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Resumo
FIGUEIREDO, N.G. Avaliagao da remogao de interferentes enddcrinos, ativos farmacéuticos
e cafeina em agua para abastecimento publico do Estado de S3do Paulo. 2014. 110f. (Tese
de Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2014.

Alguns compostos organicos como interferentes enddcrinos e ativos farmacéuticos
estdo sendo encontrados em aguas superficiais e vém chamando a atencdo de orgdos
publicos e da comunidade cientifica. Dentre esses compostos, foram enfatizados nesse
trabalho, o hormoénio sintético 17a-etinilestradiol, o surfactante (4-nonilfenol), bisfenol A, o
antibidtico B-lactamico amoxicilina e a cafeina como tragador de atividade antrdpica. Estes
compostos sdo continuamente introduzidos em corpos d’agua pelo lancamento de esgoto in
natura o que afeta a qualidade da dgua, a saude dos ecossistemas e impacta o suprimento
de agua potavel. Considerando a baixa taxa de remocdo desses contaminantes pelo
tratamento de dgua atualmente utilizado no Brasil e o estado de degradagdao dos mananciais
de agua para abastecimento publico, esse trabalho apresenta o desenvolvimento de
metodologia analitica para determinagdo dos compostos citados e a avaliacdo da eficiéncia
de remocdo quando o tratamento convencional de agua é aplicado. A determinacdo foi
baseada em métodos ja estabelecidos e envolveram as etapas de limpeza e concentragao de
amostra usando extracdo em fase sélida (SPE) e andlise por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrometria de massas.

As amostras do Reservatdrio do Guarapiranga foram utilizadas para ensaios em escala
laboratorial que simulavam o tratamento convencional de agua em planta real. Os
resultados mostraram a adequac¢dao dos métodos utilizados para a separagao e determinagao
desses compostos em amostras ambientais. Além disso, apontaram para a necessidade de se
avaliar a utilizacdo de metodologias n3ao convencionais que otimizem a remogao pelo

tratamento de agua atualmente utilizado.

Palavras-chave: interferentes enddcrinos, farmacos, cafeina, SPE-HPLC-DAD/MS, tratamento

de agua



Abstract
FIGUEIREDO, N.G. Assessment of endocrine disruptors, pharmaceuticals and caffeine
removal in drinking water of the Sdo Paulo State. 2014. 110f. (Tese de Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Some organic compounds, such as endocrine disruptors and pharmaceuticals, are
being found in the surface water, and are concerning both the public organs and the
scientific community. Among these compounds, the synthetic hormone 17a-
ethinylestradiol, the surfactant (4-nonylphenol), bisphenol-A, the B-lactam antibiotic
amoxicillin and the marker of human activity caffeine were highlighted in the present
work. These compounds are continuously drained to the water bodies by sewers,
affecting not only the water quality itself, but also the ecosystems, and impacting the
drinking water availability. Currently in Brazil, the removal rate of these contaminants is
low, whereas the water sources for public supply are highly degraded. In this context, the
present work develops an analytical method to detect the aforementioned compounds,
and to evaluate the efficiency of its removal by conventional water treatments.
Detection was based on pre-established methods and steps involved clean up and
samples concentration by solid phase extraction (SPE), high performance liquid
chromatography with diode array detection (DAD), and mass spectrometry. Recovery
tests were done using environmental samples from Guarapiranga Reservoir (Sdo Paulo,
SP). This samples were further used in laboratorial tests, simulating real scale water
conventional treatments. Current results revealed the adequacy of the chosen methods
in the separation and determination of the abovementioned compounds from natural
samples. Also, they highlight the need for the evaluation of non-conventional

methodologies that optimize removal by current water treatment.

Keywords: endocrine disruptors, pharmaceuticals, caffeine, SPE-HPLC-DAD/MS water

treatment
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1. Introdugao

O crescimento demografico e a expansao industrial trouxeram como consequéncia
quadros de contaminagao atmosférica, de solo e recursos hidricos, em todo o mundo. Com
isso, a partir da criagdo da USEPA (United States Environmental Protection Agency), em
1970, o interesse da comunidade académica, dos setores publico e privado e o numero
pesquisas sobre o monitoramento da presenca de compostos organicos xenobidticos nos
diversos compartimentos ambientais se intensificaram.

No ambiente aquatico, esses contaminantes podem ser encontrados em aguas
superficiais e de subsolo, sedimentos marinhos, solo, efluentes e lodo biolégico (o que
indica persisténcia ao processo de digestdo) (BILA E DEZOTTI, 2007) das Estacbes de
Tratamento de Esgoto (ETE) e de Agua (ETA). Em aguas, sdo encontrados em concentracdes
trago, variando ng.L'1 a ug.L'1 (LI, 2014; GROS et al., 2006a e 2006b; PEREZ e BARCELO,
2007; LOPEZ-ROLDAN et al., 2010; FERREIRA DA SILVA et al., 2011). A grande diversidade
de compostos e as baixas concentragdes dificultam sua deteccdo e andlise, além de
representar um desafio para os processos de tratamento de dgua e esgoto (WESTERHOFF
et al., 2005; TIJANI et al., 2013; ZHANG et al., 2008; MORASCH et al., 2010; RODIL et al.,
2012).

Por serem continuamente introduzidos no meio ambiente, mesmo em baixas
concentragdes, estas substancias podem afetar a qualidade da dgua, a saude dos
ecossistemas e impactar o suprimento de agua potavel (SCHWARZENBACH et al., 2007).
Entre as rotas de aporte em aguas superficiais podem ser citados tanto o langamento de
esgoto in natura, em razdao do déficit em infraestrutura de saneamento em muitas
localidades quanto o lancamento de efluentes de ETE. Este fato se agrava pela capacidade
limitada de remocdo de diversos contaminantes pelos processos de tratamento de agua
tradicionalmente utilizados (STUMPF et al., 1999).

Dentre estes compostos, sdao classificados como contaminantes emergentes:
farmacos de diferentes classes, tais como analgésicos, anti-inflamatérios, drogas
psiquiatricas, antilipidémicos, antibidticos (de uso humano e veterinario), contrastes de
raio X, hormonios e esterdides, além de componentes presentes em protetores solares,
produtos de higiene pessoal, ftalatos, inseticidas repelentes, antisépticos e surfactantes. As

razdes para tal interesse baseiam-se no fato de serem moléculas com atividades bioldgicas
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definidas (terapéuticas ou ndo), algumas sdo ambientalmente persistentes, podendo afetar

ndao somente organismos alvo, mas organismos de espécies distintas que apresentem

semelhancas bioquimicas, como sitios em receptores ativos compativeis para essas

moléculas (CHRISTENSEN, 1998; FENT et al., 2006). Diversos estudos sobre potencial

ecotoxicolégico mostram resultados preocupantes, como feminizacdo de peixes e répteis

(hormonios naturais e sintéticos), resisténcia microbiana (antibidticos) e danos funcionais

(anti-inflamatérios), quando a exposicdo aguda e/ou cronica é levada em consideragdo

(BILA E DEZOTTI, 2003; JORGENSEN, 2000; MIRANDA, 1998), conforme apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1. Poluentes organicos, metais e os problemas a eles relacionados

Uso Classe Exemplos Problemas Referéncias
. MACDONALD et
Aditivos Ftalatos al., 2000
Produtos Monqmgro de PCB.S (bifenilas Biomagnificacao
Industriais plastico policloradas) ERIKSSON et al.,
Retardantes de PBDES. (es_teres 2001
chama difenil
polibromados)
Produto de
Detergentes Etoxilados de transformacao AHEL et al.,
nonilfenol com atividade 1994
enddcrina,
F4rmacos Antibidticos Resisténcia KOLPIN et al.,
bacteriana, 2002
Produtos Horménios . . Feminizacio de  BILA E DEZOTTI,
Comerciais g, Etinilestradiol .
sintéticos peixes 2007
Efeitos
Produtos de Filtro solar :;flfg:::zfrzz DAUGHTON e
higiene pessoal ) TERNES, 1999
interferentes
enddcrinos
. e Efeitos toxicos, IWATA et al.,
Biocidas Praguicidas DDT (dicloro difenil metabdlitos 1994
tricloroetano) BIGNERT et al.,

persistentes

1998
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Tabela 1 (cont.) Poluentes organicos, metais e os problemas a eles relacionados

Uso Classe Exemplos Problemas Referéncias
Metais Cd, Hg, Arsénio, Riscos para a saude
pesados Selénio, Fluoreto humana WHO, 2011
inorganicos NRIAGU, 1988
Geosmina e Qualidade da agua
Gosto e Odor
Compostos Metilisoborneol potavel
quimicos KUJIBIDA et al.,
naturais 2009
Riscos para a saude  AZEVEDO et al.,
Cianotoxinas Microcistinas 2002
humana DORR et al.,
2010
Hormonios Feminizagdo de EGGEN et al.,
Estradiol
naturais peixes 2003
Subprodutos Qualidade da agua
Desinfeccao e RICHARDSON e
de Trihalometanos potavel, riscos para

oxidacao

Produtos de

transformacao

desinfecgdo
Metabdlitos

em geral

Cloroacetanilida

a saude humana
Qualidade da agua

potavel

SIMMONS, 2002

HLADIK et al.,
2005

O destino e o comportamento dos interferentes enddcrinos, no meio ambiente,

estdo diretamente relacionados com suas propriedades fisico quimicas. S3o essas

propriedades que influenciardo no fato do composto permanecer na fase aquosa (como

muitos dos farmacos acidos, neutros e basicos) ou em sua interacdo com particulas sélidas,

tais como estrogénios ou certos antibidticos, que tém um potencial mais alto para ser

adsorvido por lodos de esgoto. Contaminantes hidrofébicos podem particionar em sélidos

do lodo primario ou secundario e essa tendéncia pode ser avaliada por meio do coeficiente

de particdo octanol-agua (logP) (DREWES, 2003).

Na Tabela 2 sdo apresentados compostos representativos de diferentes classes

organicas com suas propriedades fisico quimicas.



Tabela 2. Propriedades fisico quimicas de compostos de diferentes classes

22

Composto Classe Estrutura Férmula M (g.mol) pKa LogP
(o] \N
Cafeina Marcador \ 7»1 CgH1oN4O5 194.19 10° 0.01°
antropogénico —
N
o) \
2 ° 3.4¢
Amoxicilina Antibiético ) IU\ C16H19N305S 365.38 6.7 0.58°
g ’ 9.4
. Monomero 2.5-
Bisfenol A oldstico O C1sH160; 228.29  10.2¢ 3 3¢
17a- Hormonio 3.67-
296.41 10.4°
etinilestradiol Sintético 96 0 4.15°
Surfactante 4.36-
4-nonilfenol H 220. 10.7°
nonifteno n3o ibnico CisHa40 0.35 0 4.60°

? Broséus et al., 2009 "Katsu et al., 2008 “Babic et al., 2007 °Carballa et al., 2005 ¢ Verliefde, 2007

A legislagao brasileira ndo trata os farmacos como poluentes e nem seus possiveis

efeitos residuais para a saude foram avaliados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),

no Brasil, a tecnologia mais amplamente utilizada no tratamento de d4gua para

abastecimento é o sistema convencional, contemplando as etapas de coagulacao,

floculagdo, sedimentacao, filtracdo e desinfeccdo. No contexto histérico, os mananciais

empregados para abastecimento publico foram escolhidos de modo a possibilitar que as

ETAs fossem do tipo convencionais. Assim sendo, o principal objetivo a ser atendido era a

producdo de agua potavel de acordo com o padrdo de potabilidade para cor e turbidez e

qgue fosse segura do ponto de vista microbiolégico e quimico, dentro do estabelecido pela
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legislacdo vigente, atualmente a portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL,
2011). Como a grande maioria dos sistemas de abastecimento no Brasil possui mais de 30
anos, atualmente as ETAs enfrentam problemas com relacdo a remocdo de contaminantes
até entdo desconhecidos ou que nao haviam sido quantificados (FERREIRA FILHO e
MARCHETTO, 2006). Contudo, em paises desenvolvidos, como Estados Unidos, Canada e
Inglaterra, a crescente preocupag¢ao com os subprodutos da desinfeccdo e com micro-
organismos especificos, fez com que novas tecnologias fossem consideradas, dentre as
quais os processos de separagdo por membranas (EPA, 2003; JACANGELO et al., 1997) e
adsorcdo e degradacdo em carvao biologicamente ativo (AWWA, 1998; AWWA, 2000).
Associado a isto, estudos recentes mostram que os processos oxidativos, tais como os
Processos Oxidativos Avangados (POA), ozonizagdo (Os/H,0,) e fotocatdlise (H,0,/UV) sdo
tecnologias promissoras na remocdo de micropoluentes no tratamento de dgua potdvel ou
de outros sistemas aquosos (KLAVARIOTI et al., 2009).

Além dos desafios associados as tecnologias de tratamento, a questdo do
monitoramento dessa ampla gama de substancias e compostos quimicos atualmente
disponiveis e potencialmente presentes nos mananciais utilizados para abastecimento é
fundamental. Para a determinacdo desses compostos, uma variedade de metédos
analiticos validos para matrizes bioldgicas como sangue, tecido e urina é relatada na
literatura (BILA E DEZOTTI, 2003). Porém, no caso da analise de farmacos residuais e/ou
seus metabolitos e produtos de transformacao em efluentes de ETE, em dguas de rios, de
subsolos e agua potdvel, o desenvolvimento de métodos mais sensiveis, com capacidade
de deteccdo de concentragdes na faixa de ug.L‘1 e ng.L‘l, torna-se necessario
(RICHARDSON, 2006).

No Brasil, os farmacos vém sendo monitorados desde 1997, apesar de ndao serem
regulados, segundo dois estudos realizados no Rio de Janeiro. No primeiro, publicado por
STUMPF e colaboradores em 1999, com amostragem realizada em 1996, foram detectados
antilipidémicos, anti-inflamatérios e alguns de seus metabdlitos em esgoto, em efluente de
ETE (0,1 a 1,0 pg.L™!) e em aguas de rios (0,02 e 0,04 pg.L™). No segundo, realizado por
Ternes e colaboradores (1999), foram encontrados estrogénios naturais (17 B-estradiol e
estrona) e o contraceptivo sintético 17 a-etinilestradiol na ETE da Penha/RJ e em esgoto
bruto, amostrados em 1997. A faixa de concentragio detectada variou entre 0,021 pg.L " e

-1 A . . ~ ~ N .
0,04 pg.L ™ para os estrogénios naturais. Com relagdo a remogdo dessas substancias, as
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taxas observadas foram de 67% para a estrona no efluente tratado em filtro biolégico e
83% para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados. Para o 17 B-estradiol, estas
taxas foram de 92% para o efluente tratado em filtro bioldgico e 99,9% para o efluente
tratado pelo processo de lodos ativados, respectivamente. Para o 17 a-etinilestradiol, as
taxas de remocdo, na ETE, relatadas foram de 64 e 78% para o efluente do filtro bioldgico e
para o efluente do tanque de lodo ativado. Em um estudo mais recente realizado na cidade
de Campinas por Sodré e colaboradores (SODRE et al., 2010) foi investigada a ocorréncia de
contaminantes emergentes em agua potavel. Utilizando metodologia analitica baseada em
extracdo em fase sdlida com separacdo por cromatografia a gas e detecgcdo por
espectrometria de massas (SPE-GC-MS), de 11 contaminantes investigados, 6 foram
encontrados nas amostras. Stigmasterol apresentou a maior concentragdao média (0,34 +
0,13 pg.L™), seguido pelo colesterol (0,27 + 0,07 pg.L™), cafeina (0,22 + 0,06 pg.L™"), e
bisfenol A (0,16 + 0,03 ug.L™). Estrona e 17 B-estradiol foram detectados somente nas
épocas de seca em concentracdes abaixo do limite de quantificacdo do método utilizado.

A forma de exposi¢cdo dos seres humanos a esses contaminantes emergentes ocorre
principalmente por meio da ingestao de alimentos como: frango, peixes, carnes bovina e
suina, legumes e verduras, agua contaminada e, em menor proporc¢ao, pelo contato via
derme e inalagdo dessas substancias, como é o caso dos inseticidas e produtos de higiene

pessoal.
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2. Fundamentag¢ao Tedrica

2.1. Ocorréncia de contaminantes organicos no ambiente aquatico

O aumento da contaminacdo mundial de sistemas aquaticos, com grande
quantidade de compostos organicos sintéticos e naturais € um dos principais problemas
ambientais atualmente enfrentados. Embora a maioria destes compostos esteja presente
em baixas concentragdes, muitos deles podem levar a problemas toxicolégicos, em
particular quando presentes como componentes de efeito sinérgico em misturas
complexas. Geralmente, esses compostos quando absorvidos pelo organismo podem ser
excretados sem transformacdo, em sua forma inalterada, ou metabolizados por reagées de
biotransformacado divididas em reacdes de fase | e de fase Il: as de fase | sdo reacdes de
oxidacdo, reducdo, hidrdlise e alquilacdo e as reagbes de fase Il sdo reagGes como
sulfatacdo e glicuronidacdo nas quais sao formados conjugados mais polares e hidrofilicos e
excretados pela urina, bile, fezes ou esterco animal na forma de um metabdlito ou uma
mistura de vérios sendo frequentemente encontrados no esgoto doméstico (KUMMERER,
2009).

