulacao/floculacdo/sedimentacdo) para a remocao de estradiol e de etinilestradiol 10
ug.L?, utilizando sulfato de aluminio e cloreto de polialuminio como agentes
coagulantes. A remocao maxima dos horménios ndo atingiu 40 % em pH neutro e dose

de coagulantes entre 35 e 40 mg.L* e tempo maximo de processo de 20 minutos.

Uma das solucdes para aumentar a eficiéncia do processo de coagulacéo-floculagao
na remocdo de desreguladores enddcrinos pode ser a sua combinagdo com outros
tratamentos, como a adsorcdo. JOSEPH et al., (2013) investigaram a remocdo de
etinilestradiol 1umol.L* por um processo de coagulacdo combinado com adsorgdo com
carvao ativado em aguas superficiais. Para dguas com baixa carga organica, foram

utilizadas 50 mg.L* de coagulante (FeCls ou Al) ou 50 mg.L? de coagulante mais 40
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mg.L-1 de adsorvente. A remocao maxima de estradiol nessas aguas utilizando apenas o
coagulante FeClI3 foi de 38,8 %. Ao se utilizar o processo associado com adsorgdo com
carvao ativado, o percentual de remocao de etinilestradiol foi maior que 90 %.

A remocdo de desreguladores enddcrinos em aguas pode ser realizada por adsorcéao
com carvao ativado. Contudo, é necessario um longo tempo de contato entre o poluente
e o carvao. GROVER et al., (2011), por exemplo, analisaram a eficiéncia de remocéo de
estradiol e etinilestradiol em um sistema de carvédo ativado granular operado em larga
escala numa estacdo de tratamento de esgoto em South-West, Inglaterra. Os autores
observaram uma moderada remocédo dos estrogénios, de aproximadamente 43 %, com
concentracdo inicial de estrogénios menor que 20 ng.L™ e concentrag&o de carvéo ativado
granular de 0,006 g.L ™.

Novos materiais organicos e inorganicos com melhores propriedades tem sido
desenvolvidos para remover com maior eficiéncia estrogénios e outros poluentes
emergentes por adsorcdo, independentemente da hidrofobicidade e do tamanho molecular
dos poluentes. BORTHAKUR et al., (2018) estudaram a adsorcdo dos horménios
estradiol e etinilestradiol em folhas de dxido de grafeno. Ap6s 50 min de processo e sob
pH 3, a eficiéncia maxima de adsorcdo foi de 98,46 % para etinilestradiol e de 97,19 %
para estradiol. Um novo material composito, carbono poroso dopado com nitrogénio, foi
estudado por DUAN et al., (2019) como uma alternativa a adsorcdo de estradiol em
solugBes aquosas. Sob uma concentragdo de estrogénio de 2 mg.L™, 25°C, foi alcancada
aremocao maxima do horménio de aproximadamente 91 % em pH 2. Em pH 6, a remocao
foi de 88 %.

Processos bioldgicos tem sido empregados para investigar a remocao de estrogénios
em agua. Todavia, para a degradacdo faz-se necessario um elevado tempo de retencdo
hidraulica (TRH) para que 0s microrganismos possam se adaptar ao fluxo dos
micropoluentes. Outra forma de melhoria, seria 0 acoplamento do sistema bioldgico com
outras formas de tratamento. Nos trabalhos a seguir, 0s autores adaptaram sistemas

bioldgicos e alcangaram remoces de estrogénios eficientes.

PESSOA et al., (2014) observaram a ocorréncia e a remogdo do estradiol e do
etinilestradiol em cinco estacdes de tratamento de esgoto do estado do Ceard, Brasil. As
concentragdes maximas dos hormonios na corrente afluente foram de 3.050 ng.L? para

estradiol e de 3.180 ng.L* para etinilestradiol. Os autores constataram que o sistema de
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lagoa de estabilizacao apresentou as menores taxas de remocao dos estrogénios, entre 54
e 79,9 %. Por outro lado, outros processos bioldgicos, como lodo ativado e o reator UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) quando associados ao processo de cloracao, levaram

a eficiéncias de remocéo de aproximadamente 95 % para todos 0s estrogénios.

LUO et al., (2014) investigaram a remocéo de estradiol e de etinilestradiol usando
um sistema Reator de Biofilme de Leito Movel (MBBR) preenchido com 20 % de
esponjas de poliuretano cubicas como material de midia para crescimento de biofilme.
Com uma concentracéo inicial de cada hormonio de 5 pg.L?, um elevado tempo de
retencéo hidraulica (TRH) de 24h, vazio de 27,8 mL.min e carga orgénica de 0,35-0,40
Kg/(m3d) e 100 dias de investigacao, foram obtidas remoc¢6es de aproximadamente 82 %
e 91 % de estradiol e etinilestradiol, respectivamente. Em processos biol6gicos, um TRH
elevado é requerido para maiores eficiéncias de remocao de micropoluentes.

JIANG et al., (2018) avaliaram a remogé&o de estradiol e de etinilestradiol em um
sistema hibrido MBBR e MBR (Bioreator com Membrana). Sob um TRH de 24h, fluxo
de 8,33 L.m?h, as remocdes alcancadas foram de 97 % de estradiol e de 72 % de

etinilestradiol.

Processos com membranas e processos oxidativos avangados apresentam-se como
tecnologias promissoras para a degradacdo de estrogénios. Muitas vezes, esses podem
apresentar limitagcbes, como a dificuldade de implantagdo em escala industrial, custo
elevado e consumo energético. Em relacdo a separacdo por membranas, a ultrafiltracdo
tem mostrado ser pouco eficiente para a remocao de estrogénios, sendo preferivel utilizar
membranas de nanofiltracdo ou processos combinados. Processos oxidativos avancados
tem gerado percentuais de remogdo elevadas para estrogénios, porém poucos estudos sao
encontrados para escala piloto (TEODOSIU et al., 2018).

Sl et al., (2019) avaliaram a remogdo de estrogénios de um efluente secundario
sintético, utilizando membranas de ultrafiltracdo de aco inoxidavel. Os autores filtraram
300 mL do efluente sintético contendo estradiol e etinilestradiol na concentracéo de 100
ug.Lt, sob pressdo constante de 50 Kpa e alcancaram uma retencao de apenas 7,5 % de
estradiol e de 23 % de etinilestradiol. Com a adig¢&o de acido himico, o percentual de

remocao subiu para 30 % e 55 %, respectivamente.
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SEMIAO & SHAFER (2013) alcancaram mais de 90 % de remocao de estradiol em
sistema de nanofiltragdo em fluxo cruzado, com concentragdo do horménio de 100 ng.L
1 a 24°C, 11 bar e pH acima de 7. O didmetro de poro da membrana foi de

aproximadamente 0,31 nm.

WOLTERS et al., (2019) conseguiram remocdes superiores a 70 % de estradiol 100
ng.L™* em um sistema hibrido de ultrafiltracio e nanofiltragdo permeado com carvio
ativado, sob uma vazéo de 130 L.m?h e 9 L de permeado e 2,2 mm de camada de carvio
ativado. O aumento da espessura dessa camada para 11 mm possibilitou um aumento de

remocao de estradiol superior a 90 %.

WANG et al., (2019) aplicaram o processo Fenton para oxidar estrogénios e
antibidticos provenientes de estrume bovino. Sob agitacao de 100 rpm, razdo Fe/H20; de
0,067 mol/mol, pH 3 e tempo de reacdo de 100 min, foram alcancadas eficiéncias de

remocao de 73,3 % de estradiol e de 99,7 % de etinilestradiol.

HANSEN & ANDERSEN (2012) avaliaram a oxidacao de estrogénios em efluentes
de estacdo de tratamento de esgoto por radiacdo UV e por UV/H202. As remogOes foram
superiores a 95 % para estradiol e para etinilestradiol numa concentracao inicial de 400
ng.L?, dose de UV de 1,8 KWh.m= e 60 mg H202/L.

OROZCO-HERNANDEZ et al., (2019) avaliaram a oxidacéo de fotocatalitica de
estradiol pelo sistema TiO2/UV em escala piloto. Os autores obtiveram 85 % de remocéo
do hormonio ap6s 60 min de tratamento, lampada UV de 400 W de poténcia e 100 mg.L
L de TiO.

Processos de eletro-oxidagdo podem ser uma alternativa para a degradacdo de
estrogénios, porém ha poucos estudos sobre a eletro-oxidacdo de estrogénios. Para

estradiol e etinilestradiol, apenas um artigo foi encontrado.

CONG et al., (2014) analisaram a degradacédo de estradiol e de etinilestradiol em
um reator eletrolitico acoplado com anodo de carbono vitreo granular e catodo de
Platina/Titanio. Sob tensao entre 0,45 — 0,85 V, e concentracgéo inicial de horménios de 1

ug.LL, cerca de 98 % de estradiol e de etinilestradiol foi alcancada.

Outros processos eletroquimicos, como a eletrocoagulacao, podem ser encontrados

com o objetivo de remover estrogénios da agua. MAHER et al., (2019), por exemplo,
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investigaram a remocdo de estrogénios por eletrocoagulagdo com ferro. Com uma
condutividade de 1000uS.com™, densidade de corrente de 16,7 mA.cm, pH 7 e 120 min
de operagéo, a degradacdo de estradiol foi de 85 % e a de etinilestradiol foi de 99 %.

Processos bioeletroquimicos também foram investigados para avaliar a remocéo de
estrogénios. HE et al., (2019) conduziram experimentos na presenca de matéria organica
natural em um processo eletroguimico acoplado com sistema microbioldgico. Neste tipo
de processo, a corrente elétrica aumenta a eficiéncia dos microrganismos em promover a
biodegradacao sob condicGes anaerdbicas. Os experimentos foram realizados em pH 5,5,
densidade de corrente de 1 mA.cm™ e a aeracéo foi de 0,2 atm.min™ de N2. Apds 90 min,
com o microrganismo S. oneidensis e 0,5 mg.L™ de acido fulvico, a degradacdo de

etinilestradiol foi proxima a 92 %.

Faz-se necessario mais estudos envolvendo a degradacdo de estrogénios por eletro-
oxidacdo e por outros processos eletroquimicos, ja que esse tipo de processo oferece
diversas vantagens, como a mineralizacdo completa de moléculas organicas, auséncia do
consumo de reagentes quimicos e elevados percentuais de degradacdo de moléculas
organicas. O desenvolvimento de novas tecnologias eletroquimicas, como a filtracdo
eletroguimica com nanotubos de carbono, surgem como uma tentativa de garantir
remocdes de estrogénios superiores a 90 %, em fluxo continuo e em baixo periodo de

tempo, algo gue nesse momento, ainda nao foi encontrado na literatura.

3.6. Aspectos regulatorios

Em 1999, a comissao européia destacou a desregulacdo enddcrina como tema de
interesse global, o que levou a criagdo de um grupo de trabalho sobre os desreguladores
com o comité cientifico da toxicidade, ecotoxicidade e do ambiente (CSTEE). Neste
relatorio, foi feita uma revisdo da literatura cientifica sobre a evidéncia da desregulacao
enddcrina quimicamente induzida e seus efeitos a fauna e ao meio ambiente. Em 2002, a
OCDE (Organizacdo para a Cooperagdo Econdomica e Desenvolvimento) reuniu um
conjunto de métodos para avaliar a periculosidade de produtos quimicos e seus efeitos na

salde humana e de animais, bem como a acumulacédo e degradacéo no meio ambiente.

No grupo dos poluentes emergentes, existe uma classificagdo de compostos

conhecida como Poluentes Prioritarios (Priority Pollutants/PPs). Devido ao status de
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prioridade e por oferecerem risco a saide humana e a0 meio ambiente, para esses
compostos sdo estabelecidas agfes que visam a redugdo progressiva de descarga e
emissdo em menos de 20 anos, de modo a alcangar melhorias na qualidade da dgua. A
Water Framework Directive (WFD) 2000/60/EC identificou 33 PPs, incluindo metais,
pesticidas, ftalatos, hidrocarbonetos aromaticos e outros desreguladores endocrinos,
baseados em avaliacdo de seus possiveis riscos aos ambientes aquaticos. Durante a WFD
do ano de 2008, com o avango das técnicas analiticas e de monitoramento, outras 13
substancias foram incluidas no grupo das PPs. Autoridades devem estar monitorar o
despejo de efluentes industriais com as substancias listadas nas aguas e garantir a
seguranca da populacdo (DEBLONDE et al., 2011; TEODOSIU et al., 2018). Agdes
possibilitaram com que, em 2012, o estradiol e etinilestradiol, além de outros
desreguladores enddcrinos aprovados pela diretiva 2013/39/UE, entrassem na lista de
substancias prioritarias, que serdo alvo de monitoramento entre 2015 e 2021. Levando-se
em consideracgdo os efeitos de ecotoxicoldgicos dessas substancias, foi estabelecido um
limite inicial de 0,035 ng.L™ de estradiol e de 0,4 ng.L etinilestradiol em corpos hidricos
(CUNHA et al., 2016).

A Unido Européia (UE) também estabeleceu o regulamento REACH (Restriction,
Evaluation, Authorization, Restriction of Chemicals), cujo objetivo é identificar
substancias quimicas perigosas e remover 3 tipos de ftalatos (DEHP, DBP, BBP), que sdo

considerados cancerigenos, toxicos e persistentes no ambiente (TEODOSIU et al., 2018).

Os Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sdo uma outra subclassificacdo dos
poluentes emergentes e incluem as substancias quimicas que sdo bioacumulativas e que
persistem no meio ambiente, aderindo-se a cadeia alimentar, causando riscos a saude
humana. A Convencdo de Estocolmo definiu em 2010 uma lista com 12 desses
compostos, estabelecidos por estudos e analises. Na Convencao de Estocolmo de 2017, a
lista foi ampliada e 28 POPs foram listados, agrupados em categorias como pesticidas,
produtos quimicos industriais e subprodutos quimicos (TEODOSIU et al., 2018).

Nos Estados Unidos, em 1997, um comité da EPA formado por 48 membros,
juntou-se para desenvolver testes e sistemas de selecdo para processos relacionados com
horménios estrogénicos, anti-estrogénicos e tireoidais. Dessa forma, a partir de 1998 a
EPA comecou a emitir listas de poluentes que ainda ndo séo alvo de regulacdo, mas que

oferecem riscos de danos a saude humana. Na terceira lista, publicada em 2009, passaram
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a ser incluidos o estradiol, o etinilestradiol e outros desreguladores enddcrinos. Porém, a
EPA ndo estabelece atualmente padrfes para a emissao de estradiol e etinilestradiol nas
aguas (CUNHA et al., 2016). Hoje, o processo de regulamentacdo de um contaminante
inicia-se com a inclusdo da substancia na Drinking Water Contaminant Candidate List
(CCL). Para entrar nessa lista, o contaminante ndo deve ser qualificado a um pedido de
regulamentacdo ao National Drinking Water Regulation (NDWR). Apos ter sido
identificado, o poluente € avaliado pelo NDWR antes de ser incluido como parametr para
qualidade da &gua. Hoje, a Agéncia de Protecdo Ambiental americana (EPA) considera
104 compostos quimicos e 12 contaminantes microbiolégicos na CCL (BARRIOS-
ESTRADA et al., 2018).

No Brasil, as resolugdes CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) sdo
responsaveis por indicar os padrfes de qualidade da dgua. Essas resolucfes estabelecem
limites para uma variedade de contaminantes, incluindo muitos desreguladores
enddcrinos, como organoclorados, DDT, aldrin, porém o estradiol e o etinilestradiol ndo
estdo incluidos. Além disso, esses estrogénios também ndo foram incluidos na lista

principal de substancias prioritarias presentes na agua.

