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RESUMO

Devido a escassez de recursos hidricos, efluentes de plantas de tratamento de aguas
residudrias tém sido reutilizadas ou recicladas em todo 0 mundo. Em algumas regies aridas e
em particular em regides semi-aridas, o reuso de agua tem sido reconhecido como um valioso
recurso. Entretanto, dependendo da natureza do uso, surgem preocupacdes sobre potenciais
riscos associados a presenca de patdgenos e contaminantes e a saude humana. Uma grande
variedade de contaminantes organicos pode estar presente nos esgotos domésticos e ser
recirculado pelo ambiente. Alguns desses compostos apresentam o potencial de desregular as
funcBes normais do sistema enddcrino dos organismos e assim, causar efeitos adversos sobre
a saude humana. Entre esses compostos, incluem-se os hormoénios estrogenos naturais e
sinteticos.

Nesse trabalho, desenvolvido na Estacdo Experimental de Tratamento de Aguas
Residuarias Urbanas do IPH/UFRGS, localizada nas dependéncias da ETE Sdo Jodo —
Navegantes / DMAE / Porto Alegre / RS, foi investigada a ocorréncia de hormonios naturais e
sintéticos em graos de milho cultivados por processo de irrigacdo por sulcos com efluentes
domesticos tratados.

O método analitico utilizado para quantificacdo dos horménios de interesse foi a
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

Os resultados obtidos confirmam a presenca de horménios naturais e sintéticos no
esgoto bruto e nos efluentes tratados, mas em concentragcdes extremamente baixas e nédo

indicam processo de transferéncia ou acimulo desses contaminantes para os grdos de milho.

Palavras-chaves: hormdénios, compostos desreguladores enddcrinos, esgotos domesticos,

reuso de agua, irrigacao por sulcos, Zea mays.
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ABSTRACT

Due to the scarcity of fresh water resources, effluents from wastewater treatment
plants have increasingly been reclaimed and reused around the world. In some arid and semi-
arid regions, in particular, reclaimed water has been recognized as a valuable resource for
non-potable use such as irrigating crops. However, depending on the nature of application,
there is concern about potential risks associated with pathogens and organic contaminants to
the environment and human health. A wide range of organic contaminants may be present in
wastewater and the environment receiving it. These include natural and synthetic estrogens
have the potential to disrupt the normal function (s) of endocrine systems in organisms and
thus causing health effects on wildlife and humans.

In the present work, developed at “Estacdo Experimental de Tratamento de Aguas
Residuarias Urbanas do IPH/UFRGS?”, located on the ETE Sao Joao — Navegantes /DMAE /
Porto Alegre /RS, was investigated the occurrence of natural and synthetic hormones in corn’s
grain (Zea mays) cultivated by furrow irrigation of treated domestic effluents. The analytic
method used for the hormones quantification was the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The results confirm the presence of natural and synthetic hormones
on the untreated and treated effluents, although with a very low concentration and not

indicated accumulation of this one to the corn’s grain.

Keywords: hormones, endocrine disrupting compounds, sewage, reclaimed water, furrow

irrigation, Zea mays.
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Nem tudo que se enfrenta pode ser modificado
mas nada pode ser modificado até que seja enfrentad

Einstein

1 - INTRODUCAO

O uso de efluentes tratados na agricultura podmgstituir, ndo so, em instrumento
poderoso para restaurar o equilibrio entre a ofertiemanda de agua em diversas regides
brasileiras, mas também como uma alternativa &enés necessidade de producgdo de ali-
mentos sem a aplicacao de fertilizantes sintéticos.

Os regulamentos e cédigos de pratica para estdad®; ja estabelecidos em alguns
paises, fundamentam-se tdo somente, em critério®linldgicos decorrentes do risco po-
tencial associado a presenca de organismos patogémds esgotos, no solo ou nas culturas
irrigadas. No entanto, os poluentes quimicos desenconsiderados de forma diferenciada
dos contaminantes microbiolégicos, principalmerdk ffato de que podem ser incorporados
aos tecidos das plantas, através da adsor¢aorailes.

Organiza¢des mundiais, como a Agéncia EuropéiaPdodutos Quimicos (ECHA),
indicam que atualmente mais de 100.000 produtarigos séo utilizados rotineiramente nos
diversos setores associados as atividades da adei@doderna como industria, agricultura e
construcao entre outros. Uma grande parte desssanariedade de elementos, compostos e
produtos se integra as aguas residuarias, enes, éssluem-se uma variedade de compostos
organicos naturais e sintéticos, denominadas gemeente como perturbadores ou desregu-
ladores endocrinos (DE), mais conhecidos pela &€, originada de sua denominacéo em

inglés: “Endocrine Disrupting Chemicals”.
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Os EDCs sao substancias ou moléculas quimicasespazalterar uma funcdo endo-
crina e com ela o seu equilibrio hormonal, origd@efeitos adversos sobre a saude humana
e animal.

A exposicdo ambiental aos desreguladores endogoimaes ocorrer por contato direto
ou indireto através da ingestao de agua ou alimaertotaminados ou ainda, pelo contato com
ar ou solo.

Para os seres humanos, uma das principais formagpibsicdo aos desreguladores
endocrinos € através do consumo de alimentos. &singue mais de 90% dessas substancias
ambientais sejam absorvidas por via digestivacfpaimente através de alimentos de origem
animal e vegetal.