Depois de sua liberacdo para os sistemas de esgoto, eles passam por estacdes de
tratamento (ETE) onde ndo sdo completamente eliminados e acabam por atingir os
sistemas de aguas superficiais e prejudicar a producdo de dgua potdvel (DREWES et al.,
2003;. MIAO et al., 2004; JONES et al., 2005b; JONES et al., 2005a; BILA E DEZOTTI, 2003;
GHISELLI e JARDIM, 2007; ALMEIDA e WEBER, 2005; PETRIE et al., 2013).

Véarios estudos tém relatado a presenca destes compostos em aguas de rio
(TERNES et al., 2001, LIN e REINHARD, 2005; ELLIS, 2006) e em agua potavel (HEBERER,
2002; MELO e BRITO, 2014; SODRE et al, 2010). Ressalta-se que a ocorréncia de
micropoluentes em agua potavel é dependentes das fontes utilizadas pelas ETAs e dos
niveis pluviométricos do periodo. Amostras de agua em épocas com menos chuva
apresentaram concentra¢cdes mais elevadas do que aquelas provenientes de épocas mais
chuvosas (LUO et al., 2014).

A Figura 1 apresenta as rotas de aporte de farmacos e interferentes enddcrinos no
ambiente aquatico desde sua utilizacdo na medicina humana e veterinaria e como residuos

de producdo industrial até atingir o suprimento de dgua potavel.
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APLICACAO <— PRODUCAO
Medicagdo Humana Medicagdo Veterindria = \l/
EXCRECAO IndUstria
v v \l' v
Esterco Esgoto
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tratamento
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Estacdo de tratamento de dgua —_—> Agua potavel

Figura 1. Rotas de introdugdo de produtos farmacéuticos no ambiente aquatico (adapado
de Bila e Dezotti, 2007)

Nesse ambiente, os compostos organicos tém 3 destinos (RICHARDSON et al.,
1985): (i) podem ser completamente eliminados, ou seja mineralizados a gds carbdnico e
agua, como por exemplo, o acido acetilsalicilico; (ii) podem passar por algum processo
metabdlico ou ser degradado parcialmente, como a amoxicilina ou (iii) podem ser
persistentes como antiinflamatdrios e antilipidémicos (STUMPF et al., 1999). Apesar de
alguns compostos apresentarem alta taxa de reducdao pelos processos de tratamento de
agua e esgoto, em torno de 95%, os mesmos sdo continuamente introduzidos no ambiente,
o que justifica a constante necessidade de monitoramento por apresentarem alto potencial
para producdo de subprodutos como é o caso do 17B-estradiol, da estrona e da
progesterona, todos da classe dos interferentes enddcrinos (WHESTERHOFF et al., 2005).

Como forma de se avaliar a contaminacao de aguas superficiais pode-se utilizar
marcadores quimicos como agentes fluorescentes branqueadores, utilizados por exemplo
em sabdo em po; surfactantes, utilizados em detergentes sendo o alquil benzeno sulfonato

o mais utilizado e a cafeina que é consumida e excretada exclusivamente pelo homem
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(SANKARARAMAKRISHNAN & GUO, 2005). As concentragdes desses compostos indicam
ndo somente o aporte de efluente de ETE, como também aporte direto de esgoto nao
tratado seja ele comercial ou doméstico (BUERGE et al., 2006). Assim sendo, podem ser
considerados marcadores antropogénicos, que caracteriza a acdao do homem sobre o
ambiente estudado.

Uma vez que existe uma enorme diversidade de compostos organicos sintéticos
gue podem estar presentes em dguas naturais, esgotos sanitdrios e aguas de
abastecimento e que tenham como origem as acdes antropogénicas, foi necessario efetuar
uma selecdo de compostos representativos de diferentes classes organicas. Deste modo,
foram definidas trés categorias de compostos organicos a serem empregadas neste estudo:
(i) indicador antropogénico: cafeina, (ii) farmaco: amoxicilina (iii) interferentes enddcrinos:

bisfenol A, 4- nonilfenol e 17a-etinilestradiol.

2.2. Cafeina — metabolismo, excreg¢ao e indicagao de atividade antropogénica

A cafeina (1,3,7 metil-xantina), é um alcaldide do grupo das xantinas (Tabela 2)
presente em mais de 60 espécies de plantas, sementes de café, cacau, arvores de cola e
folhas de chd e constituinte de uma enorme variedade de bebidas, produtos alimenticios e
medicamentos de diferentes areas da medicina (IGNAZ et al., 2003). Assim como as outras
xantinas, a cafeina é capaz de estimular o sistema nervoso, produzindo um estado de
alerta, de curta duracao (GARDINALI e ZHAO, 2002).

A média de consumo global encontra-se em torno de 70 mg/dia/pessoa (BUERGE
et al., 2003). No entanto, varia de acordo com as caracteristicas populacionais de cada pais.
Nos Estados Unidos e Brasil sdo consumidos 200 mg/dia/pessoa. Na Australia entre 190 e
410 mg/dia/pessoa (BUERGE et al., 2003) e em Portugal entre 4,7 e 200 mg/dia/pessoa
(PENA et al., 2005).

Apesar do organismo humano ndo necessitar de cafeina, seu consumo moderado
(méximo de 4,6 mg.Kg™" de massa corporal para adultos saudaveis) no estd associado a
riscos a saude (MARIA e MOREIRA, 2007). A cafeina proveniente de café e outras bebidas é
absorvida no estdbmago e intestino delgado e em 45 min distribuida por todos os tecidos do
corpo. E metabolizada no figado pelo sistema enziméatico do citocromo P450, em trés

metabdlitos principais derivados de xantinas:
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a) Paraxantina: que aumenta a lipdlise elevando o teor de glicerol e acidos graxos
livre

b) Teobromina: que dilata os vasos sanguineos e aumenta o volume de urina;

c) Teofilina: relaxa os musculos dos bronquios e pode ser usada no tratamento da
asma.

Cada um desses metabdlitos, em seguida, é metabolizado em varios acidos
metildricos e, entdo, excretados pela urina. Apenas de 0,5 a 3% da dose ingerida é
excretada de forma inalterada na urina (NELSON e COX, 2005).

Além do percentual excretado pela urina, o descarte direto de alimentos, bebidas
e medicamentos fez com que quantidades significativas de cafeina fossem encontradas em
aguas superficiais, subterraneas e residuais (BUERGE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004;
GLASSMEYER et al., 2005). Em ETEs, a cafeina é lentamente metabolizada pela bactéria
Pseudomonas putrida, mas, ndo ha dados conclusivos sobre a degradacado deste composto
em condi¢Oes anaerdbicas (CHEN et al., 2002). Em 2002, CHEN e colaboradores relataram
que concentragdes de cafeina foram encontradas em efluentes de ETE nos Estados Unidos
(> 100 pg.L ™), Canada (20-300 pg.L ™) e Suécia (34 pg.L™). Esses autores ainda ressaltaram
gue, em alguns casos, podem ser encontrados também derivados clorados da cafeina.

A presenca da cafeina no ambiente aquatico é, sobretudo, de origem
antropogénica, pois o homem ¢é a Unica espécie que a consome, utiliza e a excreta de uma
forma regular (BUERGE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004; GLASSMEYER et al., 2005). Embora
ndao seja considerada um interferente enddcrino e seus efeitos a biota nao sejam
conhecidos, em alguns casos, foi associada a elevadas concentragdes de nitratos no meio
aquatico (CHEN et al.,, 2002) e a presenca de coliformes totais, comumente usados como
tracador de contaminacdo fecal (PIOCOS e CRUZ, 2000; SANKARARAMAKRISHNAN e GUO,
2005; FERREIRA e da CUNHA, 2005).

2.3. Amoxicilina — metabolismo, degradac¢ao e contaminag¢do ambiental

A amoxicilina (AMX), Tabela 2, é uma penicilina semi sintética do grupo dos
antimicrobianos B-lactdmicos. Assim como outras penicilinas semi sintéticas foi
desenvolvida com o objetivo de aumentar o espectro de acdo antimicrobiano tendo em

vista os compostos ja existentes (BAILO et al., 2008).
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A AMX apresenta baixa taxa de metabolismo e apds a administracdo por via oral,
distribui-se facilmente pelos tecidos e liquidos organicos sendo excretada de 80-90% AMX
em sua forma inalterada pela urina (HIRSCH et al., 1999).

As penicilinas geralmente ndo representam uma ameaga para o meio ambiente
devido a baixa estabilidade do anel B-lactdmico que degrada facilmente tanto em meio
acido quanto bdasico e pela a¢do de enzimas B-lactamase presentes tanto em bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas. A abertura do anel esta relacionada com a perda
da atividade microbioldgica (GOMES e SOUZA, 2010; PEREZ-PARADA, 2011) e dificulta sua
deteccdo em aguas residuais. No entanto, por ter seu uso amplamente difundido tanto na
medicina humana quanto veterinaria, é continuamente liberada para o meio ambiente
como resultado do processo de manufatura, disposicdao imprdpria ou excrecao metabdlica.
Sua natureza polar e pouco volatil pode permitir que resista aos processos de digestao
anaerobica (degradacdo de matéria organica na auséncia de oxigénio, através de micro-
organismos) aplicados nas ETE e se mantenham na agua (DE BAERE et al., 2002) que
mesmo por curto periodo de tempo. Tal fato acarreta dois problemas ambientais: a
contaminagao dos recursos hidricos e o desenvolvimento de microorganismos resistentes a
antibiodticos (JORGENSEN et al., 2000).

Ha pouca informacao disponivel sobre o destino e comportamento da amoxicilina
em ambiente aqudtico. Existe a possibilidade da degradacdo da amoxicilina em acido
amoxicildico conduzir a outros compostos, tais como o acido amoxildico e a amoxicilina
dicetopiperazina, os quais j& foram detectados em amostras ambientais (LAMM, 2009;
NAGELE, 2005, PEREZ-PARADA et al., 2011). A Figura 2 apresenta os principais metabdlitos
da amoxicilina.

Segundo a ANVISA, amoxicilina integrou a lista dos principios ativos mais vendidos

no pais entre o periodo de out/08 a out/09.



30

H2N 0] (0] HN
0 OH
HN-CON —>
OH
H s
HO
HO NH,
1 2
l 3
0
NH S
HO
NH HN
0 0
4

Figura 2. Mecanismos de degradagdo amoxicilina onde (1) amoxicilina, (2) Acido Amoxicildico, (3)

Acido Amoxildico e (4) Amoxicilina dicetopiperazina (adaptado de LAMM, 2002)

2.4. Interferentes enddcrinos

Os compostos organicos chamados interferentes enddcrinos sdo substancias que
atuam como horménios e possuem propriedades que podem provocar disturbios no
sistema enddcrino de animais e humanos, mesmo em baixas concentracdes. Observacées
sobre a ocorréncia de anormalidades no sistema enddcrino de animais submetidos a
exposicdo de alguns compostos organicos motivaram o interesse no estudo destas
substancias (ALLEN et al., 1999; TAYLOR et al., 1999, GIMENO et al., 1998; JOBLING et al.,
1998).

Alteracdes crbénicas no desenvolvimento e na reproducdo de varias espécies
presentes em diferentes compartimentos ambientais tém sido atribuidas a ocorréncia de
uma grande variedade de substdncias quimicas, principalmente em sistemas aquaticos
naturais. Mesmo em concentracdes traco, alguns compostos exdgenos, sintéticos ou
naturais, tém sido detectados em amostras de aguas superficiais em todos os continentes
do planeta, principalmente em funcdo da atividade antrépica (KIM et al., 2006; REYERO et
al., 2005; SHARMA et al., 2009; ROCHA et al., 2014).

Muitas definicdes sdo propostas para o termo interferentes endécrinos (SUSAN,
2011; GHISELLI e JARDIM, 2007), alguns autores consideram que sdo aquelas substancias

gue interagem com sitios receptores de hormonios, enquanto que para outros, qualquer
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substancia que interfira no funcionamento do sistema enddcrino, independentemente de
atuar no sitio receptor ou ndo. A definicdo dada pela USEPA é a de que se trata de um
“agente exdgeno que interfere na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou
eliminacdo de hormonio natural no corpo que sdo responsdveis pela manutencdo,
reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos” (EPA, 1997; EC, 1997,
KAVLOC, 1996).

Juntamente com o sistema nervoso, que se comunica por impulsos elétricos ao
longo dos circuitos nervosos e celulares, o sistema enddcrino regula as fungdes fisioldgicas
do organismo transportando informagdes da circulagdo de um tecido para outro via
hormonios. Os hormonios sdo produzidos e secretados pelas glandulas enddcrinas
diretamente para a corrente sanguinea e influenciam de forma excitadora ou inibidora as
atividades funcionais de outras células (GUYTON e HALL, 2011).

Por meio da interagdo com receptores de hormoénios e varios outros processos no
sistema enddcrino e neuronal tais substancias podem imitar a agdo de um hormoénio
produzido pelo organismo, como o estrogénio ou a testosterona, desencadear reagdes
guimicas semelhantes no organismo; bloguear os receptores nas células que recebem os
hormonios e, dessa forma, impedir a acdo dos hormdnios naturais; ou afetar a sintese,
transporte, metabolismo e a excrecdao dos horménios, alterando suas concentragdes no
organismo (BIRKETT e LESTER, 2003; DAMNSTRA, 2002; FONTENELE et al., 2010).

De uma maneira geral, os interferentes endécrinos podem ser agrupados em dois

diferentes grupos (NOHYNEK et al., 2013; DORSCH et al., 2012; SILVA et al., 2012):

1. Substancias sintéticas - incluem os hormonios sintéticos (hormonios idénticos
aos naturais utilizados como contraceptivos orais e/ou aditivos na alimentagdo animal),
bem como os xenoestrogénios, substancias utilizadas nas industrias, agricultura e para os
bens de consumo. Nesta categoria, estdao incluidos os praguicidas e aditivos plasticos, as
bifenilas policloradas, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, compostos de
organoestanho, alquilfendis, e ainda subprodutos de processos industriais, como as
dioxinas e furanos;

2. Substancias naturais - fitoestrogénios, tais como, genisteina e metaresinol e

estrogénios naturais 17B-estradiol, estrona e estriol.
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Substancias sintéticas com acdo desreguladora sdo geralmente persistentes no
ambiente, acumulam-se no solo e nos sedimentos, sdo transportadas para outras regides
pela atmosfera e podem acumular-se ao longo da cadeia trdfica, expondo animais
superiores a maiores riscos (CLARKE e SMITH, 2011). Nos ambientes aquaticos, tanto as
substancias naturais quanto sintéticas sdo encontradas em concentracdes fisioldgicas, ou
seja, muito proximas das encontradas no organismo. Entretanto, para se avaliar os riscos
da exposicao de organismos aquaticos a tais substancias deve-se compreender também os
mecanismos de degradacdao que as envolvem, além do monitoramento das suas
concentragdes no meio ambiente. Para isso, deve-se recorrer aos ensaios biolégicos do tipo
in vitro e/ou in vivo, embora este ultimo forneca dados ecotoxicoldgicos mais relevantes
quando se trata da identificacdo de interferentes enddcrinos em potencial (TSE, 2013; LEE
et al., 2008; BEZBARUAH e KALITA, 2010).

Para muitas substancias quimicas sintéticas como os praguicidas, os efeitos
produzidos a partir das atividades destes compostos no sistema enddcrino (estrogénica,
androgénica, anti-estrogénica e/ou anti-androgénica), observados em ensaios in vitro,
apresentam ordens de magnitude menores quando comparados aos hormonios enddgenos
como o estradiol. Porém, ndo se deve ignorar a presenga dessa classe de compostos, pois,
embora parecam ser menos potentes que os horménios enddgenos, muitos deles sdo
persistentes no ambiente, acumulando-se nos varios compartimentos, principalmente
biota, sendo posteriormente detectados nas dguas, nos sedimentos, no material
particulado rico em matéria organica, mesmo apds terem deixado de ser produzidos
industrialmente ha varias décadas (RODNEY et al., 2013; VERBRUGGEN e VAN DEN BRINK,
2010; FARRE et al., 2008).

O destino dos estrégenos no ambiente dependera de suas caracteristicas fisico
guimicas e de fatores como: lipofilicidade, persisténcia, bioacumulacdo, tempo de
exposicdo, mecanismos de biotransformacdao e de excre¢do, entre outros. Algumas
substancias presentes no meio ambiente sofrem biotransformacdo, resultando em
metabdlitos ou subprodutos, igualmente ou até mais danosos que os compostos originais.
Devem ser levadas em conta também as propriedades do meio receptor, tais como
temperatura, turbidez, pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido, radiacdo, matéria organica e
concentracdo de diversas outras substancias. Devido a sua lipofilicidade e baixa

volatilidade, o processo de sorcdo em sedimentos suspensos pode ser um fator
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significativo na reducdo dos estrdgenos na fase aquosa facilitando sua dispersdo no meio
ambiente. (RHYU et al., 2014; THUY e NGUYEN, 2013; KIM et al., 2010; KIM et al., 2009).