3.7. Nanotubos de Carbono (NC)

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da nanotecnologia, muitos materiais com
propriedades fisicas e quimicas superiores tém surgido, o que possibilita suas aplicacdes
em diferentes campos. O nanotubo de carbono é um desses materiais e por sua estrutura
Unica, apresenta propriedades vantajosas de estabilidade, flexibilidade, resisténcia

quimica e elevada area superficial especifica (LIU et al., 2013; LI1U, 2014).

Nanotubos de carbono (NC) sdo formados pelo enrolamento de uma ou varias
folhas de grafeno de forma concéntrica e cilindrica e com cavidade interna oca. E uma
forma alotrépica do carbono e sdo classificados de acordo com o nimero de camadas,
podendo ser de camada Unica — os chamados single walled carbon nanotubes (SWCN)
ou de camada multipla, formados pela sobreposicéo de varias camadas de grafeno — multi
walled carbon nanotubes (MWCN) (WU et al., 2011).

Logo apos formado, os NC sdo inertes e precisam passar por um processo chamado

de funcionalizagéo para que melhore seu desempenho eletroquimico. Neste processo, a
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superficie dos NC sofre uma modificacdo, o que pode ser feito através de tratamento

acido, calcinacao, revestimento polimérico ou adi¢do de um grupo funcional.

A presenga natural de impurezas e defeitos estruturais ddo aos NC certa capacidade
de transferéncia eletrénica. Os sitio ativos dos NC, que controlam a cinética
eletroquimica, estdo localizados nas regides de defeitos superficiais de configuragio sp?,
que podem estar localizados nas paredes do tubo ou nas extremidades, conforme mostrado
na Figura 3.2 (LIU et al., 2014; LIU et al., 2013).

Sitios reativos nas
* — paredes do NC

(S-sites)

Sitios reativos na ponta no NC (T-sites)

Figura 3.2 — Representacdo esquematica dos sitios eletro-ativos dos NC (adaptado
de Liu et al., 2014).

Os NC podem ser utilizados no controle da poluicdo ambiental, sobretudo na
remediacdo das aguas. Essa aplicacdo tem sido focada em processos de adsorcdo, na
fotocatalise e no preparo de materiais de eletrodo de trabalho (anodo) para tratamento
eletroquimico (WU et al., 2011).

Devido a natureza hidrofdbica de sua superficie externa, o nanotubo de carbono tem
elevada afinidade com compostos organicos, especialmente os apolares. Sua estrutura é
propensa a agregacdo de espécies devido as fortes forcas de Van der Waals ao longo de
seu comprimento (GAO & VECITIS, 2012).

Os NC tém proporcoes de tela dupla elevadas, alta area superficial especifica (50-
1.000 m2g1) e excelente resisténcia mecanica e podem ser condutores ou semicondutores

(PEIGNEY etal., 2001). Os NC podem ser formados em finos filmes porosos condutores
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de eletricidade e mecanicamente fortes ou em redes tridimensionais que tem potencial
para muitas aplicacfes. Podem ser utilizados como adsorventes tanto para contaminantes
aquosos organicos quanto para inorganicos (PAN & XING, 2008). A elevada proporgéo
de tela e estabilidade mecénica dos NC permitem a producdo de redes porosas alinhadas
e orientadas aleatoriamente que podem ser eficientes para a purificacdo de agua por
adsorcdo. Ressalta-se que esses materiais podem atuar como adsorventes de substancias
quimicas quando estas estdo presentes em matrizes aquosas em concentragcbes muito

baixas, como 0s poluentes emergentes.

A condutividade elétrica e estabilidade corrosiva dos nanotubos de carbono tém
levado a sua utilizacdo como substratos condutores tridimensionais para uma gama de
aplicacdes ambientais e dispositivos eletronicos. O NC monocamada tem potencial como
substituto de grafite em baterias de litio e os nanotubos de carbono tém sido utilizados
como substratos de catalisadores tanto para o catodo quanto para o anodo de células de
combustivel e em células fotoeletroquimicas para a conversdo da energia solar. Os NC
também tém encontrado utilidade na eletroanalitica. Da mesma forma, devido a
hibridacdo da adsorcdo de NC, a filtracdo e as propriedades condutoras podem produzir
filtros eletroquimicamente ativos para o tratamento de agua (GOODING et al., 2003;
WANG et al., 2006).

Uma aplicacdo promissora € a utilizacao de eletrodos baseados em NC em sistemas
eletroliticos. Quando comparados aos eletrodos de carbono convencionais, tem-se
observado que os NC apresentam melhores propriedades eletrocataliticas para muitas
reacOes eletroquimicas. Estas propriedades eletrocataliticas superiores podem ser
atribuidas as menores dimensdes e canais nos tubos de NC, a estrutura eletronica Unica e
aos defeitos topoldgicos presentes na superficie do nanotubo de carbono. A utilizacéo de
NC como eletrodo ou para modificar um eletrodo de trabalho pode aumentar as taxas de

transferéncia eletronica.

Os NC possuem uma elevada area superficial efetiva e por essa razdo podem ser
utilizados como material adsorvente de uma grande variedade de compostos aromaticos
e matéria organica natural, pela combinacéo de fortes interagdes hidrofobicas e do tipo n-

.
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3.7.1. Aplicagbes do NC

ZHANG et al., (2014) estudaram um novo tipo de eletrodo Ti/SnO2 — Sb
modificado com nanotubo de carbono por eletrodeposicdo, visando a degradacdo do
corante acid red 73. Os autores compararam o desempenho do processo com eletrodos
modificados e ndo modificados com NC. Eles concluiram que os eletrodos modificados
com NC possuem mais sitios ativos para a oxidagdo eletroquimica dos compostos
organicos. Apos 3 horas de tratamento, o corante foi quase totalmente removido e as
remocdes de demanda quimica de oxigénio (DQQO) e carbono organico total (COT)
atingiram niveis de 80,12% e 46,01%, respectivamente, para o eletrodo modificado,

enquanto o eletrodo ndo modificado alcangou niveis de remocdo em torno de 63 e 37%.

XUE et al., (2015) desenvolveram eletrodos esponjosos constituidos por NC,
visando aumentar a eficiéncia de degradacdo do &cido perfluorooctanoico, um poluente
organico persistente encontrado em matrizes aquosas, por eletro-oxidacdo. Eles
encontraram percentuais de remocdo do acido superiores a 90% aplicando 3,5 V, ap6s
tratamento do eletrodo com é&cido para modificar as caracteristicas morfoldgicas e
superficiais e a hidrofilicidade do eletrodo. Os autores também perceberam que 0s
contaminantes sdo adsorvidos rapidamente na superficie dos NC, o que aumenta a

concentracdo do poluente organico na area superficial anddica.

CZECH & BUDA, (2015) prepararam nanocompdsitos do tipo NC-TiO2-SiO;
para avaliar o processo de fotocatalise para a remocao de bisfenol A e carbamazepina.
Foram adicionados cerca de 0,15-17,8% de NC de camada multipla nos compdsitos. Apés
30 min de irradiacdo de luz UV, foram obtidas remoc¢des superiores a 50% de cada

micropoluente.

TIAN et al., (2012) adicionaram cerca de 0,006 % de NC de paredes mdultiplas em
areia de quartzo para preenchimento de um sistema de filtracdo em areia em coluna de
leito fixo, para a remoc&o dos metais pesados Pb*? e Cu*2. Foi observada uma melhoria
na remocao dos ions, e foram alcancgadas remocdes maximas de 75% e 57% para chumbo

e cobre, respectivamente.

NCIBI & SILLANPAA, (2015) investigaram o uso de aglomerados de NC de
camada Unica e de camada dupla para remover os antibidticos oxitetraciclina e

ciprofloxacina de uma matriz aquosa por adsor¢do. Os maiores percentuais de remogéo
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foram encontrados em pH entre 3 e 7. Atingiu-se cerca de 50% de remoc¢éo ap6s 1 hora

de tratamento com NC de camada multipla.

SIMATE et al., (2012) investigaram se os NC podem ser utilizados como
coagulante/floculante no tratamento preliminar de efluentes da inddstria de cervejaria.
Embora o uso dos NC tenha garantido bons niveis de remoc¢édo de DQO e Turbidez, cerca
de 60% para ambos os parametros, o tradicional cloreto férrico continua sendo mais

eficiente.

HU & CHANG, (2015), estudaram a remocéo de diclofenaco utilizando NC de
paredes maltiplas modificado com &cido nitrico. Sob pH 7, 60 min de processo, 25°C e
concentragéo inicial do poluente de 50 mg.L™?, foi alcancada uma remogéo de 94,6% de

diclofenaco.

GUAN & YAO, (2010), estudaram a remocéo de Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens de aerossois bioldgicos a partir da deposicdo de NC em filtros de membrana
de polipropileno e poliamida. Os resultados mostraram um aumento na eficiéncia de
remocéo da filtragdo por membranas. Para Bacillus subtilis, houve um aumento de 10
para 95% de remocdo apOs o uso das membranas modificadas com NC. Para a

Pseudomonas fluorescens, a eficiéncia foi aumentada de 5% para 60%.

3.8. Filtragao eletroquimica com NC

A aplicacdo de processos eletroquimicos no tratamento de agua e efluentes tem
recebido muita atencéo nos ultimos anos, devido a facilidade de controla-los por meio da
corrente e do potencial elétrico. Contudo, os sistemas tradicionais de eletro-oxidagéo em

batelada sdo limitados e a corrente aplicada é pouco aproveitada.

Nos filtros eletroquimicos de NC porosos, a solucéo passa através dos eletrodos. O
fluxo atraves das configuragGes dos filtros resultam em cinéticas eletroquimicas até 10
vezes maiores quando comparadas com as configuracBes dos reatores eletroquimicos
convencionais em batelada, devido ao aumento da transferéncia de massa convectiva das
moléculas alvo para a superficie do eletrodo (GAO & VECITIS, 2012; VECITIS et al.,
2011).
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A filtracdo eletroquimica tem grande potencial para uma variedade de aplicacdes,
especialmente aquelas relacionadas as separa¢cdes microbianas e de substancias em fase
aquosa e gasosa. Os NC tém sido utilizados em filtros eletroquimicos devido as suas
propriedades Unicas de condutividade, estabilidade quimica e porosidade. Estudos tem
mostrado que filtros eletroquimicos de NC podem remover efetivamente corantes

organicos, fendis e ions por adsorcao e eletro-oxidacéo (LIU et al., 2014).

O aparato de filtracdo eletroquimica é composto pelas seguintes estruturas (LI1U et
al., 2014):
1) Uma camara com uma entrada para a passagem do afluente e uma
saida para a liberacdo do efluente;
2) Um material de filtro poroso de NC posicionado entre a entrada e
a saida. Os NC sdo utilizados como anodo e ficam em contato com um material
condutor, como o titanio.
3) Um segundo material condutor, como o aco inoxidavel,
posicionado entre a entrada e a saida, funciona como catodo. O segundo material
condutor e o primeiro podem ser separados ou mantidos numa configuracéo

espacada por um material dielétrico ou de isolamento.

Quando esta em operacgdo, 0s materiais condutores sdo conectados a uma fonte de

tensdo, que estabelece uma diferenca de potencial entre 0 anodo e o catodo.

O mecanismo de transporte de um sistema de filtracdo eletroquimica dos NC tem
quatro etapas principais: (i) transferéncia de massa da molécula alvo da agua para a
superficie do eletrodo, (ii) adsorcdo, (iii) transferéncia eletronica e (iv) dessorcdo de
produtos, conforme a Figura 3.3 (LIU & VECITIS, 2012; VECITIS et al., 2011):
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Figura 3.3 — Mecanismo de transporte em um sistema de filtracéo eletroquimica

com nanotubo de carbono (adaptado de Liu & Vecitis, 2012).

Na Figura 3.3, observa-se que:

(1) As moleéculas sdo transportadas para a superficie eletrodica por transferéncia de

massa convectiva e difusiva em fungdo do escoamento e da concentragao.
(2) As moléculas sdo adsorvidas na superficie do NC em funcdo da temperatura.

(3) Difusdo das moléculas da superficie do NC para sitios eletroquimicamente

ativos e transferéncia eletrénica em funcdo do potencial anddico.

Durante o processo de filtragdo eletroquimica, surgem limitacGes na transferéncia
de massa, uma vez que a conveccdo se torna negligenciavel proximo a interface
eletrodo/solucdo. Além disso, a difusdo molecular para a superficie do eletrodo €
relativamente lenta e ndo pode completar cineticamente a transferéncia eletrénica. Com
isso, 0 desenvolvimento de novos métodos e materiais para aumentar a transferéncia de
massa para a superficie do eletrodo possibilitara a conclusdo da transformacdo
eletroquimica, além de aumentar a eficiéncia de corrente e reduzir o consumo energético
(LIU et al., 2012).

VECITIS et al., (2011), esquematizaram um modelo de filtracdo eletroquimica, no
qual foi avaliada a adsorgéo, dessor¢éo e oxidacdo do corante azul de metileno, com
consequente formacdo de sub-produtos a partir da aplicacdo de um potencial

eletroquimico. Este modelo pode ser observado na Figura 3.4.
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Figura 3.4 — Adsorcao, dessorcao e oxidacdo do composto azul de metileno a partir

de filtracdo com NC eletroquimicamente ativo (adaptado de Vecitis et al., 2011).

Aplicando um potencial de 2,0 V, a filtracdo eletroquimica resultou em mais de
98% de oxidacdo do composto, durante a passagem do fluido afluente por NC
multicamada poroso e fino com 41 um, num tempo de residéncia inferior a 1,2 segundos.
O filtro eletroquimico também foi capaz de oxidar cloreto e iodeto com potenciais
minimos. Contudo, a oxidagdo desses ions foi limitada pelo nimero de sitios na superficie

dos NC eletroquimicamente ativos.

Os filtros eletroquimicos baseados em NC enfrentam um problema de baixa
eficiéncia de corrente em altos potenciais anddicos, devido a competicao entre a corrosdo
anodica e a oxidagdo da agua. A reacdo de formacédo de oxigénio iré reduzir a eficiéncia
de corrente porque a 4gua estara sempre em excesso em relagdo ao poluente, limitando a
oxidacdo eletroquimica em potenciais anddicos por um sobrepotencial de formacéo de

oxigénio baixo, como apresentado na Equacao 1 LIU et al., (2013).

2H,0 >0, +4e” +4H" (E° =1,03V Ag/AgCl) Q)
O desenvolvimento de novos materiais anddicos com elevado sobrepotencial de
formacdo de oxigénio é de extrema importancia, principalmente em processos de
oxidacgédo de compostos organicos, que requerem altos potenciais anddicos. Os NC podem
ser um excelente catalisador de area superficial elevada. Desse modo, uma forma para

aumentar a eficiéncia de corrente de NC em alto potencial anddico seria a partir do
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revestimento de uma fina camada de nanoparticulas de um o&xido de elevado
sobrepotencial de oxigénio (LIU et al., 2013; LIU et al., 2014).

Os eletrodos revestidos com dxidos metalicos possuem caracteristicas especificas e
dependentes da composi¢do quimica, da estrutura eletrénica e da cristalinidade da camada
de Oxido. A atividade eletro-catalitica e as estabilidades mecanicas e quimicas desses
eletrodos podem aumentar e podem gerar radicais ativos que destroem com facilidade

substancias organicas refratéarias (L1U et al., 2013).

Trés requisitos sdo exigidos na preparacéo de anodos do tipo NC-6xido metalico:
1) Utilizacdo de NC livre de fatores ligantes; 2) Estrutura porosa tridimensional
mecanicamente estavel; 3) Material composito formado com elevado potencial de

evolucdo de oxigénio e minima toxicidade (LIU et al., 2013).