A ocorréncia destes contaminantes em efluente de ETE, dgua de rios receptores de
esgoto bruto ou tratado e aguas tratadas para abastecimento publico tém sido estudadas
em todo do mundo (MARTIN et al., 2012; ZORITA et al., 2009; KIM et al., 2007; PAL, et al.,
2010; UTRILLA et al., 2013). Estes estudos mostram que, dependendo do tempo de
exposicdo, podem estar relacionadas com doengas como cancer de mama, testicular e de
prostata, ovarios policisticos e redugdo da fertilidade masculina. As evidéncias mostram
que os sistemas reprodutivos de certos organismos terrestres e aquaticos sao afetados por
estrogénios, resultando no desenvolvimento de anormalidades e deterioragao reprodutiva
nos organismos expostos. Além disso, essa exposicdo a estrogénios (ou substancias que
mimetizam a acdo de estrogénios) pode causar a feminizacdo de peixes se a exposicao
ocorrer durante o periodo critico da diferenciacao sexual (LI et al., 2012; PISAPIA et al.,
2012; EERTMANS et al., 2003; ROULLIER-FABRE et al, 2014; LOPEZ-CASAS et al., 2012;
KOLLE et al., 2012; PORTE et al., 2006).

A Tabela 3 explicita os efeitos e anomalias atualmente atribuidos aos interferentes

enddcrinos.
Tabela 3. Efeitos e anomalias atribuidos aos interferentes endécrinos®
Espécie Contaminantes Efeitos
Feminizacdo de peixes
Efluente ETE Declinio da populagdo
Indugdo da sintese de vitelogenina®
. Inducdo da sintese vitelogenina®
Peixe

17a etinilestradiol Mortalidade da espécie
Declinio da reprodugao
Declinio na reprodugao

BPA e 4-nonilfenol Feminizagdo de peixes

Anomalias no sistema reprodutivos de
Mamiferos Bisfenol A e PCB ratos, Mortalidades de golfinhos
Baixa concentragdo de testosterona

Hormonios desregulados

Réptei DDE e DDT . L A
epress € Anomalias morfoldgicas nas gbnadas
Anomalias no sistema reprodutivo
Declini ~
Anfibios Efluente ETE eclinio na populagao

Indugdo da sintese de vitelogenina
Hermafroditismo

? Adaptada de BILA E DEZOTTI, 2007bViteIogenina, Proteina sintetizada por fémeas oviparas durante o ciclo reprodutivo
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2.4.1. Bisfenol A — Potencial Toxicoldgico e Exposicio Humana

O Bisfenol A (BPA), Tabela 2, ¢ um mondmero de plastico utilizado na producgado de
policarbonato (substdncia que da forma a objetos como copos, mamadeiras e garrafas),
resinas epodxi e poliésteres insaturados (YOSHIDA; et al., 2001; DEKANT e VOLKEL, 2008).
Cerca de 30% da producao de BPA é utilizada na fabricacdo de resinas epdxi, que reinem
excelentes propriedades protetoras contra a corrosdao, tém estabilidade térmica e
resisténcia mecanica. As resinas epoxi sdo utilizadas, principalmente, como revestimentos
em inumeras aplicagBes industriais e de consumo, como embalagens de alimentos e
bebidas, revestimentos protetores para usos automobilisticos e nduticos e na fabricacdo de
turbinas edlicas geradoras de energia natural (STAPLES et al., 1998).

Durante a producdo de plastico de policarbonato e resinas epoxi, as moléculas de
BPA sdo firmemente ligadas umas as outras para formarem uma estrutura polimérica do
material propriamente dito, porém a polimerizagcdo incompleta pode resultar na migragao
de pequenas quantidades de BPA para o produto acondicionado nessas embalagens
durante o aquecimento dos processos de estabilizacdo e estocagem (GRUMETTO et al.,
2008; KANG e KONDO, 2002.

Desde o reconhecimento de que o BPA possui propriedades estrogénicas fracas,
muitos estudos foram feitos para estimar a exposicdo humana e as concentragdes
ambientais do composto. Tal composto tem sido recentemente relatado como um potente
mimetizador estrogénico. Analises do BPA demonstraram que este composto induz
proliferacdo, alteracdo na regido reprodutiva da fémea, bem como cancer no testiculo e na
préstata, reducao de esperma, desmasculiniza¢cdo, feminilizacao, alteracao nas fungdes de
imunidade e diminuicdo de fertilidade em passaros, peixes e mamiferos. Alguns
pesquisadores tem estudado o efeito do BPA na salude humana e confirmado suas
propriedades estrogénicas mesmo em concentracdes inferiores a 1 ng.L™ (FISHER, et
al., 1999) e um efeito agonistico sobre os estrogénios enddgenos ja que competem pelos
mesmos receptores (SUSIARJO et al., 2007; AOKI e TAKADA, 2012).

Como pode haver migracdo do BPA dos materiais de embalagens para os
alimentos (EHLERT et al. 2008; GUART et al., 2014), fato que pode ser comprovado pela
identificacdo de BPA em produtos enlatados como vegetais (GONZALEZ-CASTRO et al.,
2011; SAJIKI et al., 2007), alimentos infantis e refrigerantes em lata (CAO et al., 2009;

GRUMETTO et al. 2008), a toxicocinética apds administracdo oral é considerada a mais
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relevante para avaliacdio da exposicdo e biomonitoramento (TSAI, 2006). Apds
administracdo oral é absorvido pelo trato gastrointestinal (95% da dose) e sofre
metabolismo de primeira passagem na parede do intestino e no figado. Durante este
metabolismo, sofre glucoronidacdao e o metabdlito formado foi identificado na urina e
sangue de humanos apds um tempo de meia vida de aproximadamente 6h (VOLKEL et al.,
2002; KUREAYASH et al., 2002; INOUE et al., 2003; INOUE et al., 2000; PRITCHETT et al.,
2002).

A formagdo de conjugados de BPA pode ser considerada uma reagdao de
desativacdo ja que os conjugados formados sdo desprovidos de atividade estrogénica,
levando-se em conta ainda que o préprio bisfenol j& possui baixa afinidade com os
receptores estrogénicos (MATTHEWS et al., 2001; SHIMIZU et al., 2002; SNYDER et al.,
2000).

Embora considere-se que a exposicdo ao BPA seja muito inferior aos niveis que
levariam ao aparecimento de efeitos adversos (OMS, 2010) os 6rgdos regulamentadores
ainda divergem sobre os limites aceitaveis para o BPA em alimentos.

A EFSA (European Food and Safety) estabeleceu uma ingestdo didria aceitavel
(IDA) de 0,05 mg.Kg™ de peso corporal baseada em um NOAEL (Dose de Efeito Adverso N3o
Observado) de 5 mg.Kg'1 de peso corporal por dia e fator de seguranca 100. Esse NOAEL foi
publicado em estudo realizado por STUMP e colaboradores em 2009 (STUMP, 2009).

No Brasil, a ANVISA estabeleceu, através da resolugdao RDC n2 17 de 17 de margo
de 2008 o limite maximo de exposicdo (LME) de 0,6 mg.Kg* e, por precaucdo, devido a
maior suscetibilidade de criancas na faixa etdria de 0 a 12 meses que ndao possuem o
sistema de eliminacdo pelo corpo humano completamente desenvolvido, publicou em 19
de setembro de 2011 a RDC 41/2011 que proibe o uso deste material na fabricacdo de
mamadeiras (BRASIL, 2011).

Em 1999, foram produzidos cerca de 2.000 milhdes de toneladas de BPA e estima-
se que em 2005 a producdo mundial alcangcou 3.500 milhdes de toneladas do produto
(BKH, 2005). Com base no alto volume de BPA que é produzido mundialmente e pelo fato
de ser um produto com diversas aplicacdes é provavel que o aporte para o ambiente tenha
como maior contribuicdo processos de producdo e manufatura do mesmo, além de
despejos de efluentes industriais sem tratamento adequado e uma pequena contribuicdo

pode ser atribuida a lixiviacdo dos produtos finais de consumo (TSAI, 2006). O tempo de
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meia-vida do BPA em dguas superficiais é de 1 a 150 dias, podendo dobrar quando se trata
de aguas subterraneas (FRANSE e de VOOGT, 1997), sendo o mesmo persistente a
biodegradacdo. Pode ser decomposto microbiologicamente ou por processos fotocatalitico
(TiO,/UV-C e TiO,/UV-A) e fotolitico (UV-A e UV-C) levando a formagdo de subprodutos de
oxidacdo com atividade mais téxica do que o proéprio bisfenol A (SILVA et al., 2014). Nos
solos, a meia vida do BPA pode variar de 1 a 180 dias aproximadamente e no ar esse valor
varia entre 0,7 e 7,4 horas, devido a rapida oxidacdo sofrida pela reacdo com radicais

hidroxila (MEZCUA et al., 2006).

2.4.2. 4-Nonilfenol - Produgao e exposi¢ao humana

O 4-nonilfenol (Tabela 2) é um dos compostos mais comuns da classe dos
alquilfendis e, juntamente com o octinilfenol, sdo os que apresentam maior importancia
ambiental devido a escala em que sdo produzidos, dos processos de biodegradacdo dos
alquilfendis etoxilados e por apresentarem maior estrogenicidade no grupo (LOOS et al.,
2007).

Os alquilfendis sdo basicamente grupos alquila de diferentes tipos e tamanhos
ligados a um anel aromatico que contém uma ligacao fendlica. Entre seus componentes
encontram-se os etoxilados e os carboxilados que possuem o grupo etoxila e carboxila
substituindo o hidrogénio do OH fendlica (WARHURST, 1995).

Os alquilfendis etoxilados sdo surfactantes nao-ionicos usados em formulacdes de
detergentes de uso industrial e doméstico, ha pelo menos quatro décadas. Também sao
usados na producdo de resinas fendlicas, como aditivos plasticos, emulsificantes, agentes
umidificantes e em formula¢des de agrotdxicos. A produgdo anual de alquilfendis
etoxilados no mundo alcancou 390.000 toneladas em 2002 (LINTELMANN et al., 2003) e
seu aporte no ambiente aquatico advém do uso doméstico de surfactantes (HE et al.,
2013). Os processos bioldgicos empregados para o tratamento de solu¢Bes contendo
alquilfendis etoxilados em ETE geram alquilfendis mais téxicos e mais persistentes no
ambiente (SOARES et al., 2008; LOOS et al., 2007, LIAN et al., 2009). O BPA e o nonilfenol
sdo fracamente estrogénicos e frequentemente apresentam potenciais trés ou mais ordens

de magnitude menores que os estrogénios estrona, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol
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(JOHSON et al., 2000), mas que apresentam potencial para induzir a producdo de

vitelogenina em peixes e alterar seu desenvolvimento sexual (LEE et al., 2013).

2.4.3. 17a-etinilestradiol — Uso e exposi¢cao humana

Os estrogénios encontrados em produtos farmacéuticos sdao, geralmente,
estrogénios que tiveram suas estruturas moleculares alteradas com o objetivo de se
tornarem mais potentes do que os estrogénios do corpo e consequentemente mais ativos.
Devido a facil metabolizacdo, hormoénios naturais como 17 estradiol e progesterona nao
sao adequados para aplicagOes orais, exceto se forem ingeridos em altas concentragoes.
Por outro lado, os esterdides sintéticos atuam no sistema enddcrino e alteram a atividade
fisioldgica mesmo em baixas concentracées (YING et al., 2002).

Hormonios naturais apresentam solubilidade em agua entre 5,75 e 13,25 mg.L'l,
enquanto os esterdides sintéticos possuem esta solubilidade entre 0,16 e 4,83 mg.L*. O
estrogénio sintético mais consumido é o 17a etinilestradiol utilizado em contraceptivos
gue apresenta toxicidade de 10 a 50 vezes maior do que a estrona e o 17B estradiol
(SEGNER et al., 2003). Este hormonio ja foi detectado.em corpos d’dgua (KOLPIN et al.,
2002; KASPRZYK-HORDERN et al., 2008) em concentracoes capazes de levar a feminizacdo
de peixes, alteragdes no DNA de espécies aquaticas e no niumero de células do sistema
imune (KOLPIN et al., 2002).

A preocupacdo com relacdo a presenca de hormonios estrogénios no ambiente
aquatico é ressaltada em publicacdes que demonstragao seu comportamento durante os
processos de tratamento de dgua e esgoto, métodos alternativos e eficazes para remocao
desses compostos e possibilidades de reducdo do aporte desses compostos no ambiente
(POJANA et al., 2007; LUO et al., 2014; KUSTER et al., 2010). A Figura 3 apresenta a férmula

estrutural dos estrogénios citados.

Progesterona

Figura 3. Formula estrutural dos estrogénios
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2.5. Tratamentos aplicados na remog¢iao de compostos organicos em agua para
abastecimento publico

O fim do problema gerado pela presenca de poluentes organicos em sistemas
aquaticos deve ser realizado em duas etapas: uma a longo prazo que é a recuperac¢ao das
areas afetadas e a outra, que deve ser realizada a curto prazo é o desenvolvimento de
tecnologias de tratamento capazes de remover esses poluentes e de produzir dgua potavel
para a populacao.

Atualmente ndo ha legislacdo sobre concentragdes maximas de produtos
farmacéuticos no ambiente, apesar de seu potencial impacto sobre o meio ambiente e a
saude humana. Com base no principio da precaucdo, European Union Water Framework
Directive produz uma lista atualizada de substancias prioritarias a cada quatro anos
(2000/60/CE) e identificou compostos de produtos farmacéuticos como potenciais
poluentes.

O Ministério do Meio Ambiente, através do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), na resolucdo N° 357, de 17 de margo de 2005, que “dispde sobre a classificacao
dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condi¢cdes e padrdes de langcamento de efluentes, e da outras providéncias”,
retrata que existem parametros aceitaveis para os diferentes usos da agua, desde o
consumo humano até aguas para recreacdo ou atividades esportivas. Tal legislacdo esta
baseada em normatizagdes estabelecidas em paises desenvolvidos e nao trata os farmacos
como poluentes. Como mostrado anteriormente, o sistema de tratamento de agua
convencional utilizado no Brasil ndo é totalmente eficaz para remoc¢ao dos compostos
organicos (STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 1997). No Brasil, ao longo das ultimas
décadas também tem sido observado um intenso processo de urbanizacao fazendo com
gue areas sensiveis, préximas a mananciais para abastecimento sejam ocupados de
maneira desordenada, com conseqiiente comprometimento da qualidade da dgua. E o caso
do Reservatério do Guarapiranga, cuja ocupacdo de seu entorno é responsavel pela
deteriorizacdo ambiental e da 4dgua (MIERWZA et al., 2008).

O sistema de tratatamento convencional composto por processos fisico-quimicos
com etapas coagulacdo, floculagdo, decantacdo, filtracdo e desinfeccdo, podendo ser

acrescido de pré e péds-cloracdao é utilizado para a remocdo de particulas, coldides e
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algumas substancias dissolvidas sendo em geral, ineficazes para a remo¢do da maioria dos
micropoluentes (VAZ et al., 2010).

As etapas de coagulacdo e floculagdo tém como objetivo o aumento das particulas
que se encontram na forma de suspensdo suspensdo fina, em estado coloidal ou em
solucdo, como bactérias, protozodrios e/ou plancton para que estas possam ser removidas
pelos processos de sedimentacdo, filtracdo ou flotagdo. O coagulante é adicionado na
unidade de mistura rapida e, em seguida, a dgua segue para os floculadores para que a
acdao do coagulante e da agitagcdo promova o encontro dos flocos formados pela
desestabilizacdo das particulas e sedimentem nos decantadores (VAZ et al., 2010).

Normalmente, as unidades de coagulacdo e floculacdo precedem os decantadores,
mas dependendo da qualidade da dgua do manacial, apds a coagulacdo a dgua pode ser
enviada diretamente aos filtros em processo conhecido como filtragao direta (VAZ et al.,
2010).

Nos decantadores, os flocos depositam-se no fundo do tanque, formando uma
camada de lodo, que periodicamente é removida através de lavagens ou descargas. Esta
etapa precede a etapa de filtracdo que retém particulas e micro-organismos nao
sedimentados.

Os filtros podem ser constituidos de antracitro, areia, pedregulhos e cascalhos
com tamanhos variados (camada suporte). Ao final da filtracdo a dgua é recolhida em canal
para agua filtrada e passa pelo processo de desinfeccao para eliminagdo de patdgenos.
Antes da distribuicdo a populacdo, a agua tratada ainda é fluoretada com adicdo de um
composto de flior que tem a finalidade de prevencao de carie dentaria (VAZ et al., 2010). A
Figura 4 apresenta um esquema do sistema de tratamento convencional de dgua com

possiveis pontos de aplicacao de substancias auxiliares.
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Figura 4. Esquema de tratamento convencional de dgua, adaptado de FERREIRA FILHO e
MARCHETTO, 2006

MATAMOROS e SALVADO em 2013 avaliaram a remogdo de micropoluentes por
esse processo. As remocdes variaram de eliminacdo irrelevante a 50%, entre os quais
foram observadas as remogGes relativamente altas (20-50%) para os compostos com Kow
menor do que 4 em pH entre 7 e 8. Em 2014, LUO e colaboradores demonstraram em um
revisdo da literatura que a maioria dos micropoluentes tem baixa taxa de remocao pelos
processos de coagulagao e floculagdo. Ha pequenas diferencas entre as doses e diferentes
tipos de coagulantes utilizados. O cloreto férrico (FeCls) atinge taxas consideradas dtimas e
sulfato de aluminio (Al>(SO4)3) é mais eficaz para a remocdo de compostos hidrofébicos. A
composicao das aguas superficiais também pode exercer efeitos positivos ou negativos
sobre a remo¢do de micropoluentes durante o tratamento de coagulagao-floculagdo. Por
exemplo, o acido humico dissolvido pode aumentar a eliminacdo de alguns compostos
farmacéuticos, tais como o diclofenaco, ibuprofeno e benzafibrato formando complexos
com esses compostos, como também pode diminuir a remoc¢ao de micropoluentes, devido
a remocdo preferencial destes compostos por meio da coagulacdo. Além disso, o
desempenho dos processos de coagulacdo-floculacdo pode também ser influenciada por
diversas condicGes de operacdo, incluindo as condi¢cdes de mistura, pH, alcalinidade,
temperatura, bem como a presenca de cdtions e anions que podem interferir no processo

(LUO et. al, 2014).
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Associado ao processo de coagulacdo-floculacdo, o uso de cloro é ainda o
tratamento convencional mais comum para a desinfeccdo de agua potdvel. Diversos
estudos sobre a cloracdo de compostos aromaticos mostraram que a taxa de reacdo de
cloro pode ser fortemente influenciada pela presenca de diferentes grupos funcionais no
anel de benzeno. A reacdo é normalmente rapida nos produtos farmacéuticos que contém
aminas, dando origem a cloraminas como produtos de oxidacdao (PINKSTON e SEDLAK,
2004). Numerosos estudos demonstram que a utilizacdo de cloro leva a formacdo de
compostos téxicos e o grau de mineralizagdo para uma grande quantidade de compostos
organicos nao atinge niveis aceitaveis (GLASSMEYER e SHOEMAKER, 2005 ; BEDNER E
MACCREHAN , 2006; BEDNER E MACCREHAN , 2006, NEGREIRA et al., 2008; VANDERFORD
et al., 2008; GERVAIS et al., 2011).