Uma fina camada de NC deve ser primeiro depositada sobre um substrato metalico,
tal que o revestimento de nanoparticulas possa ser formado por deposicao quimica. O
produto final ndo pode ser utilizado como eletrodo de escoamento. O uso de aditivos
como revestimento pode resultar numa oxidagdo competitiva e bloquear os sitios de

reacao.

Em aplicacbes eletroquimicas, SnO2 e SnO.—“dopado” sdo 0s materiais de
revestimento anddico inorganicos mais utilizados, pois 0 SnO2 apresenta um dos maiores

potenciais de evolucdo de oxigénio (1,7 V) por Ag/AgCI (LIU et al.,2013).

Uma outra forma de melhorar o desempenho dos NC em sistemas eletroquimicos é
revestindo-os com fios de poliéster. Este procedimento aumenta a area superficial
especifica e a atividade eletroquimica do nanomaterial. HE et al., (2013), estudaram a
remocao de bisfenol-A a partir da eletro-oxidacdo com anodos de NC revestido com fios

de poliéster e obtiveram uma remocao superior a 90%.

Os NC apresentam muitos problemas macroestruturais e, por isso, sdo de dificil
aplicacdo em larga escala. Como uma alternativa a esse problema, alguns pesquisadores
tém optado pelo uso de grafeno em substituicdo ao NC. O grafeno € um outro
nanomaterial carbonico que pode ser utilizado no tratamento de &gua. E derivado do
grafite e também possui boa resisténcia mecanica, estabilidade quimica e elevada

condutividade elétrica e térmica e area superficial especifica. Além disso, sua toxicidade
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€ menor que a do NC, ja que o grafeno € sintetizado pela esfoliacdo de grafite ultra puro,

0 que evita o deposito de metais e outros materiais residuais (LIU, HAN et al., 2014).

LIU, YANBIAO et al., (2014) estudaram um sistema de filtracdo eletroquimica
com anodo bidimensional composto por NC e grafeno. Os autores relatam que foi

alcancada uma remoc¢ao maxima de 93% de ferrocianato quando utilizado o grafeno.

LIU et al.,, (2013) estudaram o desempenho de anodos de NC sem e com
revestimento, visando a remocdo de carbono organico total (COT) e oxalatos em
diferentes matrizes. Eles prepararam uma rede de NC porosa e condutora revestida
uniformemente com particulas de bismuto e dopada com SnO. A estabilidade anddica,
caracterizada pela corroséo oxidativa dos NC, indicou que no revestido houve corrosio
insignificante até Vanodo = 2,2 V. O NC ndo revestido sofreu degradagéo a partir de Vanodo
= 1,4 V. Os autores constataram que o eletrodo tridimensional teve melhor desempenho,
com reducdo de COT de 2 a 8 vezes maior, eficiéncia de corrente de 1,5 a 3,5 maior e
consumo energético de 4 a 5 vezes menor. A melhoria da reatividade, a alta eficiéncia e
0 consumo de energia sdo atribuidos ao aumento da condutividade, potencial de evolugédo

de oxigénio e a estabilidade do anodo revestido.

LIU et al., (2015), desenvolveram um filtro eletroquimico para a degradacao de
0,2 mM do antibi6tico tetraciclina em &gua. Sob o potencial de 2,5 V aplicados na célula
e uma vazdo de 1,5 mL.min, eles perceberam que a substitui¢do do catodo de titanio
perfurado por um catodo de NC foi capaz de aumentar o fluxo de oxidacéo de tetraciclina
em 2,3 vezes. Os autores também concluiram que a adicdo de matéria organica natural
pode afetar a eletro-oxidacdo de tetraciclina, ja que esta compete por sitios de sor¢do e de
oxidacdo na superficie do eletrodo. O consumo energético foi de 0,084 KWh.m,

considerado um valor relativamente baixo.

RAHAMAN et al. (2012) avaliaram a performance da filtracdo eletroquimica
com eletrodos de NC na remocédo e inativacdo de particulas virais do tipo MS2. A
aplicacdo de 2 ou 3 V resultou na completa remocgédo e significativa inativacdo das
particulas virais na presenca de 5 mg.L™ de matéria organica natural. O filtro se manteve
em alta eficiéncia em uma ampla gama de solugbes em diferentes pH. Os autores
atribuiram a alta eficiéncia pelo aumento do transporte das particulas virais devido ao
campo elétrico aplicado e as interacGes eletroestaticas com o anodo de NC. As particulas

adsorvidas na superficie dos eletrodos foram inativadas por eletro-oxidagao.
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Estudos recentes tem mostrado que a eficiéncia da filtracdo eletroquimica pode
ser reduzida durante extensas eletrdlises. 1sso ocorre devido a passivagdo da superficie
eletrodica. Substancias poliméricas e aromaticas podem revestir a superficie do eletrodo,
resultando em sitios de passivacdo. Com isso, a aplicacdo da filtracdo eletroquimica
requer investigacOes aprofundadas sobre o mecanismo de passivacdo do eletrodo,
técnicas de regeneracdo do eletrodo e métodos de prevencdo da passivacdo. Para a
regeneracdo e eliminagdo da passivacdao, podem ser utilizadas técnicas de limpeza

quimica, eletroquimicas e calcinacao.

GAO & VECITIS (2013) avaliaram a remocao de matéria organica por filtracdo
eletro-oxidativa em solugcGes aquosas contendo fenois. Eles utilizaram como anodo o NC
puro, NC dopado com boro e NC dopado com nitrogénio. Para os trés tipos de anodo a
remocao de COT alcancou cerca de 87% num tempo de residéncia de 1 segundo sob 3 V.
No potencial anddico de 1,6 V, nas concentracdes iniciais de fenol de 0,2 e 1 mM, os
autores observaram uma diminuicdo do valor de corrente com o tempo, entre 2 e 3 h de
processo. Foi constatado que essa diminui¢do se trata de passivagdo do eletrodo, em
virtude do acimulo répido de fenol na superficie eletrodica. O eletrodo de NC dopado

com boro foi 0o mais resistente e apresentou menores decréscimos de corrente.

(LIU et al., 2013) também discutem mecanismo de passivacdo do anodo no

trabalho, conforme mostrado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Mecanismo de passivac¢éo de anodos de NC ndo revestido com tensdo
de célula 2 4 V (adaptado de LIU et al., 2013)
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O mecanismo de passivacao do anodo de NC ndo revestido € atribuido a dois tipos
de processo: 1) producéo eletroquimica de oxigénio e consequente formacao de bolhas
que podem bloquear sitios ativos e 2) oxidacdo eletroquimica de espécies organicas, que

pode ser tanto de forma direta, quanto de forma indireta.

Na Figura 5, as bolhas de oxigénio produzidas blogueiam os sitios de transferéncia
de elétrons na superficie de reacdo e quebram a rede de contato NC-NC. Ocorre oxidagao
direta dos NC, a partir de aberturas na superficie, liberando pequenas moléculas organicas
e CO,. Ha também oxidacdo indireta, resultante da producdo de radicais hidroxila e

radical sulfato em E°= 2,2 V, liberando moléculas organicas menores e CO».

3.8.1. Fenomenos fisico-quimicos envolvidos na filtracao eletroquimica

O sistema de filtracdo eletroquimica é capaz de remover efetivamente uma grande
variedade de compostos quimicos recalcitrantes via adsor¢éo e eletro-oxidacao. A seguir,

esses dois fendmenos fisico-quimicos séo descritos.

3.8.1.1. Eletroadsorgdo

A eletroadsorcao € o processo de acumulo de uma espécie, inicialmente presente na
solucdo, na superficie do eletrodo, em virtude de forcas eletroestaticas e intermoleculares
que se encontram na superficie eletrédica. Por isso, enquanto o processo tradicional de
adsorcdo pode ser induzido pelas mudancas de pressdo, concentracdo e temperatura, a
eletroadsorcdo pode ser controlada por alteracbes do potencial elétrico aplicado nos
eletrodos, além dos parametros anteriormente mencionados (FOO & HAMEED, 2009;
ZHANG et al., 2014).

De modo geral, na eletroadsorcdo ndo ha alteracbes quimicas nas especies
eletroadsorvidas. As espécies dissolvidas sdo convertidas em espécies nao soluveis e se

depositam na superficie do eletrodo.

A eletroadsorcdo é definida como uma adsorcao induzida por polariza¢do. Quando
um campo eletroestatico externo ¢ imposto a superficie dos eletrodos imersos numa

solucéo eletrolitica, ions carregados sdo forgados a se movimentarem na dire¢do do
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eletrodo de carga oposta, 0 que permite a ocorréncia de separacdo de carga atraves da
interface eletrodo/solucéo (GOLUB et al., 1987).

O processo de eletroadsorgdo se distingue de outros processos eletroquimicos por
ser ndo-faradaico. Os processos faradaicos séo aqueles nos quais ocorre transferéncia de
elétrons através da interface eletrodo/solucéo por meio de reacGes de Oxido-reducao. Por
outro lado, os processos ndo-faradaicos ocorrem num determinado potencial onde ndo ha
transferéncia de carga entre a interface. Porém, alguns processos como adsorcdo e
dessor¢do podem alterar a estrutura da interface, através do acumulo de cargas no eletrodo
ou em regides proximas a ele, e permitir com que correntes externas se originem e formem
a chamada dupla camada de Helmholtz (FOO & HAMEED, 2009).

A dupla camada de Helmholtz dos processos nao-faradaicos funciona como um
capacitor de placas planas e paralelas. Essa camada é formada pelo acumulo de ions
préximo a superficie onde ocorrem as reagdes. Os ions propriamente adsorvidos, 0s mais
proximos & superficie do eletrodo, formam o plano interno da dupla camada, também
conhecido como Plano Interno de Helmholtz (IHP). Os ions solvatados, atraidos pelos
ions adsorvidos, formam o plano mais externo da dupla camada, também conhecido como
Plano Externo de Helmholtz (OHP). Os ions adsorvidos reagem quimicamente com a
superficie, enquanto os ions solvatados e mais externos sdo influenciados por forcas
externas de longo alcance. A representacdo esquematica da dupla camada de Helmholtz

pode ser vista na Figura 3.6:
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Figura 3.6 — Diagrama esquematico da dupla camada elétrica (adaptado de FOO
& HAMEED, 2009)

Para que o sistema de eletroadsorgéo opere apropriadamente, algumas propriedades
sdo necessarias, como (GOLUB et al., 1987; HUANG & SU, 2010; ZHANG et al., 2014):

1) Elevada capacidade de adsorcao;

2) Répida taxa de adsorcao;

3) Estabilidade quimica a variadas temperaturas;
4) Boa condutividade elétrica e;

5) Solucéo de elevada permeabilidade.

Como a eletroadsor¢cdo € um processo superficial, quanto maior for a area
superficial do eletrodo, maior sera a capacidade eletrofiltrante. Uma maior e mais rapida

capacidade adsortiva reduz o comprimento de coluna necessario para a eficiéncia do
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processo. Contudo, como o tamanho de particulas ndo-porosas é reduzido para a obtencao
de uma elevada &rea superficial, a permeabilidade do eletrodo diminui e maiores pressdes
devem ser aplicadas para que a solucéo escoe pelo sistema. Em razéo desse problema, séo
utilizadas particulas porosas e maiores areas superficiais especificas sdo obtidas pela

reducao do tamanho dos poros nesses sistemas (HUANG & SU, 2010).

Para o alcance de maxima capacidade adsortiva, os pesquisadores tém utilizado
eletrodos de NC, grafeno ou recobrimento de eletrodos metélicos com fibras de carbono
modificadas.

3.8.1.2. Eletro-oxidagdo

O processo de eletro-oxidacdo pode ser considerado um dos mais promissores
para o tratamento de efluentes, pois dentre as suas principais vantagens, destacam-se a
elevada eficiéncia energética, facil operacdo, répida velocidade de reacdo, alta
seletividade e compatibilidade ambiental (CHEN, 2004; MARTINEZ-HUITLE &
PANIZZA, 2018).

Um composto organico, poluente e de baixa biodegradabilidade ao ser submetido
a um processo de eletro-oxidagéo resulta em mineralizagcdo completa, gerando CO2 e
agua e ndo sdo necessarios outros processos de purificacdo. A aplicabilidade desse
processo depende de trés fatores, como 1) geracdo de radicais hidroxila quimicamente ou
fisicamente adsorvido, 2) natureza do material anodico, 3) competi¢do do processo com
a reacdo de evolucdo de oxigénio.

A eletro-oxidacdo pode ocorrer por dois mecanismos: Eletro-oxidac&o direta ou
eletro-oxidacdo indireta. Na eletro-oxidacdo direta, os poluentes sdo diretamente
oxidados no anodo ou por transferéncia direta de elétrons para o anodo. Espécies reativas
de oxigénio (ERO) podem ser formadas no anodo. Na eletro-oxidacéo indireta, ocorre a
geracdo de radicais de oxidantes, como o radical hidroxila e ion hipoclorito. A oxidacao
indireta apresenta maiores eficiéncias de oxidagdo (MARTINEZ-HUITLE & PANIZZA,
2018). A Figura 3.7 mostra um esquema dos mecanismos direto e indireto de eletro-

oxidagdo em meio aquoso.
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Figura 3.7 — Mecanismos de elero-oxidagao de compostos organicos em meio
aquoso (MARTINEZ-HUITLE & PANIZZA, 2018 - adaptado)

A selecdo do material de eletrodo é fundamental para a obtencdo de maiores
conversdes no processo de eletro-oxidacdo. Dentre 0s mais estudados para a oxidagéo de
poluentes, destacam-se o grafite, carbono vitreo, platina e varios 6xidos metélicos, como
IrO2, RuO2, PbO4 e SbO,. DAS (Anodos Dimensionalmente Estaveis) e BDD (Diamante
dopado com boro) apresentam elevada estabilidade eletroquimica e alto potencial de
evolucdo de oxigénio, porém, o custo elevado limita a aplicacdo desses materiais (L1U et
al., 2019; MARTINEZ-HUITLE & PANIZZA, 2018).

Outra inovagdo no que se refere ao desenvolvimento de novos materiais de
eletrodo tem sido a adicdo de nanotubos de carbono. Devido as suas propriedades
estruturais, mecanicas e elétricas, esse material tem sido aplicado na superficie de anddica
para melhorar a estabilidade, condutividade e propriedades eletrocataliticas dos eletrodos
(MARTINEZ-HUITLE & PANIZZA, 2018).

3.9. Atividade Estrogénica

Em estacOes de tratamento de &gua e efluentes domésticos convencionais, 0s

desreguladores enddcrinos sdo geralmente degradados em maior quantidade apds a etapa
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de desinfeccdo, onde subprodutos dessas moléculas podem ser gerados e alguns deles

podem ainda ter atividade estrogénica (BILA et al., 2007).

Embora hoje em dia muitos estudos tenham sido realizados com a finalidade de
oxidar poluentes emergentes, deve-se atentar ao fato de que a tecnologia empregada
precisa ndo apenas ser eficiente na remocdo desses poluentes, mas também evitar a
producdo de intermediarios biologicamente ativos ou substancias de potencial

estrogénico superior a molécula original.

Atividade estrogénica é a obtencéo de respostas bioldgicas similares as produzidas
por hormdnios enddgenos (GUEDESMANIERO et al., 2008). A estrutura fendlica dos
estrogénios € a principal responsavel pela atividade estrogénica e efeito potencial desses
compostos. A quebra do anel fendlico mostra-se como um processo efetivo na remocéo
da atividade estrogénica. Além disso, quanto maior o potencial estrogénico, maior sera

seu efeito em provocar danos aos seres Vivos.

De acordo com a acdo bioldgica estabelecida com os receptores hormonais, 0s
desreguladores enddcrinos podem ser classificados como agonistas, se mimetizam um
determinado hormonio estrogénico, ou antagonista, quando blogqueiam um horménio, ao

se ligarem a um receptor anti-estrogénico (ESTEBAN et al., 2014).