Tecnologias de tratamentos que podem eficientemente remover poluentes cujo
aporte seja associado a atividade humana vém sendo bastante investigada dando-se enfase
ndo s6 a sua destruicdo, mas também a eliminacao de seu efeito potencial (GUNTEN, 2003;
Joss, 2005). Neste sentido, podem ser citados sistemas de separacdao por membranas
(JACANGELO et al., 1997; HOFMAN et al., 1998; MA et al., 1998; WILBERT et al., 1998;
NICOLAISEN, 2002; BENTAMA et al., 2004), adsor¢cdo em carvao ativado granular
(SOBECKA, et al., 2006; SPEITEL E DIGIANO, 1987), POA (MELO et al., 2009) para remogdo
de farmacos residuais e interferentes enddcrinos em efluentes industriais e domésticos,
bem como no tratamento de dgua potavel.

A ozonizacdo pode ser considerada uma tecnologia promissora na remocdo de
estrégenos naturais e sintéticos de dguas potdveis e efluentes de ETE devido as altas taxas
de remocdo alcancadas quando baixas doses de ozOnio sdo utilizadas (HUBER et al., 2005).
Contudo, ha relatos de estrogenicidade residual que pode estar associada a formacao de
subprodutos de oxidacdo (BILA E DEZOTTI, 2007). Com relacdo a amoxicilina ha relatos de
que a degradagdo se mostrou eficiente para sua remogao (> 90%), mas a variagdao de no
maximo 30% na dosagem de carbono orgéanico total (COT) evidencia a formacdo de
intermediarios recalcitrantes (ANDREOZZI et al., 2005), nessas condicoes. As desvantagens
estdo relacionadas ao custo de producao do Os, a limitagdes por transferéncia de massa do
Os gasoso a fase aquosa e a formacao de bromatos (DOMENECH et al., 2001).

Os POA investigados na remocdo de interferentes enddcrinos de ambientes

aquaticos sdo: 03/H,0,, fotocatdlise, H,0,/UV. Sob condicbes de tratamento reais,
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praguicidas (atrazina e outros herbicidas) e farmacos como amoxicilina, bezafibrato,
paracetamol (TROVO et al., 2008) e tetraciclina (BAUTITZ E NOGUEIRA, 2007) foram
oxidados com O3/H,0, e o reativo de fenton (Fe2+/H202) em efluente de ETE sob radiacao
solar. A degradacdo obtida foi superior a 95% para todos os farmacos em intervalos de
tempo de no méaximo 5 min (TROVO et al., 2008; BAUTITZ e NOGUEIRA, 2007). Tais
processos podem ser aplicados tanto na saida das esta¢bes de tratamento de esgoto
guanto nas etapas finais do processo de tratamento de agua.

O carvao ativado é comumente usado no tratamento de d4gua potavel para
remogdo de micropoluentes responsdveis pelo gosto e odor desagradaveis e também
precursores da formacdo de trihalometanos (THM'’s, subprodutos do processo de
desinfeccdo que podem aumentar a toxicidade dos efluentes gerados). Estudos de
remocao de interferentes, farmacos e produtos de uso pessoal (62 compostos), mostraram
que somente 10% dos compostos sao oxidados facilmente pelo cloro, enquanto a adigao
de 5mg.L"* de carvio ativado em p6 (CAP) com 4 horas de contato remove de 50 a >98%
dos compostos. Consideram, assim, a adicdo de CAP no processo de tratamento de dgua
uma estratégia de custo relativamente baixo para remocdo de interferentes enddcrinos,
farmacos e produtos de uso pessoal. Entretanto, a USEPA avalia o carvao ativado granulado
(CAG) como a melhor tecnologia para remoc¢dao de numerosos poluentes organicos
(WESTERHOFF et al, 2005)

Para a obtencdo de agua potavel, a mineralizacdo completa muitas vezes nao é
vidvel. Portanto, a avaliacdo dos produtos das reacGes e dos subprodutos que resultam da
oxidacdo dos componentes da matriz também sdo um desafio. A cinética e os mecanismos
de formacdo de produtos secundarios devem ser investigadas com mais detalhe, dado a
caréncia de informagdes sobre sua toxicidade, atividade bioldgica, e degradabilidade.
Micropoluentes persistentes podem ser removidos por filtracdo utilizando membrana
(nanofiltracdo e osmose inversa) ou carvao ativado (NGHIEM et al., 2005). No entanto,
dependendo do tempo de operacdo, sua capacidade de adsorcdo ou retencgdo diminui
devido a interferéncia da matéria organica natural. Além disso, a incrustacdo bioldgica
pode levar ao entupimento de filtros. Para a sua aplicagdo com sucesso, ambos processos
necessitam estratégias melhoradas de regeneracdo, que evitam a diminuicdo do seu

desempenho e o retorno dos micropoluentes para o meio ambiente.
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2.6. Métodos analiticos para determinagao de farmacos e interferentes enddcrinos em
amostras ambientais

Para a determinacdo de farmacos, diferentes métodos analiticos sao relatados na
literatura, e podem ser aplicados a amostras ambientais. Um dos grandes problemas
encontrados é a necessidade do desenvolvimento de metodologias que permitam a andlise
nao s6 dos farmacos, mas também dos metabdlitos que podem ser prejudiciais ao meio
ambiente em concentracdes da ordem de pg.L-' ou ng.L'. Para tanto, é usualmente
utilizado o método de extracdo em fase sdlida (SPE) para concentrar e extrair os
compostos-alvo e técnicas cromatograficas e espectrométricas para separagdo e detecao
adequadas (ODAINI et al., 2010; PAILLER et al., 2009; MIGOWSKA et al., 2012; ZHOU et al.,
2012).

TERNES, em 2001 (TERNES, 2001) fez uma revisdao sobre os métodos analiticos
utilizados na determinacdo de varios farmacos residuais, atingindo niveis de ng.L'l, em
diferentes matrizes aquosas. Com relacdo aos interferentes enddcrinos LOPEZ DE ALDA e
BARCELO revisaram métodos para determinacdo de estrogénios em matrizes aquosas
(LOPEZ DE ALDA e BARCELO, 2001) e utilizaram técnica automatizada de extracio em fase
solida com separagdo por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detec¢do por
arranjo de fotodiodos (SPE-HPLC-DAD) para a determinacdo de hormdnios esterdides e
substancias sintéticas em amostras de dgua (LOPEZ DE ALDA e BARCELO, 2000 e 2001).

Para detecc¢do de farmacos residuais em ambiente aquatico (efluentes de ETE, em
dguas de rios, de subsolos e dgua potéavel) na faixa de pg.L™ e ng.L™, os métodos descritos
na literatura sdo baseados em SPE-GC-MS (STUMPF et al., 1999; SACHER et al., 2001; XIAO
et al.,, 2001; OLLERS et al., 2001; MOL et al., 2000) ou extracdo em fase sélida com
separac¢do por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detec¢dao por espectrometria
de massas (SPE-HPLC-MS) (HPLC-MS) (FARRE et al., 2001; AHRER et al., 2001; LINDSEY et
al., 2001; HIRSCH et al., 1998; SACHER et al., 2001; TERNES et al., 2001; GOLET et al., 2001;
Hartig et al., 1999; TERNES et al., 1999, JONHSON et al., 2000). Devido a sua sensibilidade e
seletividade, a deteccdo por espectrometria de massas é usada para assegurar a
identificacdo das substancias estudadas.

Em 2006, RICHARDSON fez uma revisdao sobre a utilizacdo da espectrometria de
massas para determinacdo de contaminantes emergentes em amostras ambientais e dos

subprodutos de desinfeccdo em 3agua potavel. A revisdo inclui técnicas de limpeza e
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concentracdo tanto online quanto offline, separacao cromatografica e técnicas de deteccao
usando espectrometros do tipo triplo quadrupolo (QqQ), tempo de voo (TOF) e
quadrupolo-tempo de voo acoplados (Q-TOF). Pode ser citada também a revisdo publicada
por PETROVIC e colaboradores, em 2005, sobre andlise de farmacos utilizado o
acoplamento de cromatografia a liquido com espectrometria de massas (LC-MS) (PETROVIC
et al., 2005).

Com relacdo a determinacdo de subprodutos de oxidacdo e metabdlitos muitos
autores utilizam a cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolu¢ao conseguindo dessa forma elucidar mecanismos de degradacgao e
identificar compostos ainda n3o relatados (GONZALEZ-MARINO et al., 2013; GOMEZ et al.,
2010; BIRKHOLZ et al., 2014; PICO, et al., 2008; MAGI et al., 2010; PEREZ-PARADA et al.,
2011).

2.7. Justificativa

Recentemente, o monitoramento de contaminantes organicos de origem
antropogénica no meio ambiente vem ganhando grande interesse, pois muitas dessas
substancias sao frequentemente encontradas em efluentes de ETEs e dguas naturais, em
concentragdes na faixa de pg.L™" e ng.L™. No Brasil, esse fato se agrava pela deteriorizagio
da qualidade da agua dos mananciais utilizados para abastecimento publico que recebem
aporte direto de esgoto doméstico em razdo do quadro deficitario de infraestrutura em
saneamento presente no pais.

O controle do descarte de efluentes liquidos no corpo receptor é estabelecido, no
Brasil, por legislacdo federal, CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) que especifica as
substancias e padrées numéricos de emissdo. Ao se considerar a grande quantidade de
substancias passiveis de serem langadas no ambiente aquatico por atividades industriais,
verifica-se que o niumero é muito maior do que as que foram estabelecidas pela legislacao.
Tanto a identificacdo e deteccdo de todas as substancias presentes em efluentes de
natureza quimica complexa quanto a possibilidade de se estimar os efeitos dessas
substancias sobre a biota aquatica ainda sdo os maiores problemas a serem enfrentados.

Estudos como o realizados por STACKELBERG e colaboradores (2004) e conduzido

pelo US Geological Survey e por STUMPF e colaboradores (1999) que avaliaram a presenca
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de diversos contaminantes organicos, encontrando dentre eles antibiéticos em ETE, em
ETA, nos rios que as abastecem e em agua potdvel comprovam a resisténcia desta classe de
contaminantes aos processos convencionais de tratamento. Destacam-se ainda a questdo
da regulamenta¢do quanto a presenc¢a destas substdncias em dgua potavel, ainda hoje
incipiente por ndo haver dados suficientes para que se proceda a regulamentacdo do
descarte das memas. Deve-se levar em conta ainda que auséncia de alguns compostos
organicos ndo necessariamente implicam sua total remo¢do na ETE e/ou na ETA. Os
processos de tratamento podem estar transformando-os em substancias com toxicidade
desconhecida ou ainda, sem metodologia analitica que permita sua determinagdo e
guantificacao.

A combinacdo de tecnologias de tratamento convencionais € ndao convencionais
em efluentes de ETE permitiriam a remocado desses residuos envitando a contaminacao de
aguas superficiais por essa fonte e, consequentemente, os efeitos em organismos
aquaticos seriam minimizados. Por outro lado, a dgua captada pela ETA que estaria
contaminada por residuos de farmacos provenientes de outras fontes, como esgoto
doméstico in natura e efluente rural, apds passar pelos processos convencionais de
tratamento, se submetida aos processos ndao convencionais anteriormente citados teria
sua carga organica reduzida e, assim, possiveis efeitos prejudiciais a saide humana seriam
minimizados.

Enquanto as andlises quimicas identificam e quantificam as concentracbes das
substancias toxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre
sistemas biolégicos (Radjénovic et al., 2009). Desse modo, as andlises quimicas e os testes
de toxicidade se complementam e torna-se imprescindivel a avaliacdo da toxicidade final
do efluente, independente dos processos de tratamento aos quais tenham sido
submetidos.

Nesse contexto, por meio do monitoramento de compostos organicos por HPLC-
DAD e HPLC-MS antes e ap0ds a aplicacdo do tratamento de agua, pode-se gerar um melhor
conhecimento sobre o desempenho das tecnologias de tratamento propostas para a
remocdao de contaminantes organicos presentes em mananciais utilizados para

abastecimento publico.
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3. Objetivos

O objetivo geral do projeto é a avaliacdo da remocdo de compostos organicos,
amoxicilina, cafeina, 4-nonilfenol, BPA e 17a etinilestradiol em agua para abastecimento
publico pelo processo de tratamento convencional e relacionar as taxas de remocdo
obtidas com a redugdo de cor, turbidez e variagdo de pH estabelecidos como parametros

de potabilidade da agua pela legislacao vigente.

Objetivos Especificos

e Desenvolver metodologia analitica utilizando técnicas cromatograficas e
espectrométricas para detecgdo e quantificacdo das substancias de interesse;

e Avaliar procedimentos para limpeza e concentragao de amostras, visando ampliar a
capacidade do método analitico e melhorar a resolugao da andlise;

e Determinar interferentes enddcrinos, amoxicilina e cafeina em amostras de dgua do
Reservatério do Guarapiranga;

e Avaliar a eficiéncia de remocdo de amoxicilina, cafeina e interferentes enddcrinos

pelo sistema de tratamento convencional de d4gua em escala laboratorial.
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4. Materiais e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério Toxinas e Produtos Naturais de
Algas (LTPNA) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3ao Paulo e no Departamento de Engenharia
Hidraulica e Sanitdria da Escola Politécnica da Universidade de S3o Paulo. Estes
laboratérios disponibilizaram toda a infraestrutura necessaria a execucdo da parte

experimental do trabalho.

4.1. Solventes, reagentes e padroes

Todos os solventes utilizados apresentavam pureza minima de grau HPLC e
encontram-se listados na Tabela 4 juntamente com os demais reagentes utilizados. Os
equipamentos utilizados encontram-se listados na Tabela 5. A dgua utilizada em todas as
anadlises foi deionisada em sistema MilliQ® com resistividade igual a 18,2 MQ cm. A AMX foi
obtida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCS, FIOCRUZ, RJ) sob
forma de sal tri-hidratado com 98% de pureza. Os padrées BPA, 4-nonilfenol e 17a-

| 3¢e), cafeina (trimetil C3) e

etinilestradiol e os padrdes internos amoxicilina (feni
bisfenol-d;, foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil, em pureza > 99%. A Tabela 6 traz

informacgdes sobre os padrdes analiticos utilizados neste trabalho.

Tabela 4. Especificacao de reagentes solventes organicos utilizados

Solvente Especificacao Fabricante
Metanol (CH30OH) HPLC J.T.Baker, EUA
Acetonitrila (CH3CN) HPLC J.T.Baker, EUA
Hidroxido de Amonio (NH;0OH) HPLC Fluka, EUA
Formiato de Amonio (CHsNO,) LC/MS Fluka, EUA

Acido Férmico (CH,0,) LC/MS Fluka, EUA




Tabela 5. Especificacdo da Instrumentacao utilizada

Equipamento

Especificagao

Cromatodgrafo a Liquido

Cromatografo a Liquido
Espectrometro de massas triplo
quadrupolo (QqQ)
Interface LC-MS

Estacdo de tratamento de Dados

Sistema de purificacdo de 4gua
Banho de ultra-som
Balanca analitica
SpeedVac

Prominence, UFLC System, Shimadzu

Agilent 1290

Agilent TriploQuad 6460

Electrospray (ESI)

Agilent MassHunter
LabSolution

Milli-Q, Direct 6.0
Elmasonic E6GOH
Denver APX-60

SPD 1010-115, Thermo Electro Corporation®

Tabela 6. Nome IUPAC®, pureza, marca e nimero CAS® dos compostos determinados

Numero

Nome IUPAC®

Compostos CAS® Marca Pureza
, Sigma- 0
Cafeina 58-08-2 Aldrich 98%
- INCQS, o
Amoxicilina 61336-70-7 FIOCRUZ 99%
. Sigma- 0
Bisfenol A 80-05-7 Aldrich 99%
. Sigma- o
4-nonilfenol 104-40-5 Aldrich 99,9%
17a- Sigma- o
etinilestradiol >7-63-6 Aldrich 99,3%

3,7-diidro,1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6-
diona
(25,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-
hidroxifenol)acetil-amido]-3, 3-
dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptano-2-acido carboxilico

4,4'-isopropilidenodifenol

4-n-nonilfenol

19-norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ino-
3,17a-diol

8CAS: Chemical Abstracts Service , "lUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry

4.2 Coleta
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Amostras de dgua bruta foram coletadas no Reservatério do Guarapiranga cuja

transportadas em reservatério plastico com tampa.

represa estd localizada na Bacia do Alto Tieté, na regido sul sudoeste da area metropolitana
da cidade de S3do Paulo. A Figura 5 apresenta uma vista geral do Reservatdrio do

Guarapiranga. As coletas foram realizadas no periodo da manha e as amostras coletadas e
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Figura 5. Vista geral do Reservatdrio do Guarapiranga, localizado na Bacia do Alto Tieté, na regido
sul/sudoeste da area metropolitana da cidade de Sdo Paulo (23°43'50.5”S)

4.3. Preparo dos Padroes

Solucdes estoque (1 mg.mL'l) individuais de cada analito foram preparadas em
MeOH e agua (1:1, v:v) ap6s a pesagem dos padrdoes em balanca analitica com precisdo de
0,01 mg. As solugdes de trabalho, em concentracdes de até 5 ng.mL'1 foram preparadas por
diluicdo direta das solucdes estoque. Todas as solucbes foram armazenadas em geladeira
(4 a 8 °C) até o momento de uso. Em razdo da instabilidade da amoxicilina, solu¢ées novas
eram preparadas antes de cada uso.

Amostras de 4dgua sintética foram preparadas dissolvendo-se padrdo comercial de
acido huimico (Sigma-Aldrich) em NaOH 0,01 mol.L™* a concentragdes finais 5 e 20 mg.L™.

Amostras de agua sintética fortificada foram preparadas adicionando-se os
padrdes analiticos as amostras de agua sintética anteriormente preparadas. A
concentracdo final dos analitos nessas amostras foi 2,5 mg.L'1 e 50 ug.L'1 (ZHAO et al., 2012;
YANG et al., 2010; BALLARD e MACKAY, 2005). As amostras coletadas conforme descrito no
item 4.2 e as amostras sintéticas preparadas foram caracterizadas por determinagao de pH,

turbidez, cor, carbono organico total e absorcao em UVjs4 nm.
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4.4, Caracterizagao fisico-quimica das amostras de agua

A caracterizacdo fisico quimica permitiu avaliar a qualidade da agua bruta e das
amostras sintéticas quanto aos parametros selecionados, tais como pH, turbidez, cor,
carbono organico total (COT) e absorcdo em UVjzs4nm. A caracterizacdo foi realizada apds a
coletas das amostras e, no caso das amostras sintéticas, antes da realiza¢do dos ensaios de

jarros.

4.4.1 Medidas de pH

A leitura do pH da amostra foi realizada diretamente em pHmetro digital Metrohm

modelo 827 calibrado diariamente com padrdes de pH 4, 7 e 9 da marca Metrohm.

4.4.2 Medidas de turbidez
A determinagdao da turbidez da amostra foi realizada sem filtracdo em
turbidimetro HACH modelo 2100, previamente calibrado com padrdes especificos,

introduzindo-se cubetas de vidro, com capacidade de 30 mL da 4gua a ser analisada.

4.4.3. Medidas de cor
As medidas de cor foram realizadas apds filtracdo em membranas de acetato
celulose (0,45 um) pelo método espectrofotométrico do espectrofotémetro Hach DR 2010

através da conversao dos valores de absor¢ao em A 455 nm em mg.Pt—Co.L'l.1

4.4.4. Determinacdo de cloro residual

A determinacdo de cloro residual foi realizada em espectrofotometro Hach
utilizando foi utilizado o reagente especifico do equipamento para a analise de cloro livre:
DPD Free Chlorine powder pillow (Método DPD, N,N-dietil-1,4 fenilenodiamino). As leituras

sdo realizadas em 530 nm.

! mg.Pt-Co.L™: Escala padronizada para determinacdo de cor em dgua (CONAMA 357/2005.)
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4.4.5. Determinacdo da absor¢Go UV)y2s4 pm
As medidas de absor¢ao em UVjs4nm foram realizadas em espectrofotometro

Thermo.

4.4.6. Determinagdo de carbono orgdnico total (COT)
As determinagOes de carbono organico total foram realizadas por técnico
especializado no Departamento de Engenharia Hidrdulica e Sanitaria da Escola Politécnica

da Universidade de S3ao Paulo em equipamento da marca Shimadzu, modelo TOC-V¢p.

4.5. Método analitico

4.5.1. Otimizagdo de metodologia analitica por HPLC-DAD e LC-MS para determina¢do de
AMX, cafeina, BPA, 17a etinilestradiol e nonilfenol em amostras de dgua sintética

A metodologia empregada foi adaptada de Montagner e Jardim (Montagner e
Jardim, 2011). Todo o material utilizado foi lavado com detergente neutro Extran®, dgua
corrente, agua ultrapura e seco em estufa por 24h.

Os experimentos foram inicialmente realizados em HPLC, modelo Prominence,
marca Shimadzu com detector de arranjos de fotodiodo (DAD). A separacao cromatografica
foi otimizada variando-se os tipos de coluna, composicdo e gradiente de fase mével. Foram
utilizadas colunas de fase estaciondria reversa (C;g Polar RP e Hidro RP) e monitorados os
comprimentos de onda (A\) maximos de absorcdo para cada um dos compostos: 232 nm
(amoxicilina), 273 nm (cafeina), 278 e 280 nm (interferentes enddcrinos). O volume
injetado foi de 10 pL de solucdo contendo cada padrio em concentracdo 200 ug.L™.

A Tabela 7 apresenta os parametros cromatograficos empregados para cada
método de andlise por HPLC-DAD. A conformidade do sistema cromatografico foi avaliada
para o método proposto usando HPLC-DAD Os parametros: tempo de retencdo (Tr),
comprimento de onda maximo (A), fator de retencao (k), resolucdo (R) considerando o pico
de interesse e o pico anterior mais préximo e fator alargamento (Tf) foram verificados para
separacdo dos compostos em uma solucdo 200 upg.L' e calculados pelo software
LabSolutions da Shimadzu. Curvas analiticas foram preparadas para cada composto com
concentragdes de (5, 10, 50, 100 e 250 pug.mL™") e construidas em termos de area média de

trés injecoes de cada concentracdo. Para cada concentracdo foram calculadas as médias
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das inje¢Ges e o desvio padrdo relativo. Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ)
foram obtidos através de 5 inje¢cdes do ponto de menor concentragao da curva. O limite de
deteccdo é considerado 3 vezes maior que a relagdo sinal/ruido e o limite de quantificagdo

é encontrado multiplicando-se essa mesma relagao por 10 (ANVISA, 2003).

Tabela 7. Métodos cromatograficos avaliados para a separagao da amoxicilina, cafeina e
interferentes enddcrinos

Método Coluna Dimensoes Fase Movel Fqu_o 1
(mL.min™)
Luna Cyg Acetonitrila (0,1% Ac.
1 Phenomenex® 1502 mm, 3 um Férmico): H,0 (pH 3,0) 0.2
Polar RP Metanol (0,1% Ac.Férmico):
2 Phenomenex® 150x2mm, 4 pm Ac. Férmico 0,1% (pH 3,0) 0,2
Hidro RP Metanol (0,1% Ac.Férmico):
3 Phenomenex® 150x2mm, 4 pm Ac. Férmico 0,1% (pH 3,0) 0,2
Metanol/4dgua 0,05% Ac.
Hidro RP Formico (15:85, v:v): Acetato
4 Phenomenex® 150x2 mm, 4 pm Amdnio, 5 mMol.L", pH 0,2

7,5/MeOH (20:80, v:v)

As analises por LC-MS/MS foram relizadas em sistema de cromatografia a liquido
(Agilent 1290) acoplado a espectrémetro de massas do tipo triplo quadrupolo (Agilent,
Triplo Quad. 6460) com ionizacdo por electrospray. O método 4 da Tabela 7 Tabela 7foi
otimizado com objetivo de se adequar a detec¢do simultdnea em modos de ionizacao
positivo (amoxicilina e cafeina) e negativo (interferentes enddcrinos). Em seguida, o
gradiente cromatografico foi alterado com objetivo de se reduzir o tempo total de andlise
sem que houvesse perda de sensibilidade. Foram utilizadas solu¢bes-padrdo contendo
AMX, cafeina, BPA, 17a-etinilestradiol e 4-nonilfenol (100 ug.L'l) preparadas em
Metanol:Agua (1:1, v/v) e em Metanol:Ac. Himico 5 mg.L™* (1:1, v/v).

Os seguintes parametros de espectrometria de massas foram otimizados: capilar
(4000 V), gés de dessolvatacdo (vazdo 12 L.min™ a 300 °C), gas nebulizante (45 psi), gas de
bainha (250 °C a 5 L.min") e, utilizando o software Optimizer (Agilent MassHunter) as
transicOes e energias de colisdo a serem utilizadas puderam ser determinadas. As analises
LC/MS foram realizadas em modo scan (50-500 m/z) e MRM (Monitoramento de Reagdes

Mudltiplas).
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Foram construidas curvas analiticas em MeOH:H,0 (1:1, v/v) para cada composto
com concentragdes de 1 ng.mL'1 a 200 ug.mL'l. O volume de injecao foi de 2 uL para todas
as andlises. Cada concentracdo foi analisada em triplicata. Para construcdo das curvas

| 3¢¢), cafeina (trimetil

analiticas foram utilizados como padrdes internos amoxicilina (feni
13¢,) e bisfenol-d;, na concentracdo de 5 pug.mL™, que foi utilizado como padrdo interno
para os trés interferentes enddcrinos analisados. As curvas foram construidas em termos
da razdo entre as areas do analito e do padrdo interno dos analitos versus a razdao entre
suas concentragdes. Foram realizadas trés inje¢des de cada concentragdo e calculadas as

médias das injecdes e o desvio padrao relativo.

4.5.2. Extracdo em fase sdlida

A extracdo em fase sélida utiliza uma coluna contendo um sorvente apropriado
para adsorver o analito que é entdo eluido com solvente especifico. A SPE envolve etapas
de condicionamento do cartucho com solvente adequado para disponibilizar os sitios ativos
e para ajustar as forgas dos solventes de eluicdo com o solvente da amostra, extra¢ao dos
analitos da amostra, lavagem do cartucho para eliminar possiveis interferentes e eluicdo
dos analitos de interesse para posterior andlise (SILVA e COLLINS, 2011).

Foram avaliados trés procedimentos de extracdao em fase sélida descritos na
literatura (Hilton e Thomas, 2003; LOPEZ DE ALDA e BARCELO, 2000; Chen et al., 2002)
sendo o ajuste de pH, com o objetivos de aumentar a afinidade dos analitos pela fase
estaciondria e a utilizacdo do cartucho OASIS HLB (WATERS), que possui fase estacionaria
constituida de revestimento polimérico com equilibrio hidrofilico-lipofilico, que permite a
analise de compostos com diferencas de polaridade (Waters®). A Tabela 8 descreve as
principais diferengas entre os métodos.

As extracOes foram realizadas a vacuo por meio da fixacdo dos cartuchos em um
sistema 12-Port Vacuum Manifold, marca PrepSep. As amostras foram eluidas pelo

cartucho com o auxilio de uma bomba peristaltica (Ismatec IPC), a vazdo de 10 mL.min™.



54

Tabela 8. Descricdo procedimentos de SPE avaliados para concentracao de
amoxicilina, cafeina e interferentes enddcrinos em amostras de agua

Etapa Método 1 Método 2 Método 3
Cartucho OASIS HLB Cis Oasis HLB
7 mLde
A 6 mL metanol acetonitrila; 5 mL metanol
12 etapa (ativagao , o
cartucho) 5 mL agua 5 mL metanol; 7 mL acetonitrila
5 mL agua (pH 7,5) 5 mL de adgua 7 mL agua MilliQ®
deionizada
22 etapa (amostra) 400 mL 2000 mL 1000 mL
a
32 etapa (secagem do 5 min vacuo 5 min vacuo 15 min com N,
cartucho)
42 etapa (clean-up) - 5 mL de dgua -

Secagem por 5 min

Secagem por 10 min ,
vacuo -

52 etapa (secagem)

vacuo 5 min fluxo N,
62 etapa (eluigao - -
) 2 x 4 mL metanol 10 mL acetonitrila 4 x 3 mL de acetonitrila
analito)
a
72 etapa (secagem Fluxo N, Fluxo N, Fluxo N,
amostra)
82 etapa
- 200 pL MeOH:H,0,
(Ressuspensdo H 2 500 pL metanol 500 pL metanol

amostra eluida) (1:1, v/v)

A eficiéncia da extracdo em fase sélida foi avaliada pelo teste de recuperacao
estimado pela andlise de amostras de dgua destilada, amostras sintéticas e amostras
coletadas no Reservatério do Guarapiranga fortificadas com quantidades conhecidas dos

compostos de interesse e calculada segundo a expressao:

concentragdo obtida

Recuperacgédo (%) = x 100

concentragdo adicionada

Os intervalos aceitdveis de recuperacado de acordo com a RE 899 da ANVISA estdo

entre 70 e 120%.
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4.6. Ensaios de Jarros (BALLARD e MACKAY, 2005; HYUNG e KIM, 2009)

A eficiéncia de remogao dos compostos organicos pelo tratamento convencional
(coagulacdo-floculacdo) foi avaliada através de ensaios de bancada realizados no
equipamento jar-test (ensaios de jarros). O jar-test € um equipamento de reatores
estdticos constituido de 6 jarros com volume de 2 L. com gradiente de velocidade entre 10
e 2000.s" gue simula os processos de tratamento de dgua como ocorre em uma ETA. As
fases do ensaio de jarros correspondem na pratica as trés etapas do processo: dispersao
rapida do coagulante (coagulagao), floculagao e decantagao.

Para avaliacdo da remogdo dos compostos organicos de interesse neste trabalho
foram otimizados os seguintes parametros: concentracdo de oxidante (1-10 ppm de CI, na
forma de NaClO), tempo de pré-oxidagdo (5-30 min), concentra¢dao de coagulante (10-100
mg.L"! de FeSO,) e pH 4timo de coagulacdo (3-11). Levou-se em conta ainda, como
limitante para a concentragdo do oxidante a concentracdo maxima de cloro residual
permitida na dgua para consumo humano de 2 mg.L’" (Brasil, 2014). Os pardmetros de
execucdo dos jar-test foram adotados e ndo foram modificados, pois o objetivo do trabalho
ndo era a otimizacdo dos parametros de mistura rapida, floculacdo e sedimentacao.

Amostra de agua coletada no reservatério do guarapiranga, solucdes de acido
himico 5 e 20 mg.L'1 tanto fortificadas com os analitos em duas concentragdes (2,5 mg.L'1
e 50 pg.L') quanto sem fortificacdo e o branco preparado em agua destilada tanto
fortificado quanto sem fortificagdo na mesma concentracdo da amostra foram utilizadas
para avaliacdo da remocdo dos compostos organico. Os ensaios foram realizados
utilizando-se cloro, na forma de NaClO como pré-oxidante e desinfetante (ao final do
tratamento) e Fe,(S04)3 como coagulante. Além disso, foram realizados ensaios com carvao
ativado em pdé em concentragao de 20 mg.L'l. Sao os valores normalmente utilizados nas
estacOes de tratamento para dguas com essa qualidade (WESTERHOFF et al., 2005). Antes
do uso o CAP foi hidratado em agua ultrapura e seco em estufa por 24h.

O pH da agua foi monitorado em todos os procedimentos dos ensaios de jarros foi
monitorado e, apds a adicdo do pré-oxidante, a agua foi deixada sob forte agitacdo (250
rom) por 10 min. O coagulante foi entdo adicionado, e, apds esta etapa, a d4gua
permaneceu sob agitacdo de 220 rpm por um periodo de 1 min (mistura rapida), seguida
de 40 rpm por 10 min (12 fase da floculagdo), mais 10 min a 30 rpm (22 fase da floculagdo)

e, consecutivamente, a 15 rpm por mais um periodo de 10 min (mistura lenta). Apds o
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periodo destinado a coagulacdo-floculacdo, as amostras permaneciam sedimentando por
30 min, sem agitacdo nenhuma. Decorrido o periodo de sedimentagdo, o sobrenadante foi
submetido a filtracdo em filtros qualitativos (0,8 — 8 um). Apds cada etapa do tratamento
foram feitas medidas de cor, turbidez, absor¢io em UVj);s4 nm de acordo com os
procedimentos descritos no item 4.4. Ao final do ensaio, foram realizadas medidas para
determinacgdo de cloro residual e retiradas de aliquotas para determinagao de amoxicilina,
cafeina e interferentes enddcrinos por LC-DAD e LC-MS/MS. As amostras provenientes dos
ensaios utilizando amostras fortificadas com os analitos em concentragdo de 2,5 mg.L™
foram analisadas diretamente e aquelas proveninetes dos ensaios utilizando amostras
fortificadas com os analitos em concentracdo de 50 pg.L™* foram concentradas a 125 pg.mL’
! em MeOH:H,0 (1:1, v:v) utilizando speedvac.