A estrutura das moléculas dos desreguladores enddcrinos pode ser muito similar
a de um hormdnio. Todos os estrogénios inferidos por um organismo tem a capacidade
de se ligar a receptores estrogénicos em células alvo e, assim, podem limitar ou inibir
acOes e efeitos estrogénicos. Dessa forma, 0s estrogénios exdgenos tem o potencial de
alterar o metabolismo corporal (BILA et al., 2007; ESTEBAN et al., 2014).

Substancias xenobioticas geralmente interagem com mais de um receptor de

estrogénio e oferecem efeitos adversos a saude.

A atividade estrogénica pode ser diferente para cada estrogénio. A depender do
ensaio bioldgico, os desreguladores endocrinos sintéticos possuem atividade estrogénica
mais elevada que os de origem natural, como é o caso do etinilestradiol. Assim, estudar
diferentes formas de ndo apenas degradar estrogénios, sintéticos ou naturais, mas também

reduzir a estrogenicidade desses compostos é muito importante.
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O efeito resultante da combinacdo de compostos estrogénicos também é
importante, j& que esses compostos ndo sdo encontrados na natureza separadamente e
podem interagir entre si e aumentar o potencial estrogénico. Das combinagdes podem
surgir trés tipos de efeito: o aditivo, o sinérgico ou o antagbnico. Quando o efeito da
combinacdo é o esperado, pode-se afirmar que houve efeito aditivo. Se o resultado é
superior ao esperado, houve efeito sinérgico. Se o resultado for menor que o esperado,

houve efeito antagdnico.

Composto com atividade
estrogénica liga-se ao
estrogénio receptor

Figura 3.8 — Mecanismo de acdo de desreguladores enddcrinos em organismos

vivos (adaptado de www.plastipure.com).

3.9.1. Determinacao da atividade estrogénica

Existem diversos métodos para a determinacdo da atividade estrogénica em
matrizes aquosas. Eles podem ser divididos em ensaios in vivo e in vitro. Os ensaios in
vitro séo geralmente usados para triagem, engquanto 0s ensaios in vivo séo adequados para

a analise dos efeitos da atividade estrogénica como um todo.
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3.9.1.1. Ensaios in vivo

Os testes in vivo avaliam a reproducdo e desenvolvimento em animais. S&o
avaliados parametros como crescimento, reproducdo, mudancas morfoldgicas, alteracoes
histoldgicas, quantidade de ovos e aspectos bioquimicos. O teste in vivo mais comum é a
avaliacdo do aumento da concentracdo da vitelogenina (VTG) em organismos aquaticos.
A sintese do VTG é regulada por hormdnios estrogénios. Assim, o aumento de VTG no
sangue de peixes machos durante o periodo de maturagdo sexual, indica um aumento da

concentracéo de estrogénios (SEGNER et al., 2013).

Qutros testes in vivo padronizados sdo o Fish Screening Assay (FSA), Fish Egg
Assay (ELST)), Amphibiam Methamosphosis Assay, Fish Life Cycle Test, Mollusk
Reproduction test with (LCT) e Potamopyrgus antipodarum (Pa-Repro) (FENT, 2007).

Embora o teste in vivo seja importante por fornecer informacdes sobre toxicidade
crbnica das espécies presentes na amostra e indicacdes do comportamento a longo prazo,
a utilizagéo deste tipo de teste sofre resisténcia devido ao seu custo e tempo elevado de
obteng&o de resultados.

3.9.1.2. Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro sdo indicados para a analise de amostras ambientais, ja que se
constituem de metodologia mais simples, mais rapida e sdo capazes de avaliar maior
namero de amostras (FENT, 2007).

Testes in vitro sdo baseados em moléculas especificas e no mecanismo celular
para detectar e medir efeitos de desreguladores enddcrinos nas células. Esse teste usa
culturas celulares e microrganismos transgénicos modificados para detectar mudancas na

ativagdo receptora, na funcéo enzimatica ou inibicéo de sinal de transducéo.

No ensaio in vitro, sdo selecionados compostos que tenham afinidade com o
receptor estrogénico da célula. A resposta do teste € comparada com a resposta
estrogénica de um composto de referéncia, geralmente o estradiol, que € um ligante
natural do receptor estrogénico. A atividade estrogénica da amostra pode, entdo, ser

guantificada e expressa como equivalente estradiol (EQ-E2). O EQ-E2 indica a
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concentracdo de estradiol que traria 0 mesmo efeito que a atividade combinada de todos
0s compostos com propriedades estrogénicas agonistas e antagonistas presentes na
amostra (ROUTLEDGE; SUMPTER, 1996).

As principais vantagens do ensaio in vitro sdo o baixo custo quando comparado
ao ensaio in vivo, alta reprodutibilidade, padronizacdo da metodologia, tolerante a
toxicidade, varredura de alto rendimento e ndo causa danos aos animais. As desvantagens
sdo a ndo consideracdo do metabolismo do ser vivo como um todo, ndo deteccdo de
bioacumulac&o e dificil analise dos efeitos cronicos (BIRKETT; LESTER, 2002).

Dentre 0s ensaios in vitro mais utilizados para a deteccdo de atividade estrogénica,
destacam-se aqueles que avaliam a proliferacdo celular, a interagdo com receptores
hormonais em células de mamiferos ou leveduras. Abaixo sdo apresentados os principais
ensaios in vitro (WILSON et al., 2004).

e ER-CALUX - Ensaio de ativacdo quimica da expressdo génica da luciferase por
meio de um receptor estrogénico;

e MCF-7 - Proliferacao de células induzidas por compostos estrogénicos de células
mamarias humanas cancerigenas, baseado na contagem do numero de células. Os
compostos adicionados ao meio de cultura inibem a proliferacdo das células,
enguanto 0s compostos estrogénicos induzem sua proliferacdo pela anulacéo
desse efeito;

e Ensaio Lesk — A atividade estrogénica é medida mediante a emissdo de luz,
guando ha ligacdo de compostos estrogénicos com o receptor de estrogénio.
Luciferina € adicionada no meio de cultura para que a reacdo de producéo de luz
ocorra fora da célula;

e Ensaio YES — Utiliza células recombinantes de levedura. Deteccdo da atividade

da enzima B-galactosidase é realizada para medir a indugdo de um estrogénio.

3.9.2. Ensaios para avalia¢do da atividade estrogénica

Estudos que avaliam a atividade estrogénica de substancias quimicas diversas

podem ser encontrados na literatura.
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ESTEBAN et al.,, (2014) quantificaram um grande numero de poluentes
emergentes com atividade estrogénica em rios na Espanha. Os resultados mostraram a
presenca desses compostos numa faixa de 2 a 5928 ng.L. Contudo, o potencial
estrogénico ndo excedeu a 1 ng.L™. Os autores concluiram que o potencial estrogénico
nos rios estudados é baixo, embora a tenha sido detectada a presenca de elevada

concentracdo de compostos organofosforados.

MBOULA et al., (2015) estudaram a degradacdo de estradiol por fotocatélise com
luz solar simulada. Embora tenham obtido significante degradacdo de estradiol com
catalisadores ECT-1023t e Evonik P25, alguns intermediarios formados durante o
tratamento foram identificados e os autores perceberam que o grupo fendlico nao foi

destruido e que o efeito estrogénico permaneceu na amostra.

RAO et al. (2013) estudaram a determinacdo de estrogénios e de atividade
estrogénica em trés rios na regido de Tiajin, China. O bioensaio utilizado foi 0 ER-Calux.
Os resultados apontaram uma concentragdo de equivalente de estradiol (EQ-E2) entre
5,72 e 59,06 ng.Lt. A comparacéo dos valores de EQ-E2 no bioensaio permitiu concluir
que o estradiol e o etinilestradiol foram os maiores contribuidores pelo potencial

estrogénico nas amostras desses rios.

3.9.3. Ensaio YES

O ensaio YES foi desenvolvido por ROUTLEDGE & SUMPTER (1996) e baseia-
se nas interacdes antigeno-anticorpo. O teste avalia a capacidade de um composto em
mimetizar o estrogénio natural pela interacdo com o REh (receptor de estrogénio). Esse
teste utiliza a levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada. A sequéncia
de DNA do receptor do estrogénio humano foi inserida no genoma dessa levedura para

responder a compostos com atividade estrogénica.

O ensaio é realizado em microplacas de 96 pocos e multiplas amostras podem ser
analisadas em uma larga faixa de concentragdo. O resultado é obtido apos trés dias. Nota-

se uma mudanca de coloracdo do meio de amarelo a rosa ao final do teste.

O teste YES é muito sensivel e pode chegar a limites de deteccdo de 2 ng.LL. A

andlise dos resultados do teste é baseada na comparacdo entre as amostras e a curva
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padrdo previamente construida com estradiol. A expressdo da levedura varia com as
diluicdes realizadas e pode-se comparar as respostas obtidas nos ensaios de diluicdo com
0 padréo de referéncia, o estradiol. Essa comparacdo permite com que seja obtida a
poténcia relativa das amostras, que sdo expressas em equivalente estradiol (EQ-E2)
(BILA et al., 2007; ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996).

A poténcia relativa é calculada com base no ECso, que € o valor que indica 50%

da resposta da curva padrdo de estradiol.

A Figura 3.9 mostra o esquema do sistema de expressdao do estrogénio no teste
YES.

Citoplasma

Figura 3.9 — Inducéo da expressdo do estrogénio na levedura Saccharomyces

cerevisiae (Bila, 2005 — adaptado).

(1) O gene receptor de estrogénio humano € integrado no genoma principal e é
expresso.

(2) O gene receptor de estrogénio humano é capaz de aclopar-se aos elementos de
resposta de estrogénio (ERE) dentro de um promotor hibrido na expressédo do
plasmideo.

(3) Ativacao do receptor pela ligagdo do ligante causa expressao do gene receptor da
lac-Z

(4) Producao da pB-galactosidase

(5) B-galactosidase é excretada no meio

(6) B-galactosidase metaboliza o substrato cromogénico CPRG (amarelo) a um
produto vermelho que pode ser medido pela absorbancia a 540 nm.
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BISTAN et al. (2011), utilizaram o teste YES para avaliar a atividade estrogénica
em corrente afluente e efluente de estacGes de tratamento de &gua municipais na
Eslovénia. Os autores concluiram que o ensaio de atividade estrogénica respondeu bem a
presenca dos compostos estrogénicos e nao-estrogénicos nas amostras. Até 90% de
atividade estrogénica relativa foi detectada nas amostras, devido a presenca de hormonios

naturais e sintéticos e xenoestrogénios.

A presenca de substancias tdxicas nas amostras pode induzir a um erro na leitura
do resultado da atividade estrogénica no ensaio YES. Essas substancias podem interferir
na leitura da cor ou no crescimento da levedura. Além disso, apos a degradacao do CPRG
podem ser formados subprodutos que adicionam efeito estrogénico na amostra. FISHER
et al. (2009) afirmaram que o ensaio YES deve ser utilizado com atencdo, ja que misturas
complexas de compostos com elevado potencial estrogénico podem causar interferéncias

e alterar o resultado real do teste.

Para que o teste YES seja utilizado, deve-se haver uma condicdo de paralelismo
entre as curvas das amostras e do padrdo, ou seja, as curvas devem ter a mesma

declividade para que os resultados possam ser comparados e a poténcia relativa calculada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Produtos Quimicos e Materiais

17B-estradiol (C18H2402, >98%), 17a-etinilestradiol (C20H2402, >98%), sulfato de
s0dio (NaSO4, >98%), acetonitrila anidro (C2HsN, 99,8%), hexano (CeHis, 95%),
metanol (CHsOH, 99,8%), acetona (C3HsO, 99,5%), acido fosforico (HsPOs, 85%) e
etanol (C2HeO, 95%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). O clorofenol
red-B-D-galactospiramido (CPRG) foi fornecido pela Roche Diagnostics GmbH. Todos
os produtos quimicos foram adquiridos em grau analitico. O efluente de saida do
tratamento bioldgico foi fornecido pela ETE de Deer Island (Boston, MA) e armazenado
no escuro a 4 °C até a sua utilizacdo. Os nanotubos de carbono multicamadas (NC) foram
adquiridas da NanoTech Labs, Inc. (Buckeye Composites, Yadkinville, NC) em folhas
pré-formadas de 30,5x30,5 cm e cortadas em circulos de 47 mm de didmetro

(denominados de “NC antes do tratamento™).

4.2. Preparo das solugdes de estrogénios

Solugdes estoque de E2 e EE2 (370 uM ou ~ 100 mg.L™t) foram preparadas
dissolvendo os estrogénios em acetonitrila e armazenados a 4°C. As solucBes estoque
foram adicionadas a agua ultrapura ou efluente de ETE, a fim de obter uma concentracao
final de 37 uM (ou 10 mg.L) de cada hormdnio. SolugBes aquosas foram preparadas
com 4&gua ultrapura de um sistema de purificacdo Barnstead Nanopure Infinity
(resistividade > 18 MQ.cm™). Para o estudo do efeito do pH no potencial de pico, foram
adicionadas gotas de NaOH e de H2S0O4 0,1 M para a obtencao de solucGes de pH 2, 4, 6,
8 e 10. O pH das solucdes foi medido pelo medidor de pH e condutividade Hanna, modelo
HI9811-5.

4.3. Pré-tratamento dos NC

O pré-tratamento das membranas de NC consistiu em umedecer a membrana com

10 mL de etanol e depois lava-la com 600 mL de agua deionizada por filtragdo a vacuo
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para remover as impurezas e aumentar a molhabilidade. Todas as membranas foram pre-

tratadas com agua ultrapura com uma resistividade minima de 18 MQ.cm™.

4.4. Andlise da area superficial BET dos NC

A area superficial especifica e a distribuicdo do tamanho de poros dos nanotubos
de carbono multicamadas foram medidas no Laboratério de Engenharia de Polimerizagao
(ENGEPOL) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) usando um
Micromeritics modelo de Area de Porosidade Acelerada e Porosidade (ASAP) 2020.
Cerca de 0,1 g de amostra do filtro foi colocada num tubo de vidro de analise. A amostra
foi seca a 120 °C por 1 h antes da analise. Para eliminar os gases adsorvidos a dgua, dois
discos (47 mm) de NC foram aquecidos a véacuo (0,005 torr) a 300 °C por 12 h. As
isotermas de adsorgdo e dessorcao N» foram obtidas a -196 °C, valores de presséo relativa
entre 0,001 e 0,993. Os volumes de mesoporos e microporos foram obtidos pelos métodos

BJH e t, respectivamente.

4.5. Caracterizacdo dos NC

Os NC foram caracterizados em detalhes antes e depois do tratamento em filtro
eletroquimico por microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise termogravimétrica
(TGA), espectroscopia fotoeletronica de Raio-X (XPS) e voltametria de varredura linear.

Os detalhes de cada analise sdo descritos a seguir.

4.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura

As andlises de MEV foram feitas no Centro para Sistemas em Nanoescala (Center
for Nanoscale Systems (CNS)), da Universidade de Harvard, em Massachusetts, USA,
num equipamento Zeiss FESEM Ultraplus. As micrografias foram analisadas através do

software ImageJ (NIH) para determinar o didmetro e a distancia entre os nanotubos.
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4.5.2. Analise Termogravimétrica

Anélises termogravimétricas (TGA) foram feitas no Centro de Pesquisa em Ciéncia
e Engenharia de Materiais de Harvard num analisador termogravimétrico Q5000-IRTA
Instruments. Amostras foram colocadas em formato de cubos de 0.5x0.5 cm foram
colocados em cadinho. As massas iniciais dos materiais foram medidas. O cadinho foi
aquecido a 150°C por 30 min para a remocdao de qualquer residuo de &gua e, depois, a
800°C por mais 30 min ate retornar a temperatura ambiente. O percentual de material
residual foi determinado usando a massa inicial e a massa remanescente ap6s o término

do ciclo térmico.