Os ensaios de otimizacdo foram realizados apenas uma vez, com triplicatas das
leituras de cor, turbidez, absorcdo em Ajs4nm. Os resultados apresentados sdao as médias
dessas trés leituras. Os experimentos para avaliacdo da remocdo dos compostos organicos
foram realizados da seguinte forma utilizando os 6 jarros do equipamento: branco de agua
destilada, branco fortificado, duplicata de amostra e duplicata de amostra fortificada.
Foram realizadas triplicatas das leituras de cor, turbidez, absor¢cdo em Ajs4 nm € das anadlises
por LC-DAD e LC-MS/MS. Os graficos sdo apresentados em termos das médias dos
resultados encontrados para essas analises. A Figura 6 apresenta a realizacdo do ensaio de

jarros.

Figura 6. Foto da realizacdo do ensaio de jarros
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4.6.1. Andlise estatistica dos dados
A analise estatistica dos dados foi feita utilizando o software Prism 5.0. Os dados de
cada etapa (inicial, pré-cloracdo, coagulacdo-floculacdo-sedimentacdo, final) foram

comparados pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizagao fisico quimica das amostras

O pH das amostras coletadas foi determinado cerca de 2 horas apds a coleta e das
amostras sintéticas cerca de 30 min apds o preparo das solucdes. Os valores encontrados
encontravam-se com valores entre 6,5 e 7,0 dentro da faixa para as dguas naturais de
superficie, em geral, entre 6,0 e 9,0 (BRASIL,2005). Os resultados de caracterizagdo fisico
quimica das amostras esta representado na Tabela 9. Os valores encontrados encontram-
se dentro do estabelecido pela Resolucgdo CONAMA 357 do Ministério do Meio Ambiente
para aguas classe 2, ou seja, que podem ser destinadas ao abastecimento publico apds

tratamento convencional (BRASIL, 2005) que é o objetivo do trabalho.

Tabela 9. Caracteristicas fisico-quimicas das amostras sintéticas e da amostra coletada no
reservatério do Guarapiranga

Reservatorio

CONAMA 357 5 mg.L! 20 mg.L™ ;
Guarapiranga
Turbidez Até 100 NTU* 3,6 NTU 6,1 NTU 3,8 NTU
pH 6,0-9,0 7,1 6,9 7,6
Absor¢i0 UVasanm - 0,123 0,573 0,116
coT 3,23 4,1 4,6
Cor Até 75 mg Pt-Co/L 29,8 mg Pt-Co/L 33,8 mg Pt-Co/L 46

*NTU — Unidade nefelométrica de turbidez

A determinacdo de turbidez permite evidenciar alteracdes na dgua. Uma turbidez
alta (acima de 100 NTU) faz com que as particulas em suspensado reflitam a luz, fazendo
com ndo chegue aos organismos aquaticos. Relata-se que as particulas suspensas podem
servir de protecdo contra a acdo de desinfetantes a virus e bactérias que podem alorjar-se
nelas. Dessa forma, a turbidez passa a ser considerada também sob o ponto de vista
sanitario (VAZ et al., 2010) e por isso é considerada um padrao de qualidade da dgua. A cor
nas aguas pode suprimir os processos fotossintéticos nos cursos d’aguas e ser resultado
dos processos de decomposicdo da matéria organica dissolvida. Até recentemente nao
eram associados inconvenientes sanitdrios a presenca de cor na agua, porém passou a
chamar atencdo depois da constatacdao de que os materiais dissolvidos, causadores da cor,

sdo precursores de substancias potencialmente carcinogénicas (ZHAO et al., 2012).
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As medidas de carbono organico total e absor¢ao em UVj54nm S30 parametros de
monitoramento da concentragdo de compostos organicos presentes em aguas naturais que
indicam ndo somente o potencial da fase liquida para formacao de THM’s, mas também o
sucesso do processo de coagulacdao responsavel pela remog¢dao de precursores dos
subprodutos de desinfeccdo (FERREIRA FILHO E SAKAGUTI, 2008; FERREIRA FILHO E
MARCHETTO, 2006).

5.2. Método analitico
5.2.1 Otimizagdo de metodologia analitica por LC-DAD e LC-MS para determinagdo de
amoxicilina, cafeina, bisfenol A, 17a etinilestradiol e nonilfenol em amostras de dgua

sintética

Inicialmente, o método desenvolvido por Montagner e Jardim e publicado em
2011 foi avaliado para separacdo dos analitos (Método 1, Tabela 7). O método utilizava
coluna Luna Ci;3 Phenomenex® e consistia de gradiente bindrio de acetonitrila e agua
acidificada (pH 3,0) com a proporg¢ao de acetonitrila variando de 10% a 90% em 30 min. Em
seguida, durante 5 min essa propor¢do aumenta para 92% e em 2 min para 95%.
Finalmente, essa propor¢ao diminui de 95 para 10% de acetonitrila nos ultimos 3 min
sendo mantida dessa maneira por mais 5 min totalizando um total de 45 min de andlise
(Tabela 10). O longo tempo de andlise se justifica pelo fato de se tratar de compostos de
diferentes classes com propriedades quimicas diferentes e a possibilidade de permitir a
separacdo de produtos de degradacao que pudessem ser formados ao longo dos processos
de tratamento. O cromatograma obtido para a separagdo dos compostos por essa

metodologia esta representado na Figura 7.
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Tabela 10. Gradiente binario utilizado para separacdo cromatografico de cafeina, AMX e
interferentes enddcrinos em coluna Luna C;5 Phenomenex® com detecgdo por DAD

Tempo (min) %Acetonitrila
0 10
30 90
35 92
37 95
40 5
45 5
4500=/ch1-232nm,4nm (1.00)
4250=(Ch2-273nm,4nm (1.00)
4000;Ch:"—280nm,4nm (1.00)
=|Ch4-278nm,4nm (1.00)
3750
35007 2
3250%
30007
2750% 3
25007 |
2250= ‘\
2000= |
1750 1 ‘ 4 5
1500= |
12507 h‘ | | |
1000 “\ | M \
7507 I | - |
500= - “
E ) \
2507 | LP “LJ‘\
= S\ JU
oz
0.0 50 100 150 200 25.0 30. 35.0 40.0 min

Figura 7. Cromatograma obtido nos comprimentos maximos de absor¢dao dos compostos
de interesse: (1) Amoxicilina, 232 nm; (2) Cafeina, 273 nm (3) Bisfenol A; 278 nm (4) 17a
etinilestradiol; 280 nm (5) 4-nonilfenol, 278 nm utilizando coluna Luna C;3 a 30 °C com
gradiente binario de acetonitrila e dgua acidificada (pH 3,0)

A determinagdao empregando o DAD possibilita a identificagdo no cromatograma
do pico referente ao analito de interesse pelo espectro de absorcdo no UV caracteristico de

cada composto. A Figura 8 apresenta os espectros de absor¢do de cada composto com o

respectivo Ansx Utilizado em todas as andlises por LC-DAD.
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Figura 8. Espectros de absor¢do no UV para a amoxicilina, cafeina e interferentes enddcrinos

Esse método foi adaptado em razdao do baixo tempo de retencao da amoxicilina

gue é mais polar do que os demais compostos avaliados. Observou-se também que nao

havia separacdao entre picos préximos com absor¢do em 232 nm que poderiam ser

possiveis produtos de degradacao desse composto. O primeiro passo dessa otimizacao foi a

troca do solvente de fase mével para metanol e posteriormente a utilizacdo das colunas

Polar RP Phenomenex® e Hidro RP Phenomenex® que melhoram a retencdo de compostos

polares suportando maiores propor¢des de dgua ou tampdo. Na separacao utilizando

coluna Polar RP Phenomenex® (método 2, Tabela 7), a amoxicilina continuou apresentando

baixa retencdo e os picos referentes aos demais compostos apresentavam baixa pureza de

pico, calculada pelo software LabSolutions (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma obtido nos comprimentos mdaximos de absorcio dos compostos de
interesse nos comprimentos maximos de absor¢do dos compostos de interesse: (1) Amoxicilina — Tr
2,8 min, 232 nm (2) Cafeina — Tr 14,6 min, 273 nm (3) Bisfenol A — Tr 22,6 min, 278 nm (4) 17a-
etinilestradiol — Tr 29,122 min, 280 nm (5) 4-nonilfenol — Tr 39,9 min, 278 nm utilizando coluna
PolarRP a 30 °C com gradiente binario de acetonitrila e 4gua acidificada (pH 3,0)

A coluna Hidro RP Phenomenex® foi testada (método 3, Tabela 7) com gradiente
bindrio (Tabela 11) composto por metanol e dgua acidificada com acido férmico (pH 3,0). A

temperatura da coluna foi mantida a 30°C durante toda a andlise. O acido de escolha foi o

férmico por ser volatil e adequado ao acoplamento com espectrometria de massas.

Tabela 11. Gradiente bindrio utilizado para separa¢do cromatografico de cafeina, amoxilina
e interferentes endécrinos em coluna Hidro RP Phenomenex® com detec¢do por DAD

Tempo (min) %MeOH
0 5
5 5
32 90
35 95
40 5
45 5

A conformidade do sistema cromatografico foi verificada para esse método. Os
parametros: tempo de retencdo (Tr), comprimento de onda maximo (A), fator de retencdo
(k’), resolucdo (R) considerando o pico de interesse e o pico anterior mais proximo e fator
alargamento (Tf) foram verificados para separacdo dos compostos em uma solucdo 200 pug.
L™ usando o detector DAD. A anélise cromatografica foi repetida trés vezes e as variacdes

nos tempos de retencdo dos compostos nao ultrapassou 0,2 min e, no comprimento de
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onda maximo dos compostos, quando houve varia¢do, estas ndo foram maiores do que 1
nm. Os compostos foram analisados nos cromatogramas obtidos em comprimento de onda
igual a0 A maximo caracteristico de cada um. Houve separacdao completa e o fator de
retencdo condiz com os tempos de retencdo obtidos. Os valores do fator alargamento
estiveram entre 1,2 para o etinilestradiol e 2,5 para a cafeina. A Figura 10 apresenta o

cromatograma representativo dessa anélise.

mAU
80 Ch2-232nm,4nm (1.00)
1Ch3-273nm,4nm (1.00) -~
70 2Ch4-280nm,4nm (1.00) o
JCh5-278nm,4nm (1.00) o
60 - \
50 2
40
u o
7 O
30 B
204 | w
CEN t
B |
o . v
-10] 1
_20
i | T T T T | T T T T | T T T T | T 7
(0] 10 20 30 40 min

Figura 10. Cromatograma obtido nos comprimentos maximos de absor¢do dos
compostos de interesse nos comprimentos maximos de absor¢dao dos compostos de
interesse: (1) Amoxicilina — Tr 2,8 min, 232 nm (2) Cafeina — Tr 14,6 min, 273 nm (3)
Bisfenol A — Tr 22,6 min, 278 nm (4) 17a-etinilestradiol — Tr 29,122 min, 280 nm (5) 4-
nonilfenol — Tr 39,9 min, 278 nm utilizando coluna Hidro RP Phenomenex® a 30 °C com
gradiente bindario de acetonitrila e dgua acidificada (pH 3,0)

Tabela 12. Verificagdo da conformidade do sistema cromatografico

Tr A Tf R k’
Amoxicilina 16.7 232 1.403 - 0,293
Cafeina 19.1 273 2.465 3.035 0,729
Bisfenol A 27.7 278 1.383 14.107 1,898
17a etinilestradiol 29.9 280 1.294 6.591 2,18
4-nonilfenol 36.1 278 1.356 46.791 4,116

As concentracoes utilizadas para a construgdo das curvas analiticas foram: 5, 10,
50, 100, 250 pg.mL ™. Foram realizadas 3 leituras de cada ponto (n=3) das curvas e a partir
dos dados obtidos, foram processados os graficos de linearidade para cada composto

estudado, demonstrando a inclinacdao das retas, utilizando o programa PRISMA 5.0. A
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Figuras de 11 a 15 mostram os grafico de linearidade para amoxicilina, cafeina, bisfenol A,
17a-etinilestradiol e 4-nonilfenol.

Os desvios padrao relativos calculados ficaram abaixo de 2% para todos os pontos
da curva variando entre 0,14 e 1,04. Na Tabela 13 sdo exibidas as equag¢des das retas para
os graficos da amoxicilina, cafeina, 17a-etinilestradiol e 4-nonilfenol. Os coeficientes de
determinacgao (r’) também s3o apresentados e segundo a Resolugdo 899/2033 da ANVISA,
correlagbes (R) 0,99 e (r?) sdo aceitaveis. Assim, é possivel afirmar que a linearidade do

método é satisfatoria.

Amoxicilina
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Figura 11. Grafico de linearidade para a amoxicilina
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Figura 12. Grafico de linearidade para a cafeina
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Figura 14. Grdfico de linearidade para o 17a etinilestradiol
4-Nonilfenol
5.0x10°6+
4.0X106- -
© 3.0x106+
3 L
<T It
2.0x10°+
1.0x106
_ -®
O ..” T L] 1
0} 100 200 300

Concentrac¢ao (ug.m L'1)

Figura 15. Grafico de linearidade para o 4-nonilfenol
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Tabela 13. Equacdes das retas e coeficientes de determinacdo do estudo de linearidade do
método para determinacdo dos analitos por LC-DAD

2

Analito Equagdo da reta r
Amoxicilina y = 28063x + 8315,1 1,00
Cafeina y = 18152x - 39400 0,9987
Bisfenol A y =50117x + 128589 0,9995
17a-etinilestradiol y =16302x + 17359 0,9997
4-nonilfenol y = 15669x - 36347 0,9992

Por estarem presentes em baixas concentracbes em matrizes ambientais que
podem ser complexas, os acoplamentos da cromatografia a liquido com detec¢do por
diferentes estdgios de espectrometria de massas torna-se necessarrio. Dessa forma, foram
testados gradientes de separacdo que se adequassem a deteccdo em modo de ionizacao
positivo e negativo de ionizagdo por electrospray. Uma mistura de metanol e acido férmico
e de metanol com acetato de amoénio foi testada como fase mdvel em diferentes
proporgdes. Concentragdes de metanol acima de 15% no inicio da andlise sem a utilizagao
de acido formico ndo resultou na obtencdo de picos simétricos da AMX e da cafeina. Por
outro lado, proporgdes de acido férmico acima de 0,1% mesmo que no inicio da analise
ndo favoreceram a ionizacdo em modo negativo dos interferentes enddcrinos (BPA, 17a-
etinilestradiol e 4-nonilfenol). Essas andlises foram realizadas em scan de 50 a 500 m/z até
gue um gradiente de separacdo adequado fosse obtido. A Figura 16 apresenta o

cromatograma relativo a tentativa inicial de separacdo dos analitos.

x107

123456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 16. Cromatograma de separa¢do da AMX (1), 4cido amoxildico (2) e cafeina (3) em modo
positivo de ionizagdo por electrospray e interferente enddcrinos (4) que deveriam ter sinal a partir
de 20 min em modo negativo de ionizagdo por electrospray, scan 50-500 m/z
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O método 4 da Tabela 7 foi entdo otimizado. A melhor separagdo foi obtida com
gradiente que consistia em mistura A e B conforme descrito na Tabela 14 e o gradiente de
separacdo encontra-se descrito na Tabela 15. O cromatograma obtido nessa andlise esta

representado na Figura 17.

Tabela 14. Composicao da fase movel para andlise dos analitos por LC-QqQ

A Metanol: 0,05% Ac. Férmico (15:85)

B Acetato Amdnio, 5 mMol.L?, pH 7,5:MeOH (20:80)

Tabela 15. Gradiente binario utilizado para separagao cromatografica de cafeina, AMX e
interferentes enddcrinos com detecgao por espectrometria de massas

Tempo (min) % B
0 0
5 0
32 100
35 100
40 0
45 0
x1077
o] 1 2 12
1.8
1.7
1.6
1.54
1.44
1.3
1.2
1.1
14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5+
0.4 1
0.3
21 4
ol 3 >
0

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 17. Cromatograma de separa¢do de AMX (1) Amoxicilina (2) Cafeina em modo positivo de
ionizacdo (3) BPA (4) 17a-etinilestradiol (5) 4-nonilfenol, em modo negativo de ionizagdo por
eletrospray, scan 50-500 m/z.

Para cada pico cromatografico foi obtido o espectro de massas em scan de 50-500
m/z. Os ions [M+H]" foram observados nos espectros de massas da cafeina (195 m/z),

representado na Figura 18, e da amoxicilina (366 m/z). No espectro de massas da
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amoxicilina, representado na Figura 19 ainda se observa o ion de 349 m/z que corresponde

a perda de NHs, caracteristica dessa molécula (LAMM et al., 2009).
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Figura 18. Espectro de massas da cafeina (Tr 14,2 min), [M+H]" 195 m/z, ESI-QqQ em modo
positivo de ionizacao
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Figura 19. Espectro de massas da amoxicilina (Tr 3,4 min), ESI-QqQ em modo de ionizagdo
positivo; [M+H]" =366 m/z e [M+H— NH;5]" = 349 m/z

Devido a instabilidade do anel B-lactamico que degrada rapidamente mediante
pequenas varia¢des de pH, podem ser observados também picos referentes a produtos de
degradacdo da amoxicilina tais quais representados na Figura 2. Esses produtos de
degradacdo sdo caracterizados pelos ions de 340 m/z seguido da perda de NH3 que leva ao
ion 323 m/z referentes ao acido penildico como pode ser observado na Figura 20. E
descrito na literatura que os produtos de degradacdo da amoxicilina obtidos em meio acido

ou basico sdo os mesmos, o que muda é a ordem em que eles sdo formados devido a
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mudanca no mecanismo de degradacdo (NAGELE, 2005; LAMM et al., 2009; PEREZ-

PARADA, 2011). Tal fato foi comprovado em experimentos preliminares a este trabalho.
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Figura 20. Espectro de massas do produto de degradacdao da amoxicilina, Tr 4,5 min ESI-QgQ em
modo de ionizacdo positivo

Outros ions observados de m/z 398 e 381 (Figura 21) sdo resultado da metilagdo
da molécula de amoxicilina que ocorre devido a utilizacdo de metanol como diluente e na
fase movel (GRUJIC et al.,, 2008). Como ndo se trata de um degradado produzido em
condicBes que possam ocorrer naturalmente no ambiente aqudtico este composto ndo

sera monitorado nas préximas etapas do trabalho.
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Figura 21. Espectro de massas do produto do metil-éster de amoxicilina, Tr 11,8 min, ESI-QqQ

em modo de ionizag¢do positivo
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Os interferentes enddcrinos BPA, 17oa-etinilestradiol e 4-nonilfenol foram
identificados em modo negativo de ionizagdao pelos respectivos ions [M-H]. Os espectros

de massas dessas substancias sao representados nas Figuras 22 a 24.
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Figura 22. Espectro de massas do BPA (Tr 25,5 min), [M-H] = 227 m/z, ESI-QqQ em modo
negativo de ionizagao
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Figura 23. Espectro de massas do 17a-etinilestradiol (Tr 28,5 min), [M-H]" 295 m/z, ESI-QqQ
em modo negativo de ionizagdo
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Figura 24. Espectro de massas do 4-nonilfenol, Tr 32 min, [M-H] 295 m/z, ESI-QgQ em modo
negativo de ionizagdo

A utilizacdo de mais de um estagio de espectrometria de massas (MS") permite o
aumento da seletividade e sensibilidade do método possibilitando que limites de deteccao
smais baixos sejam alcancados ja que transi¢Oes especificas de cada compostos sdao
monitoradas. A otimizacdo dos parametros para utilizacdo do modo MRM foi inicialmente
realizada, baseada no artigo (MAGI et al., 2010) através da injecdo dos padrdes individuais
em concentra¢ao 100 ug.L'1 dissolvidos em MeOH:Agua (1:1, v/v) e confirmada pelo
software Optimizer (Agilent MassHunter) que determina automaticamente as voltagens
6timas de fragmentor e energia de colisdo para cada fragmento obtido. Essas condicbes
o6timas foram confirmadas pelo método cldssico (passo a passo). Os resultados sdo
apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Parametros de espectrometria de massas utilizados em modo MRM

Analito fon fon Ener-gii\ de Fragmentor M o-do ‘ie
precursor produto colisao ionizacao

Amoxicilina 366 349 0 70 Positivo

Ac. Peniléico 340 323 0 70 Positivo
Amoxicilina metil ester 398 160 0 70 Positivo
Cafeina 195 135 10 130 Positivo
Bisfenol A 227 212 13 138 Negativo
17a-etinilestradiol 295 145 33 176 Negativo

4-nonilfenol 219 106 17 134 Negativo
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A analise dos valores de fragmentor e energia de colisdo obtidos para os
interferentes mostra que condi¢gdes mais energéticas do que as aplicadas para amoxicilina
sdo necessdrias para obtencdo dos fragmentos necessdrios a caraterizacdo dessas
moléculas. O mecanismo de fragmenta¢dao desses compostos foi descrito em artigo

publicado por MAGI e colaboradores em 2010 e estd representado na Figura 25.

e
OH o OH
- ”/

<]
0.

BPA: CsH;50,™ Ci4H120,"
227 m/z 212 m/z
/I
OH
Q
— = o i
H
CyoHoO™
17o—etinilestradiol: C,yH,30,™ 145 m/z

295 m/z

[S]
o

I
A/\/\/\/O/ -C8H17 /©/
—_—

4-nonilfenol: C;sH,;0™

C.HO™
219 m/z 76

106 m/z

Figura 25. Mecanismos de fragmentagdo propostos para o BPA, 17a-
etinilestradiol e 4-nonilfenol propostos por Magi et al., 2010

Os demais parametros otimizados e apresentados na parte experimental seguiram
os seguintes intervalos: capilar 3000-4500 V, gds de dessolvatacdo 250 — 350 °C e 9-12
L.min?, gas nebulizante 35-55 psi e gas de bainha 200-300°Ce 4 a9 L.min™. Os valores
finais (250 °C a 5 L.min™) foram escolhidos em termos de intensidade e estabilidade do
sinal (durante a injecdo da solucdo individual de cada padrdo). A Figura 26 mostra a
otimizacdo dos valores de vazdo e temperatura do gas de bainha. O grafico foi construido
com a média de 3 replicatas e os dados sdo apresentados em termos de intensidade
relativa do sinal. As barras de erros ndo sdao apresentadas no grafico, pois os desvios das
medidas ficaram em torno de 0,5%. O cromatograma representativo da separagao dos

compostos com deteccdo em modo MRM é apresentado na Figura 27.
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Figura 26. Otimizacdo dos valores vazao e temperatura do gas de bainha
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Figura 27. Cromatograma de {ons totais da separacdo de (1) Amoxicilina, (2) Ac. Amoxildico, (3)
Amoxicilina metil éster, (4) Cafeina em modo positivo de ionizagdo e (5) Bisfenol A (6) 17a-
etinilestradiol (7) 4-nonilfenol em modo negativo de ionizagdo por eletrospray em modo MRM
das transi¢cOes descritas na Tabela 15.

A partir dessa analise, diversas proporgoes entre as fases A e B foram testadas até
gue se reduzisse o tempo de analise para 20 min, sem que houvesse perda de intensidade
no sinal de cada uma das transicdes monitoradas. A propor¢ao da mistura B da fase mével
(Tabela 14) foi alterada para 90% de metanol. Essa mistura ndo foi utilizada por 5 min
favorecendo a ionizacdo em modo positivo e a retencdo da amoxicilina utilizando apenas o
componente A (metanol e acido férmico) da fase mével. Em 1 min a proporc¢do de B passa
a 70% chegando a 100% em 3 min e sendo mantida dessa forma por 6 min. O gradiente

retorna a propor¢ao inicial em 2 min e sdo necessarios mais 3 min para equilibrio. O tempo
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total de analise é de 20 min. O volume de injecdo foi de 2 pL e a coluna mantida a 30 °C
durante toda a anadlise. Esse gradiente otimizado é apresentado na Tabela 17. Os
cromatogramas representativos da separacdo obtida sdo representados na Figura 28 e na

Figura 29.

Tabela 17. Gradiente Cromatografico para separacao dos analitos de interesse

Tempo (min) %B
0 0
5 0
6 70
9 100
15 100
17 0
20 0

x105
42541 1]2 2|3 3l4 4|5 sl6 67 78 8l
! .
3.754 3
3.54 1
3.251
3,
2.751
2.5
2.251
2,
1.75
1.54
1.25
14
0.751
0s] 45 6
0.251 2
04 v J LA
1 2 3 4 5 6 7 13 14 15 16 17 18 19

8 9 10 1 12
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 28. Cromatograma de ions totais da separagdo de (1) Amoxicilina (2) Ac. Amoxildico (3)
Cafeina em modo positivo de ionizagdo por eletrospray e (4) BPA (5) 17a-etinilestradiol; (6) 4-
nonilfenol em modo negatico de ionizacdo eletrospray utilizando gradiente da Tabela 17,
deteccdo em modo MRM
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x10 3 [+ESI MRM Frag=70.0V (340.0 -> 323.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d
1 1 2771 12 2|3 3|4 45 56 6(7
18499

x105 +ESI MRM Frag=70.0V (366.0 -> 349.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d

3 1 4040107 112 2|3 34 415 56 6(7
24
14
o4
x105 +ESI MRM Frag=130.0V CID@10.0 (195.0 -> 138.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d
4] 1 12 2|3 3157318 3|4 45 5|6 6|7
24
o4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T U T T T T T T T T T T
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Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 4 |-ESI MRM Frag=138.0V CID@13.0 (227.0 -> 212.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d

1 1[2 2|13 3|4 4|5 5|6 6|7 7
N
N
4.
N
N
x102 -ESI MRM Frag=176.0V CID@33.0 (295.0 -> 145.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d
1.54 1 112 2(3 3[4 1“367 5|6 6|7 7
1
0.5
. 5
x103 -ESI MRM Frag=134.0V CID@17.0 (219.0 -> 106.0) mix |_100 ug mL_MRM janelas_0004.d
34 1 12 2(3 3l4 415 5|6

05 1 15 2 25 35 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 & 95 10 105 11 115 12 135
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 29. Cromatograma MRM da separacdo de (1) Ac. Amoxildico - 340 m/z > 323 m/z (2)
Amoxicilina — 366 m/z > 349 m/z (3) Cafeina - 195 m/z > 138 m/z em modo positivo de ionizacdo
por eletrospray e (4) BPA - 227 m/z > 212 m/z (5) 17a-etinilestradiol — 296 m/z > 145 m/z; (6) 4-
nonilfenol — 219 m/z > 106 m/z em modo negativo de ionizacdo eletrospray utilizando gradiente
da Tabela 6, detec¢gdo em modo MRM

A Figura 29 evidencia os picos referentes a transicdo 340 m/z > 323 m/z que se
explica pela presenca dos isémeros R e S do acido amoxildico nas solu¢des (PEREZ-PARADA,
et al. 2011; NAGELE e MORITZ, 2005). Como a amoxicilina se degrada rapidamente com a
abertura do anel B lactamico, a presenca desses compostos no ambiente aquatico nao
representa risco a biota, mas pode ser usada como indicativo do aporte de efluentes
contendo concentracdes consideraveis de amoxicilina e outros medicamentos utilizados
em terapia combinada.

As curvas analiticas construidas em termos da razdo entre a area média de trés
leituras das concentragdes estudadas (1, 10, 100, 10 ng.mL", 100 e 200 pg.mL™) e a area

13
|

do padrdo interno (amoxicilina (fenil °C¢) e cafeina (trimetil °C;), para modo positivo e

bisfenol-d;; para o BPA em modo negativo) versus a razdo entre suas concentragdes
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(padrdo interno 5 pg.mL™) resultaram em coeficientes de determinagio adequados a
métodos analiticos de acordo com a Resolugdo 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003). Nao
foi possivel a utilizacdo do e bisfenol-d;; como padrdo interno para andlise de 17a-
etinilestradiol e 4-nonilfenol. Os desvios padrdes relativos de cada ponto das curvas sao
apresentados na forma de barra de erros nos graficos de linearidade. Os limites de
quantificacao e detecgdo calculados sao superiores aos obtidos com o método utilizando
HPLC-DAD sendo mais adequado a andlise de amostras com concentra¢cdes mais baixas
desses analitos. Outra vantagem associada a técnica encontra-se na seletividade do modo
MRM evitando que outros compostos interfiram na determinacdao dos analitos de
interesse. As Figuras de 30 a 34 apresentam os graficos de linearidade da AMX, cafeina,

BPA, 17a- etinilestradiol e 4-nonilfenol e a Tabela 18 as figuras de mérito obtidas.

w
w
)

Amoxicilina

25 ~

20 ~

10 A

(razdo/analito padrio interno)

w
1

Area
re-

0 i’/ T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Concentragdo ng.mL! (razdo analito/padrdo interno)

Figura 30. Gréfico de linearidade para a AMX
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Cafeina

(razdo analito/padrio interno)
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5 10 15 20
Concentragdo ng.mL! (Razdo analito/padrdo interno)

Figura 31. Grafico de linearidade para a cafeina

Bisfenol A
*
$
10 20 30 40

Concentragdo ng.mL™ (razdo analito/padrao interno)

Figura 32. Grafico de linearidade para o BPA
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Figura 33. Grafico de linearidade para o 17a-etinilestradiol
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Figura 34. Grafico de linearidade para o 4-nonilfenol

Tabela 18. Equacdes das retas, coeficientes de determinacao, LD e LQ do estudo de
linearidade do método para determinacgdo dos analitos por LC-MS/MS

2

Analito Equacao dareta r LD LQ
Amoxicilina y =0,7911x + 0,2252 09992 32,8* 110*
Cafeina y = 0,0008x + 0,1362 0,9988 11,9* 40,0*
Bisfenol A y=0,0011x - 1,2551 0,9773 15,14%** 47,8%*
17a-etinilestradiol y =0,0038x - 62,41 0,9601 22,9%* 70,28**
4-nonilfenol y =0,1966x - 1867 0,9916 77,8%* 118,5%*

*ng.mL* **ug.mL™?
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5.2.2. Testes de Recuperacdo — Extracdo em fase sdlida

A escolha do método mais adequado a concentragdo dos analitos foi realizado por
LC-DAD. A capacidade de recuperacdo do método analitico, foi avaliada através da
fortificagdo de amostras coletadas do Reservatdrio Guarapiranga em concentragao 500
ng.L't. Antes do procedimento de extragdo 1 L de amostra teve seu volume reduzido a
aproximadamente 400 mL em liofilizador. O método que apresentou maior recuperacao foi
o método 1 da Tabela 8 utilizando cartuchos OASIS HLB (Waters) que contém 500 mg de
fase sdlida indicados para adsorver simultaneamente compostos polares e apolares do
meio aquoso. Os cartuchos foram condicionados com 6 mL de metanol, 5 mL de agua
deionizada e 5 mL de agua deionizada em pH 7,5. Em seguida, as amostras com pH
ajustado a 7,5 com acido férmico e/ou hidroxido de aménio foram passadas pelo cartucho
e secas sob vacuo por aproximadamente 15 min. A eluicdo foi realizada com 2 x 4 mL de
metanol e o volume final seco em fluxo de N; e ressuspensas em 1 mL de MeOH:H,0 (1:1,
v/v). Antes da analise cromatografica foram filtradas em membrana com poro 0,45 um. As
recuperagdes obtidas variaram entre 65-90%. As amostras submetidas ao processo de SPE
sem fortificacdo ndo resultaram em concentracdes detectdveis de nenhum dos compostos
estudados.

Volumes de 500 mL de dgua sintética (5 mg.L'l) e de agua destilada fortificadas
com concentracdes 50 ng.L'}, 50 pg.L' e de 500 pg.L™? foram utilizadas para avaliar a
capacidade de extracdo dos analitos de interesse em diferentes concentragdes. O
procedimento de SPE foi o mesmo, mas o volume final de ressuspensdo foi de 200 plL
devido as concentragdes utilizadas. Apesar das taxas de recuperag¢ao nessas concentragoes
serem baixas principalmente para amoxicilina e para o 4-nonilfenol, os resultados obtidos
sdo similares para agua destilada e para solu¢des de acido humico, e, associados as taxas
de recuperacdo obtidas quando uma concentracdo mais alta dos analitos foi avaliada em
amostras coletadas do Reservatdrio Guarapiranga comprovam que o método utilizado é
capaz de eliminar possiveis interferentes da matriz sendo adequado para limpeza e
extracdo de amostras ambientais. A Tabela 19 e a Tabela 20 resumem os resultados
obtidos. Observa-se que recuperacdes mais altas foram obtidas quando amostras mais

concentradas foram utilizadas.
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Tabela 19. Testes de recuperacdo (%)em agua destilada fortificada e solucdo de acido
humico fortificada apds extracdo em cartucho OASIS HLB e analise por LC-DAD

Agua destilada L .
Amostra reservatério guarapiranga

Analitos (fso ‘;;n:‘;af?) fortificada (500 pg.L)
Amoxicilina 60 62
Cafeina 83 88
Bisfenol A 85 78
17a etinilestradiol 78 78
4-nonilfenol 60 71

Tabela 20. Testes de recuperagao (%) em dgua destilada fortificada e solugdo de acido
hdmico fortificada apds extracdo em cartucho OASIS HLB e analise por LC-MS/MS

Analitos Agua destilada fortificada Sol. 4cido hiimico 5 mg.L™

50 ng.l” 50pg.l? 500pg.l” 50ng.l’ 50pgl' 500 pg.lL?

Amoxicilina 10,7 0,02 1,0 23,4 14,8 10,26
Cafeina - 40,1 72,0 65,5 65,16 74,84
Bisfenol A - 17,6 61,0 84,7 48,61 62,34
17a etinilestradiol - 43,9 93,2 80 82,15 96,83
4-nonilfenol - 8 13,8 10,7 91 12,37

5.3 Ensaios de Jarros

5.3.1 Otimizag¢do dos pardmetros operacionais para realizagdo dos ensaios de jarros

A eficiéncia dos processos de tratamento de agua varia de acordo com a qualidade
da agua bruta. Como caracteristicas como pH e quantidade de matéria organica podem
variar sazonalmente, os parametros como a utilizacdo de pré-oxidantes, tipo e
concentracdo do coagulante e o pH 6timo para que ocorra o processo de coagulacdo sao
alterados de acordo com a qualidade da agua que chega a estacdo. A presenca de matéria
organica natural e da liberacdo de subprodutos metabdlicos de algas e demais
microorganismos, e de elevadas concentra¢ées de ferro e manganés levam a necessidade
da utilizacdo de um oxidante assim que a agua chega a ETA (FERREIRA FILHO e
MARCHETTO, 2006). Historicamente, o agente oxidante mais empregado em processos de

tratamento de dgua tem sido o cloro, na forma de cloro gasoso (Cl), hipoclorito de sddio



81

(NaOCl) e hipoclorito de célcio (Ca(OCl),). Neste trabalho, o oxidante utilizado foi o cloro na
forma de hipoclorito de sddio.