4.5.3. Espectroscopia Fotoeletronica de Raio-X

A espectroscopia fotoeletronica de Raio-X (XPS) foi realizada no Centro para
Sistemas em Nanoescala (Center for Nanoscale Systems, CNS) da Universidade de
Harvard usando o equipamento Thermo Scientific K-Alpha XPS. Os espectros de
pesquisa foram escaneados para todas as amostras de 0 a 1.400 eV para determinar a
composicdo elementar na superficie do material de eletrodo. Varreduras de elemento
individuais também foram coletadas. O software Avantage foi utilizado para determinar

as razdes molares de oxigénio/carbono (O/C) e areas de pico de cada elemento.

4.5.4. Voltametria Ciclica

Os ensaios voltamétricos foram realizados no equipamento eletroquimico
CHI604D da CH Instruments, utilizando Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e titanio
como contra-eletrodo. Foram feitos testes com nanotubo de carbono comercial em
escoamento na filtracdo eletroquimica com NC. A velocidade de varredura utilizada foi
mantida a 0,1 V.s, exceto nos experimentos de avaliacio do efeito da velocidade de

varredura, na qual esse parametro variou entre 0,025 e 0,2 V.s™.
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4.6. Filtracdo eletroquimica

Os experimentos de filtracdo eletroquimica foram conduzidos num filtro comercial
de policarbonato (Whatman), que foi modificado e adaptado para a insercdo dos
eletrodos, conforme mostrado na Figura 4.1.

A membrana de NC foi suportada por uma membrana de PTFE e colocada no
dispositivo de filtragem. Apds o pré-tratamento, a membrana de NC foi colocada na base
do dispostivo de filtracdo eletroquimica e lavada com agua deionizada bombeada através
do filtro eletroquimico para lavagem e calibracdo da taxa de fluxo.

A rede de NC anddica foi conectada a uma fonte de alimentacdo de corrente direta
(Agilent E3646A) por meio de contato mecanico com um anel de titanio, e uma placa de
titanio perfurada foi usada como contra-eletrodo. Titanio foi usado como catodo e a rede
de NC como anodo. Um anel de silicone isolante foi usado para separar os dois eletrodos
e selar o dispositivo, que foi conectado a uma fonte de tensdo a partir do contato mecanico
com o titdnio. A tensdo aplicada foi fornecida por um equipamento eletroquimico
CHI604D (CH Instruments). Apds a selagem do dispositivo, a solucdo foi bombeada
peristalticamente (Masterflex) através do filtro eletroquimico a uma vazéo de 1,5 mL.min
!, Sulfato de sddio 10 mM foi usado como eletrélito para todas as experiéncias, a fim de
normalizar a forga ionica e a condutividade. Diferentes tensdes aplicadas foram estudadas
(0 - 2,5V) e as amostras foram coletadas em horarios pré-determinados durante 300 min
de tratamento. Para a curva de controle (adsorcdo, sem potencial aplicado), aliquotas de
E2 e EE2 foram coletadas a cada 2 min até que a concentracdo de efluente fosse
equivalente a concentracdo do afluente. Para a avaliacdo do efeito do pH no potencial de
pico de oxidacdo, solucdes contendo 37uM de E2 e 37uM de EE2 em diferentes valores
de pH (2, 4, 6, 8 e 10) foram submetidas ao processo de eletrofiltracdo com membrana

de nanotubo de carbono, sob tensao total fixadaem 2,5 V.
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Catodo (-)

Titanio perfurado (catodo)
Silicone
Anel anddico de Titanio

NC (filtro anodico)

Membrana PTFE
O-ring
Grade de suporte

Base

Figura 4.1 - Filtro eletroquimico com NC. Esquema do filtro de policarbonato
comercial modificado consistindo de: 1) Catodo de Ti perfurado, 2) Borracha de
silicone isolante, 3) Anel de Ti anddico aderido ao NC e 4) Membrana de NC

suportado por PTFE.

4.7. Determinagdes analiticas

A metodologia empregada para avaliar a remocdo dos estrogénios estradiol e
etinilestradiol consistiu em extragdo em fase solida (EFS) e andlise de hormonios por
HPLC com detector UV (Agilent 1200 Infinity Series Fluorescence Detector), equipado
com um modulo de bomba quaternaria modelo G1311A, mddulo de auto-alimentacao
modelo G1329A, detector de diodo G1315D e um detector de fluorescéncia G1321. A
coluna de fase reversa (Agilent Zorbax Eclipse XRD, C18, 3,0x100 mm, 3,5um) foi
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operada a 25 °C. Os limites de quantificacdo e de deteccdo foram de 2,3 uM e 0,7 uM,
respectivamente, para E2 e de 0,9 uM e 0,3 puM para EE2.

A EFS é uma metodologia utilizada ndo sé para extrair, mas também para
concentrar substancias quimicas quando essas se encontram em concentra¢cdes muito
pequenas. Para os estrogénios desse estudo, foram utilizados cartuchos C1g de 500 mg e
3 mL da Waters. Os cartuchos foram condicionados antes da passagem da amostra. Nesse
condicionamento foram adicionados 6 mL de hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol
e 10 mL de &gua acidificada (pH = 3). Em sequéncia, foi passada pelo cartucho a amostra
a uma vazao de 3 mL.min%. O ideal é a passagem de 1 L de soluc&o para que se garanta
a identificacdo dos compostos, considerando-se as perdas do processo. Os analitos foram
entdo eluidos com 4 mL de acetona. Apds a eluicdo, as amostras foram conduzidas a
secagem com nitrogénio gasoso para a evaporacdo de toda a acetona. O residuo foi

ressuspenso com 0,5 mL de acetonitrila e injetado no HPLC para analise.

As analises dos hormoénios em HPLC com detector UV fordo realizadas nas

condi¢des mostradas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Método de analise para detec¢do de E2 e EE2 em HPLC — UV/VIS

Modelo Agilent série 1200

Coluna C18

Temperatura 40 °C

Fase movel 50 % Acetonitrila: 45% Agua
Método Isocréstico

Tempo 10 min

Vazao da fase liquida 1,0 mL.min*!

Pressdo 56 Kgf

Volume de injecdo 20 pL

Comprimento de onda 280 nm
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O analisador Shimadzu TOC - VCSN foi utilizado para a obtencdo da
concentracdo de Carbono Organico Total (TOC) do efluente real de ETE. Foi utilizado
um meétodo de deteccdo por infravermelho. A temperatura de combustéo foi de 680 °C e

ar sintético foi o gas de arraste utilizado.

A concentracdo de cloreto para a caracterizagdo do efluente real foi obtida por
titulacdo. Inicialmente, dissolveu-se 8,5 g de AgNO3 em 250 mL de agua para o preparo
de uma solucdo padrdo 0,2 M. Em seguida, misturou-se 40 mL do efluente filtrado a 1
mL de KCRO4 (indicador) para ser titulado com a solucéo padréo de AgCl até a mudanca
de cor de branco para marron avermelhado.

A condutividade e o pH foram obtidos pelo medidor Hanna, modelo HI19811-5.

4.8. Ensaio YES

O desenvolvimento da analise de atividade estrogénica pelo ensaio YES seguiu de
acordo com a metodologia descrita por ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996.

4.8.1. Cepa de levedura (Saccharomyces cerevisiae) recombinante

Uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente foi
utilizada no teste para identificar as substancias que podem interagir com o REh. A cepa

foi acondicionada e mantida em temperatura ambiente.

4.8.2. Meio de cultura

O meio minimo foi preparado pela adi¢cdo de 13,61 g de KH2PO4, 1,98 g de
(NH.)2S04, 4,2 g de KOH, 0,2 g de MgSQa, 1 mL de solucéo de Fe2(SOa4)3 (40 mg/50 mL
H20), 50 mL de L-leucina, 50 mg de L-histidina, 50 mg de adenina, 20 mg de L-arginina-
HCI, 20 mg de L-metionina, 30 mg de L-tirosina, 30 mg de L-isoleucina, 30 mg de L-
lisina-HCI, 25 mg de L-fenilanina, 100 mg de L-&cido glutdmico, 150 mg de L-valina e
375 mg de L-serina para 1 L de &gua. A solugdo foi armazenada em frasco de vidro,

esterilizada a 121°C por 10 min e estocada em temperatura ambiente.
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A solucdo de vitamina foi preparada pela adicdo de 8 mg de tiamina, 8 mg de
piridoxina, 8 mg de pantetonato de célcio, 40 mg de inositol e 20 mL de solucéo de biotina
(2 mg/100 mmLH20) em 180 mL de agua. Essa solucdo foi filtrada e esterilizada em

membrana de 0,2 um estéril e estocada em aliquotas de 10 mL a 4°C.

Uma solucéo de 20 % m/v de glucose foi esterilizada em aliquotas de 20 mL a
121 °C por 10 min e estocada em temperatura ambiente. Uma solucdo estoque de 4
mg.mL de acido aspartico foi esterilizada em aliquotas de 20 mL a 121 °C por 10 min e
estocada a temperatura ambiente. Uma solucgdo estoque de 24 mg.mL™ de L-treonina foi
esterilizada em aliquotas de 5 mL a 121 °C por 10 min e estocada a 4 °C. Uma solucéo de
20 mM de sulfato de cobre (1) foi preparada, filtrada e esterilizada. A solucgéo foi estocada

a temperatura ambiente em frascos de vidro esterilizados.

A solucdo estoque de 10 mg.mL™* de CPRG foi preparada em agua ultrapura e

estocada a 4 °C em frascos de vidro esterilizado.

4.8.3. Cultivo da cepa de levedura de Saccharomyces cerevisiae

O meio de cultivo foi preparado pela adicdo de 5 mL de solugédo de glucose, 1,25
mL de solucdo de acido L-aspartico, 0,5 mL de solucdo de vitamina, 0,4 mL de solucdo
de L-treonina e 125 pL de solugdo de sulfato de cobre (I1) em 45 mL de meio minimo. O
cultivo foi realizado inoculando 100 uL de levedura, 10 mL de meio de cultivo e incubado
a 28 °C por 24 h a 100 rpm.

4.8.4. Meio de andlise

O meio de analise foi preparado pela adicdo de 250 pL do substrato cromogénico
CPRG a 25 mL de meio de cultivo. O meio de anélise foi inoculado com as células de

levedura.
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4.8.5. Procedimento de analise

As andlises foram realizadas em microplacas de 96 pocos e preparadas em capela
de fluxo laminar. As amostras foram avaliadas em duplicata apos a filtracdo eletroquimica
com nanotubos de carbono.

Uma aliquota de 10 pL do analito foi transferida para os pogos da microplaca de
96 pogos. Um volume de 190 pL de meio de analise, composto de meio de crescimento
fresco, levedura e CPRG, foi adicionado em cada pogo. As microplacas, entdo, foram
seladas com fita crepe e agitadas por 5 min em um agitador e incubadas por 3 dias a 30
°C em estufa. Apos a agitacao, as microplacas permaneceram em repouso por 1 h e depois
a absorbancia foi lida a 540 nm para a cor e 650 nm para turbidez, utilizando uma leitora
de microplacas de 96 pocos.

As microplacas para cada ensaio continham fileiras em duplicata, fileira com
mistura de agua mais acetonitrila (controle negativo) e fileiras em duplicata com uma
diluigdo serial de 17p-estradiol em &gua (controle positivo).

O crescimento da levedura foi acompanhado pela turbidez aparente, medida a 620
nm. A mudanca de cor amarela (atividade zero) para rosa (atividade maxima), medida no
comprimento de onda de 540 nm, indica a atividade estrogénica da amostra. Para corrigir
a resposta estrogénica de cada amostra devido a turbidez, a correlacdo apresentada na

Equacdo 21 foi empregada para os dados de absorbancia de cada po¢o da microplaca.

AcorrAmostra = A540Amostra - (A620Amostra - A6ZOBranco) (2)

Onde Acoramostra S€ refere a absorbancia corrigida da amostra, e Assoamostra €
Ae20amostra  COrrespondem aos valores de absorbancia em 540 nm e 620 nm,
respectivamente. Para cada amostra foi construida uma curva dose-resposta com valores
das absorbancias corrigidas.

A concentracdo de equivalente estradiol (EQ-E2) foi calculada a partir da curva
dose-resposta do estradiol, com os valores corrigidos de cada amostra em duplicata. Os
valores de EC50 foram determinados a partir da curva dose-resposta obtida pelo ajuste
dos dados experimentais pelo método dos minimos quadrados, conforme a Equacéo 3.

A1—Az

- WEY

+ A4, 3)
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Onde y é a absorbancia corrigida da amostra, X € a concentracdo da substancia
estrogénica, A1 é a maxima inducdo da atividade estrogénica, Az é o limite de deteccao,
Xo € 0 valor de ECso, p € a inclinacdo da regido mediana da curva estimado de uma

regressao linear da parte linear da curva dose-resposta.
4.9. Consumo energético

O consumo energético (CE, kWh m) necessario para degradar os estrogénios no
sistema de filtracdo eletroquimica foi calculado com a seguinte Equacao 4 (LANZARINI-

LOPES et al., 2017):

UXIXt
CE = T iloa G &
Xlog(=—

Cr

(4)

onde U é a tensédo aplicada (V), | € a corrente de estado estacionario (A), t é o tempo de
reacdo (h), V é o volume de reagdo (L), e Co e Cr correspondem a concentragéo inicial e
final de estrogénio, respectivamente (mg.L™?).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao do efluente real

O efluente secundario utilizado nos experimentos foi coletado na estacdo de
tratamento de efluentes de Deer Island, localizada em Boston, no estado de
Massachusetts, Estados Unidos da América. Apés a coleta, o efluente foi estocado no
escuro e mantido na temperatura de 4 °C até o uso. A caracterizacao do efluente pode ser

encontrada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Caracterizacédo do efluente real .

Parametro Unidade Valor
Carbono Organico Total (COT) mg/L 122+15
Cloreto (CI") mg/L 130+1,0
Condutividade puS/cm 4.000 + 243
pH - 55+0,2

5.2.  Adsorc¢ao de E2 e EE2 na membrana de nanotubo de carbono

A Figura 5.1 mostra as curvas de adsorcdo para estradiol e etinilestradiol na
concentracdo inicial de 37 uM durante filtragdo em membrana de nanotubo de carbono

na auséncia de aplicagdo de uma diferenga de potencial.
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Figura 5.1 — Concentragéo de estradiol e etinilestradiol no filtrado durante a
filtracdo eletroquimica em membrana de nanotubo de carbono a 0 V ([E2]o =
[EE2]o = 37 uM, J = 1,5 mL mint, [Na2SO4] = 10 mM).

E possivel observar que nos primeiros 50 min de operacio a adsorcio de ambos
0s compostos é alta (>90%), provavelmente devido as fortes interacdes entre o0s
estrogénios e a superficie do NC (AL-KHATEEB et al., 2014) e, por isso, a concentragao
dos horménios na saida do filtro é muito baixa. Os NC tem elevada &rea superficial,
morfologia imperfeita e impurezas, que contribuem para a remoc¢éo de estrogénios. Apds
os 50 min iniciais, sitios adsortivos comecaram a ser ocupados até que a membrana de
NC alcancasse 0 estado estacionario, que ocorreu em 200 e 240 min para E2 e EE2,
respectivamente. Neste estado, a membrana de NC alcanca a méxima saturacdo e perde a
capacidade de adsorver os compostos (AL-KHATEEB et al., 2014).

A alta capacidade adsortiva das moléculas de estradiol e etinilestradiol é resultado
tanto da estrutura quimica das moléculas, quando da caracteristica superficial da
membrana de nanotubo de carbono. Parametros como pka, massa molecular, coeficiente
de particdo octanol-agua (Kow) e capacidade de ligacdo com hidrogénio indicam se um
determinado composto tem ou ndo capacidade de adsorcdo a uma superficie (AL-
KHATEEB et al., 2014; KIRAN KUMAR; VENKATA MOHAN, 2012). (SUN et al.,

2015) afirmam que os mecanismos predominantes de adsor¢cdo de estradiol e
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etinilestradiol em membranas de nanotubos de carbono sdo as intera¢des hidrofébicas ndo

especificas e interagdes por ligagdo w-m.

No que se refere ao estradiol e etinilestradiol, de acordo com a Tabela 5.2 ambos
apresentam logKow maiores que 2,5 (logKow estradiol = 3,94; logKow etinilestradiol =
4,15), o que indica que 0s estrogénios tem uma tendéncia em se acumularem em fase
solida por interacdes hidrofdébicas ao invés de permanecerem em fase aquosa (SUN et al.,
2015). Os nanotubos de carbono tem sido descritos como possuidores de sitios
hidrofébicos igualmente distribuidos que propiciam a adsor¢do de compostos organicos,
0 que reforca este tipo de interacdo (LIU, YANBIAO et al., 2015; SUN et al., 2015;
VECITIS; GAO; LIU, 2011). Quanto menor o valor de Kow, mais soltvel em agua é o

composto.

Tabela 5.2: Propriedades fisico-quimicas dos compostos E2 e EE2 (Al-Khateeb et
al., 2014; Shafer et al., 2011; Sun et al., 2015).

Massa  Solubilidade

Lo
Composto Estrutura Molar em agua : pKa
@mol) (mgLY
17B-estradiol 3,6 3,94- 10,23-
272,39
(E2) (27 °C) 401 104
170-
- : 11,3 3,67- 10,25-
etinilestradiol 296,

(27 °C) 415 104
(EE2)

Em relagdo as pontes de hidrogénio e as interagoes n-w, as moléculas de estradiol
e de etinilestradiol apresentam muitos grupos funcionais que as permitem unir-se a
superficie do NC. A ressonancia do anel benzeno presente nas estruturas dos horménios
torna-os eletronicamente ricos. O consequente deslocamento de elétrons no anel benzeno
¢ responsavel pela ligagdo n-m com um anel benzeno pobre em elétrons presente na

membrana de NC. Além disso, as hidroxilas presentes em ambos 0s estrogénios podem
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doar elétrons ou formar ligac6es hidrogénio. O pKa do estradiol e do etinilestradiol séo
proximos e indicam que a dissociagdo das moléculas em ions negativamente carregados
ocorre em pH alcalino, acima de 10. Sabe-se que as formas i0nicas tem maior facilidade
de adsor¢do (JOSEPH et al., 2013; SCHAFER et al., 2011).

AL-KHATEEB et al., (2014) observaram que um aumento na remocao de E2 e
EE2 (nas concentracdes iniciais de 18,4 e 16,9 UM, respectivamente) foi obtido com o
aumento da massa de NC devido a disponibilidade de mais sitios ativos na superficie da
membrana. Os autores alcangaram remogdes de E2 e EE2 maiores que 94% ap6s 180 min
de operacdo com 100 mg de NC de mdltiplas camadas em pH 7,0 (84,3 m2.g™* de area
superficial especifica). No mesmo pH, KIRAN KUMAR & VENKATA MOHAN (2012)
alcancaram 98% de remocao de EE2 ap6s 30 min com 0,5% m/m de NC e 0,169 uM de
EE2. Neste trabalho, com uma area superficial especifica similar (90,1 m2.g™) e maior
concentracdo de estrogénios (37 uM), a intensa adsorcdo nos primeiros 50 min de
processo pode ser atribuida a uma maior transferéncia de massa do sistema de filtracao
se comparada a um sistema em batelada. Experimentos adicionais foram conduzidos na
tentativa de degradar eletroquimicamente os estrogénios e regenerar os sitios de adsor¢ao
do NC.

5.3. Correlagao entre tensao total e tensdo anddica

Para os ensaios de filtracdo eletroquimica, procurou-se selecionar valores de
tensdo total cujas tensbes anddicas fossem inferiores ao potencial de evolugéo de oxigénio
(1,03 V Ag/AgCl). Para isso, durante o processo, os valores de tensdo anodica foram
aferidos, utilizando um voltimetro e eletrodo de referéncia de Ag/AgCIl. A Tabela 5.3
mostra a correspondéncia entre tensdo total gerada pela fonte e a tensdo anddica no

elerodo de nanotubo de carbono.
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Tabela 5.3: Correspondéncia entre tensdo total na célula e tensédo anddica no
sistema de filtracdo eletroquimica com nanotubo de carbono.

Tensao total na célula Tensdo anddica
(V)

(V vs Ag/AgCl)
10V 0,40V
15V 0,71V
20V 0,89V
25V 0,95V
30V 1,10V

Os dados apresentados na tabela indicam que quando séo aplicadas tensdes totais
de1,0a2,5V, os correspondentes valores de potencial anddico séo inferiores ao potencial
de evolucdo de oxigénio para o sistema em estudo. Portanto, essas tensdes sdo adequadas
para a aplicacdo em processos de degradacdo de moléculas organicas. Por outro lado, uma
tensdo total de 3,0 V aplicada na célula de filtracdo leva a um potencial anddico de 1,10
V, maior que o potencial de evolugdo de oxigénio. Sob 3,0 V, o processo de degradagéo
dos estrogénios seria prejudicado pela competicdo com a oxidagdo do oxigénio.

5.4. Caracterizacdo eletroquimica das membranas de nanotubo de carbono

A Figura 5.2 mostra os ensaios de voltametria ciclica realizados para estradiol e
etinilestradiol em &gua ultrapura e efluente doméstico em uma velocidade de varredura

de 100 mV.s?, utilizando Na2SO4 10 mM como eletrdlito suporte.

De acordo com a Figura 5.2, picos de oxidacdo anddica em &gua ultrapura e
Na>SO4 foram observados para E2 e EE2 em potenciais similares (+0,80 e + 0,76 V,
respectivamente), provavelmente devido as suas estruturas esteroidais semelhantes
(GAN; COMPTON; FOORD, 2013). Na primeira etapa de eletro-oxidagdo, o anel
fendlico é oxidado e radicais fenoxi séo gerados a partir do ion fenoxido. Picos de reducédo
além daqueles relativos ao solvente foram observados em 0,33 V e 0,25 V para agua
ultrapura, sugerindo que a reacdo de oxidagéao no filtro eletroquimico utilizando o anodo
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de NC pode ser um processo irreversivel. Para o efluente real , devido a sua composi¢éo
complexa, os picos de oxidacdo de E2 e EE2 foram indistinguiveis e a corrente foi similar
para ambas as espécies. Ha uma mistura complexa de oxidantes no efluente real . Essas
espeécies estdo em pequenas concentracdes e, por esse motivo, se aglutinam e séo de dificil
separacdo. Os picos de E2 e EE2 sdo nitidos e apresentam maior corrente devido a sua

alta natureza reativa sob a tensao.
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Figura 5.2 — Voltametria ciclica no filtro eletroquimico com nanotubo de carbono

em (a) &gua ultrapura e (b) efluente doméstico numa velocidade de varredura de

100 mV.s™1. Branco (—), estradiol (- - -), e etinilestradiol (). ([E2]o=[EE2]o = 37
UM, [Na2SOs]o=10 mM e J=1,5 mL.min!,

A Figura 5.3 mostra sucessivos ensaios de ciclo voltametria realizados para
asolucdo de &gua ultrapura contendo estradiol e etinilestradiol em condicdes fixas (100
mV s,
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Figura 5.3 — Voltametria ciclica sucessiva de E2 (a) e EE2 (b) em amostras
contendo agua ultrapura e acetonitrila na filtracéo eletroquimica com NC em

velocidade de varredura de 100 mV.s™!

Os resultados indicam uma diminui¢do da corrente de pico a medida que se
aumenta o namero de ciclos realizados. Considerando que o processo global de eletro-
oxidacdo no filtro eletroquimico envolve quatro etapas: (i) transferéncia de massa dos
estrogénios, (ii) adsorcdo, (iii) eletro-oxidacéo e (iv) dessorcao do produto (LIU, HAN et
al., 2014), essa reducdo nos picos de oxidacdo pode ser atribuida a uma reducdo na
elétrons na superficie do eletrodo, e a lenta dessorcdo de subprodutos gerados, o que
limita a continuidade da eletro-oxidacéo de estrogénios. Isso ocorre porque 0 anodo de
NC é susceptivel & adsorgcdo e pode ser passivado devido ao depdsito de substancias
quimicas adsorvidas e ndo-eletroativas. Esse deposito é formado pelas substancias
quimicas geradas pela eletro-oxidagéo dos grupos fenolicos presentes nas moléculas alvo.
A diminuigdo da corrente de pico também pode estar relacionada com a formacéo de

ligagBes intra e inter-hidrogénio entre as moléculas de estrogénios. No mesmo ensaio

63



também observa-se que a medida com que se aumenta o nimero de voltametrias ciclicas
aplicadas a solugdo contendo os estrogénios, o potencial de pico se torna mais positivo.
A barreira polimérica, fruto da eletro-oxidagdo dos grupos fendlicos, formada na
superficie do eletrodo torna mais dificil a oxidacdo dos compostos organicos em solucéo,
0 que eleva o potencial de oxidacdo (GAN; COMPTON; FOORD, 2013).

A Figura 5.4 mostra o efeito da velocidade de varredura sobre a resposta
voltamétrica no filtro eletroquimico com anodo de NC em solucdo contendo estradiol e
etinilestradiol (10 mg.L?) no intervalo de 25 a 200 mV.s™.
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-0,02 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
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Figura 5.4 — Voltametria ciclica de E2 (a) e EE2 (b) em diferentes velocidades de
varredura: (-----) 25 mV.st, (-~ )50mV st (- )100 mV.s?, (---) 150 mV.st
e (—) 200 mV.s?. ([E2]o = [EE2]o = 37 pM, [Na2SO4]o =10 mM, J =1,5

mL.min™).

Conforme pode ser observado na Figura 5.4, o aumento da velocidade de

varredura de 25 mVs™ para 200 mVs ocasionou um aumento na corrente de pico de até
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7,3 vezes para E2 e 4,9 vezes para EE2. Além disso, observa-se que os potenciais de pico
deslocam-se levemente para valores mais positivos a medida que se aumenta a velocidade

de varredura.

A partir do estudo da velocidade de varredura no processo eletroquimico é
possivel obter mais informagdes mecanisticas do processo. Os ciclos voltamétricos em
todas as condicdes estudadas indicam que produtos de eletro-oxidacéo irreversiveis
podem ter sido formados e que ndo ha um pico de reducdo correspondente para a reacao
de eletro-oxidacdo de E2 e EE2. Assim, para um processo totalmente irreversivel, a

corrente de pico pode ser descrita pela Equagédo 5 (HE, QIONG et al., 2003).
i, = +2.99.10 5n(an,) 2ACD"/29"/2 (5)

Onde ip é a corrente de pico, n € o nimero de elétrons envolvidos na reagédo global de oxi-
reducdo, A ¢ a area do eletrodo (cm?), C é a concentragdo do composto alvo (mol.cm™),
D é o coeficiente de difusdo (cm?.s™), n, é 0 nimero de elétrons envolvidos na etapa
determinante da velocidade (etapa limitante), a € o coeficiente eletroquimico de

transferéncia de carga e 9 € a velocidade de varredura.

A Figura 5.5 apresenta a correlacdo entre a corrente de pico anddica e a raiz

quadrada da velocidade de varredura.
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Figura 5.5 — Correlagdo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade

de varredura

65



Pode-se observar que existe uma dependéncia linear entre a corrente de pico
anodica e a raiz quadrada da velocidade de varredura. A partir de ajuste linear foram
obtidos coeficientes angulares de 0,108 + 0.003 A(V.s)Y? para 0 E2 e de 0,066 + 0.001
A(V.s1)*2 para o EE2. Isso indica que o processo de eletro-oxidag&o desses estrogénios
em solucéo aquosa ocorre por difusdo das especies eletroativas do seio da solugédo para a

superficie do eletrodo.

De acordo com o mecanismo proposto na Figura 5.6, um elétron/um préton é a
etapa limitante da taxa durante a oxidagéo dos estrogénios (GAN; COMPTON; FOORD,
2013; HE, QIONG et al., 2003), resultando na formagcédo inicial de um radical fenoxi que

pode entdo ressoar dentro do anel aromético para formar um radical centrado no carbono.
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Figura 5.6 - Etapa limitante da taxa de reac@o do processo de eletro-oxidagédo de
E2 e EE2 (um proton/um elétron). Reac¢Ges quimicas subsequentes podem ocorrer
apos a etapa limitante envolvendo mais de um préton/um elétron.

Considerando-se a transferéncia de apenas 1 elétron na oxidacdo de cada
horménio, j& que ambas as espécies apresentam apenas 1 anel fendlico e que a etapa
determinante das reacOes eletroquimicas sdo geralmente monoeletrénicas (GAN;
COMPTON; FOORD, 2013; HE, QIONG et al., 2003), pdde-se calcular os valores do
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coeficiente de difusdo do estradiol e do etinilestradiol, que foram 0,14 x 10° cm2s™ e
0,11 x 10° cm2s™, respectivamente. Os coeficientes de difusdo obtidos estdo na ordem
de grandeza de 10, de acordo com os valores obtidos pela equagdo empirica de Wilke-
Chang (GAN et al., 2013; HE et al., 2003).

Ainda assumindo a irreversibilidade total do processo de eletro-oxidacdo do
estradiol e etinilestradiol nas condigdes estudadas, o potencial de pico (Ep) pode ser
definido pela Equagéo 6 (HU et al., 2002):

o RT p'/2 anko\ /2
Ey=E + (). l0.780 +n (k—) +In (222) (6)

Onde E° é o potencial de reducio padrdo (mV), k° é a constante heterogénea padrio
(determinada conforme descrito por KLINGLER & KOCHI (1981)), D € o coeficiente de
difusdo dos compostos (cm?.s?), a é o coeficiente de transferéncia eletronica na eletro-
oxidacdo, 9 é a velocidade de varredura (V.s), F é a constante de Faraday (96.485,3

C.molY), T é a temperatura e R é a constante dos gases.

De acordo com a Equacédo 6, hd uma dependéncia linear entre Ep e Ing. A partir
dos experimentos realizados, as Equacdes 7 e 8 foram obtidas para o potencial de pico

(Ep) para estradiol e etinilestradiol, respectivamente:
E,(E2) = 0.5170 + 0.0624InV (7
E,(EE2) = 0.4833 + 0.0578[n9 (8)

Assumindo-se que a. = 0,5 para um processo eletroquimico totalmente irreversivel,

o valor de n pode ser calculado a partir da combinacédo das Equacdes 6, 7 e 8, resultando

na Equactes 9 e 10.

0,5 x 2,303 x (%) = 0,0624 (9)

0,5x 2,303 x (-=) = 0,0578 (10)
anF
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Dos dados experimentais, obteve-se um n menor que 1, o que vai de encontro ao
resultado esperado para um processo monoeletronico. Assim, apesar de terem sido
obtidos valores de coeficientes de difusdo coerentes com a literatura, ndo é possivel
afirmar que o processo eletroquimico é controlado somente por difusdo. Na verdade,
devido a natureza do eletrodo de NC, que possui uma superficie porosa e elevada area
superficial, a adsorcao das espécies e consequente saturacdo do eletrodo é favorecida, o
que compete e interfere negativamente no processo de transferéncia de outras espécies

eletroativas no meio reacional (HU et al., 2002).