Os agentes coagulantes comumente usados sdo cloreto férrico (FeCls), sulfato
férrico clorado (FeClISQ,) e sulfato férrico [(Fe,(S04)3] devido a possibilidade de se trabalhar
em ampla faixa de pH resultado da insolubilidade dos hidréxidos formados. Neste trabalho,
o coagulante utilizado foi o Fe,(SO4); e avaliado o pH 6timo de coagulagdo para este
coagulante.

A escolha das faixas a serem testadas, do coagulante e oxidante utilizados neste
trabalho foi baseada em relatos da literatura e em conversas com técnicos especializados
realizadas durante visita a Estacdo de Tratamento do Alto da Boa Vista (ETA ABV) que
recebe agua aduzida do Reservatério do Guarapiranga em janeiro de 2012. As condicdes
6timas foram escolhidas de acordo com a maior porcetagem de remocao de cor e turbidez
desde que os valores finais obtidos ficassem dentro dos padrées de potabilidade
preconizados na Portaria 2914/2011 do Ministério da Satude (BRASIL, 2011) que determina
cor de até 15 mg Pt.Co™ e turbidez de até 5 NTU para aguas destinadas ao abastecimento
publico. A Tabela 21 apresenta os resultados otimizados e a Figura 35 um esquema da
realizacdo dos ensaios de otimizagao.

Tabela 21. Parametros otimizados para realiza¢cdo do ensaio de jarros

Sol. ac. humico 20 mg.L™ Sol. &c. humico 5 mg.L™
Concentragao de CI’ 1 ppm 1 ppm
Tempo de Pré-oxidagao 10 min 10 min
pH de coagulagao 6-7 6-7

Concentragdo de [(Fe,(S0.)s] 23 mg.L"t 6 mg.L”
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. L Conc. de oxidante Vaol. 2L
Sol Ac. Himico Conc. de coagulante
pH
Tempo de .
Pré-Oxidagdo

COR 5 min
10 min
TURBIDEZ 18 min
20 min
25 min

e 30 min -

Figura 35. Representacao esquematica dos ensaios de otimizacao
dos parametros operacionais dos ensaios de jarros

5.3.2 Avaliagdo da remogdo de AMX, cafeina, BPA, 17a-etinilestradiol e 4-nonilfenol em
amostras de dgua por tratamento convencional simulado através de ensaios de jarros

Estes ensaios foram conduzidos para se avaliar a eficdcia de remocdo dos
compostos estudados frente ao processo de tratamento de dgua proposto no Brasil. A
solucdo de acido humico utilizada encaixa-se nos paramétros de agua Classe Il segundo a
resolucdo CONAMA 357 de 17 marg¢o de 2005 que “Dispde sobre a classificagdo dos corpos
de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condigées e padroées de langcamento de efluentes, e dd outras providéncias” (BRASIL, 2005).
Segundo essa resolucdo, as daguas classificadas como padrdo |l destinam-se ao
abastecimento humano apds tratamento convencional. No Brasil, os padrdes de
potabilidade da agua sdo determinados pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011). Dessa forma, o que se buscou nessa estapa do trabalho foi avaliar se o
tratamento convencional, preconizado pela CONAMA 357, para este tipo de dagua é
realmente eficaz para que a agua final obtida esteja dentro dos padrdes de potabilidade
estabelecidos pela Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude. Para isso, foram
comparadas a reducdo dos parametros turbidez, cor, pH e absor¢cdo em UVjys54nm que sdo
os parametros quimicos operacionais monitorados ao longo do dia em uma ETA com a
remocao dos compostos organicos escolhidos. A Tabela 22 mostra os valores para os
parametros fisico-quimicos estabelecidos pela Portaria 2914, WHO, EPA e pela

Comunidade Européia.
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Tabela 22. Parametros fisico quimicos de qualidade da agua estabelecidos pelas legislacdes

vigentes
EPA Comunidade Européia WHO Portaria 2914
pH 5-9 6,5-9,5 6,5-9,5 6,0-9,5
Cor *15 mg Pt-Co.L™  Sem variacdo significativa - *15 mg.Pt—Co'1
Turbidez *0,3 NTU =1 NTU =5 NTU =5 NTU

TOC 1-20 mg.L™ - - -

*mg Pt-Co.L": unidade padronizada para determinacdo de cor em amostras de dgua **NTU: Unidade nefelométrica de turbidez

Inicialmente os testes de jarros foram realizados com amostra sintética 20 mg.L'1
fortificada com 2,5 mg.L™ dos analitos de forma a garantir sua determinago nas amostras
provenientes dos ensaios por LC-DAD. A avaliagcdo da reducdo da turbidez (Figura 36) e
absorcdo em UVjys54nm (Figura 37) e COT (Figura 37) demostraram reducdes significativas ou
abaixo dos valores estabelecidos na legislacdo brasileira apds todas as etapas de
tratamento. O mesmo ocorrendo em todos os ensaios de cor, obtendo-se cor final, para
todas as amostras, abaixo da faixa do equipamento que era de 5 mg Pt-Co.L™. A eficdcia do
tratamento foi comprovada estatisticamente pela analise de variancia utilizada para
demonstrar que os resultados obtidos ao final do tratamento realmente diferiram dos
resultados das medidas realizadas antes dos ensaios de jarros. Somente as medidas para
determinacdo de COT ndo foram realizadas em triplicata e nenhum tratamento estatistico
foi realizado com esses dados. Valores maximos de UVjzs4nm € COT nao sdo determinados
na pela Portaria 2914, mas seu monitoramento é importante, pois caso a determinacdo dos
analitos por LC-DAD ou LC-MS/MS aponte para eficacia de remogdo, mas ndo haja redugdo

desses valores tem-se um indicativo de que outros compostos estejam sendo formados.
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expressos como média de ANTU (n=3 por grupo, ***p<0,001 ANOVA)
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Figura 38. Avaliacdo da remocdo de carbono organico total (COT) apds o ensaio de jarros.

84



85

Apesar da redugdo de cor, turbidez, UV;2s4 nm, € COT, a andlise cromatografica ndo
apresentou reducao significativa de nenhum dos compostos estudados com a aplicacdo do
tratamento proposto. Somente a amoxicilina apresentou percentual de reducdo superior a
20%, mas deve-se levar em conta a instabilidade do composto frente a pequenas variagdes
de pH e temperatura que podem naturalmente ocorrer no ambiente aquatico. Os
resultados sdao apresentados na Figura 39 e na Figura 40. O 4-nonilfenol encontrou-se

abaixo dos limites de deteccdo do método nos ensaios realizados.

Hl Inicial [ Cloro ] Final
100 — —

lativa (%)

Area Re

z

Amoxicilina Cafeina Bisfenol A 17alfa etinilestradiol

Figura 39. Avaliacdo da remocdo dos compostos organicos por HPLC-DAD
(Branco fortificado com 2,5 mg.L™" dos analitos). Dados expressos como média
das areas relativas (n=3 por grupo, ANOVA)
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Figura 40. Avaliacio da remocdo dos compostos organicos por HPLC-DAD (Ac.
Hdmico 20 mg.L™ fortificado com 2,5 mg.L™ dos analitos. Dados expressos como
média das areas relativas (n=3 por grupo, ANOVA)
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Como as condicbes utilizadas no ensaio foram satisfatérias na adequacdo dos
parametros fisico quimicos aos padrdes de potabilidade e os resultados da avaliagdo da
remocao por HPLC-DAD da amostra branco fortificado também ndo apontou para reducdo
significativa, a concentracdao dos analitos foi reduzida, pois tanto a concentracdo de
oxidante quanto a concentracdo de coagulante utilizadas poderiam nao ser suficiente para
reagir com a matéria organica dissolvida (representada pelo acido humico) e a quantidade
relativamente elevada dos analitos. Ndo foi considerado aumentar a dosagem do oxidante
devido ao potencial para forma¢dao de THM’s apresentado pela reagdo entre o cloro e as
substancias humicas. Dentre os inconvenientes do aumento da dosagem de coagulante,
podem ser citadas aumento do volume de lodo gerado, reducdo nos valores de remocao de
cor e turbidez ja que altas concentragbes de coagulante interferem na aglutinacdo das
particulas, mantendo a matéria organica soliuvel e aumentando os valores de cor e
turbidez. E, finalmente, aumento do custo total de produtos quimicos empregados na
coagulacdo e ajuste final de pH.

As amostras provenientes de ensaios de jarros com concentra¢des dos analitos em
50 pg.L™ foram analisadas por LC-MS/MS ja que o método apresentou maior sensibilidade
do que o anterior. O resultado é apresentado na Figura 41 e demonstra que a redugdo dos
compostos ndo foi superior a 20% em nenhum dos casos. A amoxicilina apresentou o
mesmo comportamento anterior, porém com reducdo de aproximadamente 60% da
concentracdo inicial. A utilizacdo do método com detec¢do por espectrometria de massas
permitiu a deteccdo do produto de degradacdo descrito anteriormente. O comportamento
desse produto durante as etapas de tratamento foi bastante similar ao da amoxicilina.
Apesar de ter sido detectado pelo método, o resultado para o 4-nonilfenol ndo foi
consistente, apresentando altos desvios entre as replicatas e nenhuma correlagao entre as
areas obtidas nas diferentes etapas do tratamento. Tal fato pode ser explicado pelo sinal
extremamente baixo obtido que ficou na ordem de 102 para as amostras iniciais do
tratamento com concentragées muito proximas ao limite de quantificacdo do método.
Apesar das etapas de concentracdo de diversas aliquotas para analise dessas amostras por
LC-MS/MS a determinacdo da eficacia de remoc¢do ndo foi prejudicada, pois todas as

amostras (iniciais e finais) passaram pelos mesmo processos.
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Amoxicilina Cafeina Bisfenol A 17 a etinilestradiol

Figura 41. Avaliacdo da remocdo dos compostos organicos por HPLC-DAD (Ac.
Hdmico 20 mg.L™ fortificado com 50 ug.L'1 dos analitos). Dados expressos como
média das areas relativas (n=3 por grupo, ANOVA)

Foi avaliado também o tratamento convencional com amostra sintética
representando agua de melhor qualidade, com cor mais baixa, que seria mais
representativa quando comparada a amostras reais. Para isso, a solucdo de acido himico
em concentragao 5 mg.L'1 foi utilizada. Nesses ensaios, também foi avaliada a redugdo dos
analitos utilizando uma etapa de pdés-cloragao, para simular a etapa de desinfec¢do antes
da distribuicdo realizada na saida das estacGes de tratamento de dgua. Os resultados sdo
apresentados na Figura 42 e na Figura 43. Observa-se que taxas de redugao acima de 80%
foram obtidas, superiores as obtidas anteriormente, indica interferéncia da matéria
organica dissolvida na remogdo de outros compostos que possam estar presentes na agua
e confirmam a necessidade da otimizacdo dos parametros de tratamento de acordo com a

variacdo da qualidade da dgua que chega a ETA.
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Amoxicilina Cafeina Bisfenol A 17 o etinilestradiol 4-nonilfenol

Figura 42. Avaliacdo da remocdo dos compostos organicos por HPLC-MS/MS, modo positivo
de ionizacdo por eletrospray, aquisicdo em MRM (Branco fortificado com 50 pg.L™ dos
analitos). Dados apresentados como média das areas relativas dos picos obticos (n=3 por
grupo, ANOVA)



88

Il Inicial I Final [ Pés Cloracdo

Area Relativa (%)

Amoxicilina Cafeina Bisfenol A 17 o, etinilestradiol 4-nonilfenol

Figura 43. Avaliacdo da remoc¢do dos compostos organicos por HPLC-MS/MS, modo positivo
de ionizagdo por electrospray, aquisicdo em MRM (Ac. Himico 5 mg.L™ fortificado com 50
pg.L™? dos analitos). Dados apresentados como média das dreas relativas dos picos obticos
(n=3 por grupo, ANOVA)

A avaliacdo da remocdo dos analitos utilizando carvdo ativado em pé foi
realizada com solu¢cdo de acido humico fortificada com 50 ug.L'1 dos analitos. Os
resultados sdao apresentados na Figura 44 e demonstram redugao significativa e mais

satisfatdria do que aquelas obtidas com a utiliza¢do de cloro.
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Amoxicilina Cafeina Bisfenol A 17 o etinilestradiol 4-nonilfenol

Figura 44. Ensaios com carvao ativado para avaliacdo da remoc¢ao dos compostos
organicos por HPLC-MS/MS, modo positivo de ionizagdo por electrospray, aquisicdo
em MRM (Ac. Himico 5 mg.L" fortificado com 50 pg.L" dos analitos). Dados

apresentados como média das areas relativas dos picos obticos (n=3 por grupo,
ANOVA)

Observa-se nas Figuras 43 e 44 que a reducdo mais significativa (acima de 80%)

ocorreu somente apds a etapa de pods-cloracdo quando o teor de matéria organica
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presente jd tinha sido reduzido pelo processo de coagulacdo. Isto pode favorecer a
depreciacao da tubulagdao de distribuicdo nas esta¢des elevando o custo do tratamento e
favorecendo a degradacdo desses contaminantes a produtos mais toéxicos e persistentes.
Com a utilizagdo do carvdo ativado, a concentragdao dos analitos foi reduzida em mais de
80% somente pelo processo de adsorcdo. Ha, entdo, a reducdo da possibilidade de
formacao de triahalometanos sem encarecimento do tratamento. A turbidez, cor e
absorcdo em UV;s4,, foram removidas pelo processo de coagulacao-floculacdo, porém em
casos de piora da qualidade da dgua bruta ou em episddio de floragdo de microorganismos
a utilizacdo somente de carvao ativado pode ndo ser sufiente devido a saturacao dos sitios
ativos pela elevada concentracdo de matéria organica dissolvida. Tal fato prejudicaria o
processo de coagulacdo-floculagcdo afetando a qualidade da agua produzida. Ressalta-se
gue apesar do aumento na taxa de reducdo dos compostos, nenhum dos tratamentos
obteve 100% de sucesso. Problemas decorrentes da presenga de farmacos e interferentes
enddcrinos na dgua sdo observados mesmo em concentracdes extremamente baixas, por
isso metodologias avancadas de tratamento devem ser consideradas para complementar o
sistema de tratamento convencional e eliminar tais compostos e seus efeitos

eficientemente.
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6. Conclusao

Os métodos analiticos otimizados e desenvolvidos foram adequados para
determinacdo de amoxicilina, cafeina, bisfenol A, 17a-etinilestradiol e 4-nonilfenol por LC-
DAD e LC-MS/MS em amostras de dgua quando as concentragdes presentes sdo da ordem
de pg.L’. Mesmo sendo uma concentracdo considerada elevada para as usualmente
encontradas no ambiente aqudtico, possiveis interferentes presentes na matriz podem ser
eliminados e as amostras concentradas em fatores de até 2000 vezes aumentando a
capacidade do método analitico. A utilizacdo da deteccdo no ultravioleta visivel pode ser
utilizada durante a realizacdo de ensaios preliminares com amostras sintéticas, mas para o
caso da determinacdo desses compostos em amostras reais a espectrometria de massas
faz-se necessaria por permitir a determinacdo inequivoca de cada um desses compostos e
ser um método de maior sensibilidade. Os ensaios de jarros demonstraram que a matéria
organica presente na dgua interfere tanto nos processos de oxida¢do quanto coagulagdo-
floculagdo e adsorcdo por carvao ativado apresentando relacdo direta com a eficiéncia do
tratamento. Dessa forma, é de extrema necessidade o monitoramento da qualidade da
agua dos mananciais que abastecem as estacdes de tratamento. Deve-se observar que
muitas vezes a condi¢do 6tima de remocgdo de cor e turbidez ndo é a mesma que permite a
maximiza¢dao da remog¢ao de compostos potencialmente téxicos. Sendo assim, dependendo
das condicoes utilizadas nos processos de pré-oxidacdo e desinfec¢cdo, pode ocorrer,
sazonalmente, a formacao de THM’s em concentracdes superiores ao padriao de
potabilidade vigente. Os resultados dos testes de jarros mostram a necessidade de
avaliacao da eficicacia do tratamento convencional e apontam para a necessidade para o
desenvolvimento ou a aplicacdo de métodos de tratamento complementares que
promovam a degradacdao completa desses contaminantes.

Torna-se, dessa forma, necessaria avaliacdo da capacidade de biodegradacdo dessas
substancias em aguas naturais brasileiras e a formacado de derivados mais ou menos tdxicos
do que os compostos originais devem ser avaliadas em estudos futuros.

Os farmacos e interferentes enddcrinos sdo micropoluentes presentes em aguas de
mananciais e consequentemente na dgua tratada ja que ndo sdao removidos durante os

processos de tratamento. Os mesmos ainda ndo fazem parte dos padrdes de potabilidade
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estipulados pelo Ministério da Saude no Brasil, porém, medidas preventivas, deveriam ser
adotadas pelas companhias de saneamento visando a remocdao destes e de outros

compostos, mesmo os ndo que ndo conferem gosto e odor a dgua.
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