A etapa limitante sera seguida por uma quimica subsequente como a i) eletro-
oxidacdo direta continuada, ii) dimerizacdo ou iii) adicdo de oxigénio (Figura 5.6).
Qualquer um desses caminhos podera resultar em perda da atividade estrogénica devido
a modificagdo quimica do anel fenolico. A oxidagao continuada do E2 e do EE2 no anodo
de NC causard a formacdo de moléculas de baixo peso molecular, que poderdo ser
convertidas em CO». Consequentemente, as reagdes de mineralizagéo para E2 (Eq. 11) e

EE2 (Eqg. 12) podem ser escritas conforme segue:

C,6H,40, + 34H,0 — 18C0, + 92H* + 92e~ (11)

CyoHz40, + 38H,0 > 20C0, + 100H* + 100e~ (12)

Onde a mineralizacdo de E2 e EE2 consumiria 92 e 100 elétrons, respectivamente.

5.5. Efeito do pH na tensao de pico

A relacdo entre o potencial de pico de oxidacdo (Ep) e o pH da solucdo foi

investigada e os resultados sdo apresentados na Figura 5.7.
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Figura 5.7— Efeito do pH no potencial de pico de oxida¢éo de uma solugdo aquosa

contendo E2 e EE2 (37 uM) em filtragdo eletroquimica com NC.

O aumento do pH provocou uma mudanga do potencial de pico para valores
menores. A curva tem uma inclinacdo proxima a 0,06, provando que 0 processo envolve
perda de protons e que o nimero de prétons participantes da reacdo é 0 mesmo que o de
elétrons. Assim, confirma-se que o mecanismo eletroquimico envolvido na reacdo é do
tipo 1 préton-1 elétron. O menor potencial de pico e, consequentemente, maior
degradacdo em pH elevado, ¢ atribuido ao pKa dos estrogénios, proximo a 10,4 para
ambos os compostos. Dos dados obtidos pode-se aferir que a degradacédo eletroquimica
do E2 e do EE2 é favorecida em meio alcalino, pois a medida que o pH se aproxima de
10,4 as moléculas tendem a ficar mais ionizadas na forma de anion, o que facilita seu
ataque eletrofilico por radicais hidroxila, j& que os anions sdo mais ricos em elétrons
(SALCI; BIRYOL, 2002).

5.6. Caracterizagao superficial da rede de NC

A caracterizacdo da superficie das membranas de NC pode ser observada na
Tabela 5.4.
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Tabela 5.4: Caracterizacéo superficial das membranas de NC.

Parametro Valor
Diametro do NC (nm)? 22,6 +6,9
Massa (mg) 410+15
Espessura (um) 112,2+4.4
NUmero de paredes 21+9
Oxigénio (atdbmico %)® 1,90 + 0,02
% Residual® 3,5

Pico de queima T (°C)° 613

Area superficial especifica (m? g™%) 90,1 +0,3
Tamanho de poro (A) 150,6
Volume de microporos (cm® g) 0,339
Volume de mesoporos (cm? g?) 0,396

Area superficial total (m?) 3,69

Medido por ®MEV, PXPS e °TGA. ¢ Area superficial especifica por BET.

A Figura 5.8 mostra as microscopias obtidas com microscépio eletrénico de
varredura (MEV) antes e apos a filtragdo eletroquimica com NC com solugdes contendo
a mistura de E2 e EE2 em &gua ultrapura e em efluente real sob diferentes tensdes
aplicadas (0-2,5V).
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Figura 5.8 — Imagens de MEV das membranas de NC. (a) Antes da filtracéo
eletroquimica (membrana nova). Apdés 5h de filtracao eletroquimica da solucéo
contendo E2 e EE2 em agua ultrapura com tensédo de (b) 0V, (c) 1,0V e (d) 2,5V,
e em efluente doméstico com tensao de (e) 1,0 V e (f) 2,5 V. ([E2]o=[EE2]o = 37 uM,
[NazSO4]o =10 mM, J = 1,5 mL min™).

A adsorcdo dos compostos organicos e a formacao de uma camada polimérica
na superficie do NC é claramente observada ap6s o tratamento em &gua ultrapura e
efluente doméstico. Apos a filtragéo eletroquimica por 5 h, as imagens de MEV do anodo
de NC (Figura 17b-f) mostraram a presenca de possivel polimero organico, e também
deposicdo inorganica, possivelmente sulfato de so6dio, acumulado no NC que pode
eventualmente causar incrustacdo (fouling). Um aumento do didmetro do NC foi também
observado pelas imagens de MEV, o que evidencia o processo de polimerizagdo. Gao &
Vecitis (2014) observaram que compostos contendo anéis fendlicos tendem a polimerizar.
Em baixas tensdes, essa camada polimérica pode prejudicar a transferéncia de elétrons e,
consequentemente, a oxidacdo dos compostos. Este depdsito é suficiente para causar a
passivagdo do eletrodo, o que torna o processo ineficiente. Em altas tensdes, entretanto,
a camada polimérica pode ser degradada devido a maior formacéo de radicais hidroxila e
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fluxo de elétrons. A alta eletro-oxidagdo dos estrogénios a 2,5 V pode estar associada a
essa reducdo de barreira, o que favoreceu o fluxo de elétrons, superou a energia de
ativacdo e facilitou o processo de eletro-oxidacdo. Comparando as matrizes aquosas, 0
acumulo de matéria organica foi maior no NC do experimento com aguas residuarias
urbanas, provavelmente devido a presenca de maiores concentracdes de compostos

organicos.

Espectroscopia fotoeletrénica de Raio-X (XPS) foi usada para investigar a
composicao elementar da superficie do NC. As Figuras 5.9 a 5.13 ilustram o0s espectros

de XPS obtidos para algumas das condicGes estudadas.

NC antes do tratamento
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Figura 5.9 - Espectro XPS para NC antes do processo de filtracdo eletroquimica
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Figura 5.10 - Espectro XPS para NC ap6s 5 h de filtracéo eletroquimica a

potencial de 0 V em solucdo contendo agua e acetonitrila ([E2]Jo=[EE2]o = 37 uM,
[Na2SO4]o =10 mM, J = 1,5 mL min)
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Figura 5.11 - Espectro XPS para NC apds 5 h de filtracdo eletroquimica a

potencial de 2,5 V em solugéo contendo agua e acetonitrila ([E2Jo=[EE2]o = 37 pM,

[Na2SO4]o =10 mM, J = 1,5 mL min)
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Figura 5.12 - Espectro XPS para NC ap6s 5 h de filtragdo eletroquimica a um

potencial de 0 V em efluente real ([E2]Jo=[EEZ2]o = 37 uM, [Naz2SOs]o = 10 mM, J =
1,5 mL min™).
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Figura 5.13 - Espectro XPS para NC ap0os 5h de filtracdo eletroquimica a um
potencial de 2,5 V em efluente real ([E2]o=[EE2]o = 37 uM, [Na2SO4]o = 10 mM, J

=1,5mL min™).
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Os espectros XPS apresentados mostram que, a medida que a tensdo total
aumenta, ha um aumento significativo da presenca de oxigénio na superficie do nanotubo
de carbono. O oxigénio pode ter relacdo direta com a aderéncia de moléculas oxidadas na
superficie da membranas. Nitrogénio, cloro e silicio sdo impurezas encontradas da

membrana de nanotubo de carbono comercial.

Grupos funcionais adicionados por oxidacdo podem alterar a molhabilidade da
rede de NC e, consequentemente, tornar o NC mais hidrofilico e adequado para adsorcao
de compostos polares de baixo peso molecular e para transferéncia de elétrons por
eletroquimica. O aumento na relacdo oxigénio/carbono (O/C) aumentando o potencial

aplicado pode ser observado na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Razéo O/C obtida dos espectros de XPS nas condicdes estudadas
([E2]o=[EE2]o = 37 uM, [Naz2SO4]o = 10 mM, J = 1,5 mL.min1).

Potencial Aplicado (V) Razédo O/C

NC antes do processo - 0,019
0 0,172

1,0 0,195

Agua Ultrapura 1,5 0,270
2,0 0,314

2,5 0,321

0 0,336

1,0 0,453

Efluente real 1,5 0,434
2,0 0,470

2,5 0,482

O aumento da razdo O/C com o aumento da tensao total aplicada observado na Tabela 5
é uma evidéncia indireta da adeséo de oxigénio na superficie do NC. Para agua ultrapura
contendo os hormonios e o eletrélito, um aumento de 17 vezes na relagdo O/C foi
observado com a aplicagéo de um potencial de 2,5 V em comparagdo com o NC antes do
processo, e um aumento de 25,4 vezes foi observado ao usar efluente real com o mesmo

potencial aplicado. As maiores relagdes O/C obtidas usando a matriz real podem estar
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associadas a presenca de compostos organicos complexos que contribuem para a
oxidacdao da superficie do NC, ou para os compostos organicos contidos neles, que nao
séo tdo oxidados como os estrogénios.

A Figura 5.14 exibe as varreduras XPS para o NC antes (Fig. 5.14a), e ap0s
filtracdo eletroquimica com agua ultrapura (Fig. 23b) e efluente real (Fig. 5.14c), para
uma tenséo total de 2,5 V ([E2]o=[EE2]o = 37 UM, [NaSOs]o = 10 mM, J = 1,5 mL
min~!). A deconvolucdo dos espectros XPS de alta resolugdo C 1s e O 1s permite a
deteminacdo da natureza dos grupos contendo oxigénio. Quando os grupos funcionais
foram analisados com base na energia de ligacdo de carbono, os grupos hidroxila (C-O),
carbonila (C=0) e carboxila (O-C=0) aumentaram consideravelmente do NC antes da
filtracdo (84,3% C-C, 15,7% C-0) para agua ultrapura contendo estrogénios (69,2 % C-
C, 30,8% C-0) e para efluente real (52,8% C-C, 28,9% C-O, 11,8% C = 0O, 6,5% O-

C=0), endorsando que a superficie do NC foi oxidada.
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Figura 5.14 — Varreduras XPS do NC (a) antes do processo, e apos filtragdo

eletroquimica com (b) agua ultrapura e (c) efluente real a 2,5 V ([E2]o=[EE2]o = 37

UM, [Na2SOs]o =10 mM, J = 1,5 mL.min™).
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5.7. Degradacao de estrogénios por filtragdo eletroquimica com NC

As remogdes do estradiol e do etinilestradiol em agua ultrapura e em efluente
doméstico pds-tratamento secundario em funcéo da tensdo aplicada estdo mostradas na
Figura 5.15. Todos os resultados foram obtidos ap0s a adsorcdo atingir o estado

estacionario (ap6s 5 h de processo), para investigar especificamente o processo de eletro-
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oxidagao.
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Figura 5.15 — Eficiéncia na remocédo de E2 e EE2 em &gua ultrapura (barra preta)
e efluente real (barra hachurada) apos 5 h de filtracéo eletroquimica com NC em
diferentes tensdes ([E2]o=[EE2]o = 37 UM, [Na2SO4]o = 10 mM, J = 1,5 mL.min™)

Observa-se que para ambas as matrizes aquosas, 0 aumento da tensdo total
aplicada leva a um aumento da remocdao dos estrogénios. Com uma tenséo total de 2,5V
(0,8 V vs. Ag/AgCl de potencial anddico), fluxos oxidativos de 3,51 + 0,22 mmol h* m™
e 2,94 + 0,05 mmol h** m? foram alcangados para E2 e EE2, respectivamente, com
remocdes de 99,1% e 98,4%, em agua ultrapura apos 5h de operacdo. Uma tenséo total

maior que 3,0 V no filtro eletroquimico aumentou a corrente de estado-estacionario e,
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consequentemente, a taxa de eletro-oxidacdo dos estrogénios. Entretanto, um potencial
anodico/resposta de corrente instavel foi observado durante o processo, possivelmente
devido a formag&o consideravel de bolhas no interior do filtro em virtude da eletrdlise da
agua. Uma vez que o excesso de bolhas pode prejudicar o desempenho do NC, a tenséo
total de trabalho foi fixada em 2,5 V, mantendo um potencial anddico maior que 0,7 V,
que é o potencial minimo requerido para oxidar E2 e EE2 e maximizar a taxa de eletro-

oxidacgéo dos estrogénios, enquanto minimiza a desgaste do anodo de NC.

Remocdes similares foram alcangadas usando a matriz de efluente doméstico, que
apresentou remogfes um pouco mais baixas em todos o0s potenciais estudados se
comparados com as solucdes dos estrogénios em agua ultrapura. Com 2,5 V, a remocéo
foi de 96,3% e 95,3% para E2 e EE2, respectivamente, com fluxos oxidativos de 4,21 +
0,30 mmol.ht.m?2 e 3,96 + 0,23 mmol.n".m?. O efluente secundario continha uma
concentragdo de COT de 12 mg.L? e foram adicionados E2 e EE2 de modo que a
concentracdo final desses estrogénios na solucéo fosse de 10 mg.L ™. Se for considerada
uma competicdo direta por sitios para eletro-oxidacdo no NC, deve-se considerar que
houve um aumento da concentracdo de matéria organica no efluente doméstico, devido a
adicdo dos estrogénios. Conclui-se, portanto, que as moléculas organicas contidas no
efluente doméstico sdo muito mais dificeis de serem oxidadas que 0 E2 e EE2, ou, devido
a sua natureza, ndo podem competir com a adsor¢do dos estrogénios. Por outro lado,
quando baixas tensfes sdo aplicadas (1,0 e 1,5 V), a degradacdo dos estrogénios em agua
ultrapura é muito maior que em efluente doméstico. Quando séo aplicadas 1,0 e 1,5V de
tensdo total, o potencial anddico total € 0,5 e 0,75 V, que esta abaixo do que é necessario
para a oxidacdo dos estrogénios. Além disso, outras espécies presentes na matriz real sdo
oxidadas, o que resulta na reducdo na eficiéncia da transferéncia eletronica entre os
estrogénios e 0 anodo de NC. Quando a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo
€ muito menor, a quebra da superficie polimérica que esta adsorvida no nanotubo de
carbono é dificultada. O depdsito de espécies organicas no eletrodo prejudica a oxidagéo
dos estrogénios, além disso, outras substancias organicas oxidadas presentes no efluente
doméstico podem reduzir a eficiéncia na troca eletronica entre os estrogénios e o anodo
(GAN; COMPTON; FOORD, 2013; MURUGANANTHAN et al., 2007).

O aumento do potencial total aplicado provoca um aumento da densidade de
corrente. As maiores remocdes de E2 e EE2 (>90%) ap0s 0 alcance do estado estacionério

é também resultado da capacidade oxidativa do anodo do NC com o0 aumento da corrente,
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devido a uma maior eletro-geracdo de espécies oxidantes, como o radical hidroxila. A
presenca de Na;SO4 como eletr6lito da solucdo, também favorece uma taxa de oxidagéo
elevada, uma vez que os ions SO;~ sdo oxidados e geram ions peroxidissulfatos, cujo
potencial € de cerca de ~0,75 V vs. Ag/AgCI (0.95 V vs. NHE) para o par SO¢./SO5~ em
pH 7,0 (DAS; HUIE; NETA, 1999). Essas especies podem agir como mediadores no
processo de eletro-oxidacdo de E2 e EE2, uma vez que parte dos radicais hidroxila
produzidos na superficie do NC podem ser sequestrados por ions sulfatos para produzir
peroxidos, que evitam a reacdo de evolucdo de oxigénio que competiria com a oxidagdo
organica (MURUGANANTHAN et al., 2007). A remocdo de E2 e EE2 por filtragdo
eletroquimica com NC foi consistente com outros estudos visando a degradacdo de
moléculas organicas sob condigdes similares (LIU, YANBIAO et al., 2014, 2015;
VECITIS; GAO; LIU, 2011).

A literatura apresenta alguns trabalhos com a utilizagdo do filtro eletroquimico
com nanotubos de carbono para a degradacdo de compostos organicos e os resultados
obtidos nesse estudo estdo coerentes com aqueles encontrados em pesquisas de outros

autores.

LIU et al., (2015) estudaram a degradacdo de tetraciclina em agua ultrapura e em
efluente real utilizando um filtro eletroquimico com eletrodo de nanotubo de carbono.
Numa concentracdo inicial de 0,2 mM de tetraciclina e sob uma vazao volumétrica de 1,5
mL.min?, os autores obtiveram uma degradagdo de tetraciclina maior que 98 %
aplicando-se um potencial total de célula maior que 1,5 V. Os autores também concluiram
que o processo de filtracdo eletroquimica pode simultaneamente degradar a estrutura

molecular da tetraciclina e reduzir sua atividade microbiana.

LIU et al., (2014) estudaram um sistema de filtracdo eletroquimica com anodo
bidimensional composto por nanotubos de carbono e grafeno. Foi alcangada uma remocao

méxima de 93 % de ferrocianato.

LIU & VECITIS (2013) alcangaram 98 % de oxidacdo de oxalatos a partir de um
sistema de filtracdo eletroquimica composto por anodo de nanotubo de carbono revestido

com nanoparticulas de bismuto dopado com dxido de estanho.

LIU et al., (2014) estudaram a degradacdo de fenol em um filtro eletroquimico

com nanotubo de carbono com geragdo simultanea in situ de peroxido de hidrogénio. Eles
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obtiveram uma remocéao de fenol de aproximadamente 87% apds 4 h de operacao continua
de tratamento em potencial catédico de 0,4 V (Ag/AgCl), pH 6,46 e vazdo de 1,5 mL.min’
! Nas mesmas condi¢des, uma produgdo maxima de 1,38 mol.L"2.m2 de peréxido de

hidrogénio foi alcancada.

5.8. Analise da atividade estrogénica por ensaio YES

Sabe-se que em relacdo aos desreguladores enddcrinos, ndo apenas € importante
que um processo seja capaz de degrada-los, mas também que ndo haja a producéo de
intermediarios com atividade estrogénica ou que esses sejam também degradados. Ao se
quantificar os estrogénios no meio reacional, muitas vezes os intermediarios que estdo
sendo formados e que podem apresentar alguma atividade estrogénica ndo sé&o
quantificados. Portanto, é necessario avaliar a atividade estrogénica da solugéo resultante
da oxidacdo, uma vez que ndo é suficiente somente a remocdo dos estrogénios, mas

também a remocdo da atividade estrogénica do meio apds o processo de oxidagéo.

Conforme previamente descrito, a atividade estrogénica foi avaliada apds 5 h de
tratamento no filtro eletroquimico em todas as condicdes estudadas. A atividade
estrogénica foi avaliada por meio do ensaio YES, utilizando microplacas de 96 pogos em
sistema de diluicdo em série para solugdes preparadas em agua ultrapura.

Para as solucfes contendo 0s estrogénios antes do tratamento e para aquelas apos
o0 tratamento eletroquimico com 1,0 V; 1,5V, 2,0 V e 2,5V, a atividade estrogénica foi
representada por uma curva dose-resposta obtida no ensaio YES, a partir da relacéo entre
absorbéancia corrigida e o fator de diluigdo. A curva dose-resposta para o controle positivo
(17p -estradiol) também foi plotada. As curvas podem ser observadas na Figura 5.16.
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Figura 5.16 - Curvas dose resposta do ensaio YES em solucdo aquosa
(agua-+acetonitrila) contendo apenas estradiol (controle positivo) (a) e para as
solugbes contendo E2 + EE2 ap6s 5h de filtracéo eletroquimica com NC: (b) 0V,
)10V, )15V, (e)2,0Ve(f)25V.([E2]o=[EE2]o = 37 uM, [Na2SOa4]o = 10
mM, J =1,5 mL.min™).

Conforme pode ser observado na Figura 5.16 todas as curvas apresentam um

comportamento sigmoidal, o que caracteriza a presenca de atividade estrogénica antes do
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processo e mesmo apos o tratamento sob as diferentes tensées aplicadas. Os dados foram
ajustados e os valores de limite de deteccdo, maxima inducdo da p-galactosidase e do
ECso estdo apresentados na Tabela 5.6 e estdo de acordo com a (ESTEBAN et al., 2014;
GUEDESMANIERO; MAIABILA; DEZOTTI, 2008; KUNZ et al., 2017; LI et al.,
2004).

Tabela 5.6: Parametros obtidos do ensaio YES para o controle positivo e para as as

mostras tratadas pelo processo eletroquimico.

) Maxima
Condicao o ) B
) Limite de inducéo da
experimenta o EC50 p* R?
| deteccdo atividade
estrogénica
Controle
positivo 1.023+0.005 2.676+0.004  26.981+2.188  3.305+0.246  0,9999
(Estradiol)
oV 1.091+0.011 2.427+0.012  0.0011+0.0004  2.305+0.853  0,9972
10V 1.060+0.003 2.857+0.035 0.0042+0.0003  2.058+0.123  0,9937
15V 1.076+0.001 2.799+0.021  0.0198+0.0024  1.796+0.187  0,9972
20V 1.034+0.003 2.385+0.030  0.0316+0.6401  2.862+0.640  0,9918
25V 1.005+0.003 2.519+0.056  7.5100+1.5616  1.855+0.196  0,9948

O ajuste por modelo logistico se mostrou satisfatorio, com valores de R?
superiores a 0,99 em sua maioria. Um aumento nos valores de EC50 (%) obtidos para as
curvas dose-resposta de cada amostra foi observado com o aumento do potencial aplicado

(1,0 V a2,5V), corroborando com a reducao da atividade estrogénica das amostras.

A atividade estrogénica nas amostras aquosas pode ser expressa em termos de
equivalente de 17B-estradiol em ng.L' (EQ-E2). O EQ-E2 compara o potencial
estrogénico da amostra com aquele que seria causado se apenas 0 composto 173-estradiol
estivesse presente em solucdo. Os resultados da variagdo de EQ-E2 com a diferenca de

potencial aplicada s&o apresentados na Figura 5.17.
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Figura 5.17 — Remocéo da atividade estrogénica em termos de EQ-E2 apds 5 h de
filtracéo eletroquimica com NC em agua ultrapura sob diferentes tensdes
aplicadas. ([E2]o=[EE2]o = 37 uM, [Na2SOs]o = 10 mM, J = 1,5 mL.min™"),

A partir da Figura 5.17 pode-se afirmar que o tratamento de solu¢cdes contendo
estradiol e etinilestradiol por filtracdo eletroquimica com nanotubo de carbono € eficiente
na remocao da atividade estrogénica sob potencial total aplicado na célula variando de
1,0 a 2,5 V. Houve intensa diminuicdo da atividade estrogénica ap6s a eletro-oxidacéo.
Além disso, a medida que se aumentou o potencial aplicado, maior foi a reducdo da
atividade estrogénica. Baixo EQ-E2 foi encontrado quando se utilizou 2,5 V. Contudo, é
importante notar que mesmo na condicdo 6tima (2,5 V), um valor residual de EQ-E2 foi

encontrado.

A atividade estrogénica de E2 e EE2 estd relacionada as suas estruturas
quimicas. Em particular, a posicéo relativa do grupo fendlico é considerada essencial para
a alta afinidade do bioreceptor ligante e, consequentemente, para a estrogenicidade. Nas
condicBes estudadas, a atividade estrogénica foi quase completamente removida apos a

filtracdo eletroquimica com NC sob 2,5 V (>99,9%), indicando que o anel fenolico
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(grupo funcional que se liga ao sitio estrogénico receptor) foi oxidado.
Consequentemente, pode-se inferir que houve a quebra do anel fendlico ou adi¢cdo de
grupo hidroxilico ao anel fendlico, o que resultou em significativa reducdo da atividade
estrogénica. Baseado na concentracao residual dos estrogénios (E2 e EE2) e no valor da
poténcia relativa do ensaio YES, pode-se estimar que a atividade estrogénica
remanescente é devido aos estrogénios ainda presentes em solucéo, o que sugere a ndo
formagdo de intermediérios estrogénicos, ou a uma concentracdo muito baixa de

estrogénio que contribui para a estrogenicidade residual da amostra.

Pode-se aferir também que a reducdo da atividade estrogénica nos potenciais de
1,0 e 1,5 V é menor devido a adsor¢do dos estrogénios na membrana de nanotubo de
carbono. Nesse caso, a influéncia da eletro-oxidacao é pequena. Outros autores também
sugeriram que a atividade estrogénica remanescente ap0Os tratamento oxidativo de
solucBes contendo E2 e EE2 ndo esta associada a formacdo de subprodutos, e
apresentaram percentuais de remocgdo de atividade estrogénica semelhantes a este
trabalho. FENG et al. (2010) obtiveram uma reducao de 96,5 e 96,3% de equivalentes
estradiol e etinilestradiol, respectivamente, em 15 min de tratamento com um processo de
oxidacdo catalitica. Os autores utilizaram uma densidade de corrente de 10 mA.cm?,
NaSO4 0,2 M como eletrolito suporte, e um elétrodo de Ti revestido com SiO- (Ti/SiOz)

e concluiram que o efeito de intermediarios na atividade estrogénica foi insignificante.

A reducdo da atividade estrogénica nos experimentos realizados neste trabalho
segue de acordo com o que é encontrado na literatura para tratamento de efluentes por
processos eletroquimicos. RICHARDSON & POSTIGO (2016) relatam que mais de 50%
dos subprodutos gerados no tratamento eletroquimico de um efluente ainda sdo
desconhecidos e podem apresentar potencial de toxicidade significativo. Nao ha estudos
na literatura que identifiquem e quantifiquem espécies intermediarias geradas ap6s um
processo de oxidacdo eletrolitica. MURUGANANTHAN et al., (2007) estudaram a
degradacdo eletroquimica do estradiol usando NaCl como eletrélito transportador e
afirmaram que a reac@o gerou produtos de oxidagéo estaveis e desconhecidos. HUBER
et al. (2007) sugerem que apenas uma pequena modificacdo no anel fendlico na estrutura

molecular dos estrogénios é suficiente para reduzir sua atividade estrogénica.
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5.9. Consumo energético

Os sistemas convencionais de tratamento de agua e esgoto podem ser caros e
ineficientes e geralmente dependem de alto consumo de energia. Em geral, uma ETE
convencional exige 0,3-0,6 kwh.m? (BARROSO SOARES, 2017), mas limitacdes em
termos de area ou efluentes de alta qualidade podem exigir tecnologias alternativas. O
consumo de energia do filtro eletroquimico foi estimado para a degradagéo de E2 e EE2
em ambas as matrizes de agua, agua ultrapura e aguas residuais apoOs tratamento
secundario, usando Na>SOs como eletrélito. As Figuras 5.18 e 5.19 apresentam o
consumo energeético requerido para a remogao dos estrogénios nas duas matrizes aquosas,

bem como a corrente de estado estacionério para cada condigao.
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Figura 5.18- Consumo energético requerido para remocao de E2 e EE2 em agua
ultrapura apos 5 h de filtragdo eletroquimica com NC em diferentes tensoes
([E2]o=[EE2]o = 37 uM, [Na2SO4]o = 10 mM, J = 1,5 mL.min™)
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Figura 5.19—- Consumo energético requerido para remoc¢ado de E2 e EE2 em
efluente real apds 5 h de filtracdo eletroquimica com NC em diferentes tensfes
([E2]o=[EE2]0 = 37 uM, [NazSO4]o = 10 mM, J = 1,5 mL.min1)

De acordo com a Figura 5.18, o consumo de energia aumentou 5,9 vezes e 6,1
vezes para E2 e EE2, respectivamente, quando a tenséo aplicada foi aumentada de 1,0 V
para 2,5 V usando agua ultrapura. Aumentos de 9,4 vezes para E2 e 3,4 vezes para EE2
foram obtidos usando &guas residuais urbanas nas mesmas condi¢bes (Figura 5.19).
Considerando que a energia necessaria para remover a atividade estrogénica a 2,5 V foi
de 0,014 + 0,001 kWh.m™ para agua ultrapura e 0,021 + 0,001 kwh.m para efluente
real, os resultados mostram que a filtracdo eletroquimica utilizando NC é um processo
viavel para polimento de efluentes visando reduzir a atividade estrogénica. Se comparado,
por exemplo, com o custo energético atual de outros tratamentos terciarios de aguas
residuérias, como desinfec¢do UV (0,045 - 0,110 kwh m-3) (VECITIS; GAO; LIU,
2011), o filtro eletroquimico demonstrou ser um processo de Otima relacdo custo-

beneficio.
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6. CONCLUSAO

A filtragdo eletroquimica com nanotubos de carbono (NC) foi aplicada com
sucesso para remover 0s estrogénios E2 e EE2, obtendo remocg6es de estrogénio de até
99,1% em agua ultrapura e 96,3% em efluentes real s mediante uma tenséo total aplicada
de 2,5 V e ap6s 5 h de reacdo ([E2]o = [EE2]o = 37 UM, [Na2SO4]o = 10 mM, J = 1,5
mL.min%). A analise da superficie dos NC por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e espectroscopia fotoeletrénica de Raio-X (XPS) antes e depois do tratamento
mostrou que subprodutos resultantes da oxidacdo dos compostos organicos aderiram a
superficie do NC e provavelmente podem ser a causa da polimerizacdo do eletrodo.
Varidveis como vazdo, tensdo aplicada e tempo de reacdo devem ser otimizadas para
evitar o acumulo de substancias organicas na superficie anddica do NC, o que pode causar

passivacdo do NC e, consequentemente, reduzir a eficiéncia do processo.

A atividade estrogénica foi consideravelmente reduzida sob tensdes totais
superiores a 1,5 V em ensaios com agua ultrapura, e niveis minimos de EQ-E2 foram
alcancados aplicando uma tenséo total de 2,5 V. A estrogenicidade residual observada em
2,5 V estad provavelmente associada a presenca de uma concentracdo remanescente de

estrogénios, o que sugere a ndo formacao de intermediarios estrogénicos.

O consumo de energia do filtro eletroquimico a 2,5 V foi estimado em 0,014 +
0,001 kWh m para &gua ultrapura e 0,021 + 0,001 kWh.m™ para efluente real (pos-
secundario), indicando a viabilidade da filtragdo eletroquimica como processo de
polimento para reduzir a atividade estrogénica.

O desempenho positivo do filtro eletroquimico de NC na remocao de compostos
desreguladores enddcrinos e sua eficiéncia na remocao de atividade estrogénica revelam

uma aplicagdo promissora desta tecnologia para tratamento de agua e esgoto.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a continuidade deste trabalho, s&o feitas as seguintes sugestdes para trabalhos

futuros:

Avaliar as cinéticas de reacdo em termos de matéria organica dissolvida;

e Identificar os subprodutos formados apds o processo de filtracdo eletroquimica e

avaliacdo de sua atividade estrogénica;

e Avaliar a eficiéncia do processo de filtracdo eletroquimica utilizando nanotubos de
carbono dopados com oOxidos metalicos, de modo a diminuir a quantidade de

nanomaterial e reduzir o custo do processo;

e Funcionalizar e/ou dopar a membrana de NC de modo a torna-la mais resistente a
maiores tensdes, otimizar a reatividade do anodo, reduzir o tempo de experiéncia e/ou

prolongar a vida util do material.
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