No ambiente aquatico, essas substancias sdo emtasitnas aguas superficiais e de
subsolo, sedimentos marinhos, solo, agua potaeet esgotos domeésticos. E, embora sejam
detectadas em concentra¢des muito baixas thgaLpresenca delas é motivo de preocupacéo
devido aos efeitos interferentes sobre a reprodhgémna e de uma ampla variedade de es-
pécies aquaticas.

Entre as substancias que podem afetar o funcioriandensistema enddcrino, desta-
cam-se, 0s hormoénios naturais presentes no comparme nos animais e 0os hormonios sin-
téticos utilizados como contraceptivos orais e/ditiveps na alimentagdo animal. Continua-
mente excretados, através da urina e fezes pasvanjanismos, tém nos esgotos domésticos
a sua principal forma de entrada nos ecossistequagieos.

Este trabalho propde-se a investigar a mobilidaekted contaminantes dentro das
condi¢cbes ambientais estabelecidas num processogdeéo de cultura de milho por efluen-
tes domésticos tratados. Espera-se que os resulitdtiodos, possam nao apenas qualificar o
consumo de produtos agricolas irrigados por esgatados, mas também contribuir para a
institucionalizacdo e regulamentacédo da praticeedso agricola a partir de principios técni-
cos, econOmicos e sociais adequados e principadnsaguros, em termos de preservagao
ambiental e de protecao dos grupos de riscos edeslv
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2 - RELEVANCIA DO TEMA

O uso agricola de esgotos apresenta diversas eastalg ponto de vista econémico,
social e ambiental. Apesar disso, efeitos adversmao o acumulo de contaminantes quimi-
cos no solo podem estar associados ao uso de sgoiwigacao.

A presenca de poluentes quimicos em uma matrizdéglexa, como 0S esgotos ur-
banos, deve ser considerada, principalmente pelal&aque estes, uma vez adsorvidos pelas
raizes e incorporados aos tecidos das plantagyadam ser efetivamente removidos por la-
vagem superficial ou por cozimento.

Varios estudos confirmam a presenca de farmacesaano, antibidticos, hormonios,
anestésicos, antiinflamatérios entre outros, n@tesgomeéstico, em aguas superficiais e de
subsolo e apontam para a possibilidade dessasisuiast serem persistentes no meio ambi-
ente e ndo completamente removidas nas estacdestalmento de esgotos, resistindo tam-
bém, a varios processos do tratamento convendadienadua (Bila e Dezotti, 2003).

O conhecimento sobre o impacto ambiental geradogisposicdo ou adsorcéo destes
compostos é bastante restrito e embora, aindafastudos que descrevam o comportamento
destes compostos nos compartimentos ambientaig;sgafjue os efeitos desencadeados no
ambiente atingem desde microinvertebrados até gsavettebrados (Huang et al, 2007).

Mais recentemente, numerosos artigos tém abordaeéstdps relativas ao aporte de
compostos contaminantes bioativos no meio ambigqigético e a conseqiente necessidade
de avaliar o seu impacto potencial sobre a biat&reEestes compostos, incluem-se os hormoé-

nios esterdides excretados por humanos e outrodferame incorporados ao ambiente atra-
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vés do lancamento de efluentes urbanos, com patguaia afetar adversamente o sistema
reprodutivo de organismos aquaticos. Embora estegpastos sejam considerados seguros
para seus propositos médicos especificos em usartwum veterinario, isto ndo é suficiente
para assegurar a protecado aos ecossistemas (Eealp$999).

A principal preocupacdo com estas substanciagesidonada a sua evidente capaci-
dade de afetar a reproducéo das espécies e imeadeseu desenvolvimento, uma vez que o
lancamento de substancias hormonalmente ativaogroschidricos, mesmo em baixas con-
centracdes, pode acarretar sérios impactos sabrdmica e estrutura das populacfes aquati-
cas.

Para evitar que a aplicagao de efluentes contapnotutos e consumidores de produ-
tos agricolas podem ser adotados critérios bastasonados a prevencao da acumulacao de
poluentes no solo e de maximizacédo da capacidadeld@m assimilar e atenuar o efeito dos
poluentes. Estes critérios baseiam-se na prem&sspe € possivel reduzir e/ou controlar a
contaminagdo quimica evitando que a acumulacaoolleeqtes atinja niveis que afetem a
saude dos consumidores das culturas produzidas fdesta. Nesse sentido, as concentracdes
de poluentes no solo ndo poderédo ultrapassar esmnaximos toleraveis a serem estabeleci-
dos, tornando-se imprescindivel conhecer as espécinicas presentes nos efluentes e a
concentracdo efetivamente transferida para quargas maximas de aplicagdo ou as concen-
tracdes maximas permitidas no solo possam seragisne assim, permitir a criacdo de crité-
rios cientificos dos cenarios de exposicdo quegmdsvar ao estabelecimento de diretrizes

quimicas para uso agricola de efluentes liquidesigeinhol, 2003).
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3 - HISTORICO E ESTADO ATUAL DO CONHECIMENTO

A hipotese de que substancias quimicas present@seio ambiente possam causar
uma resposta biolégica nos organismos a elas egasiio € nova. Porém, nas duas Ultimas
décadas, observa-se crescente preocupacao, perdaadomunidade cientifica, em relacdo
aos possiveis efeitos danosos causados aos humanbi®s animais pela exposicédo a subs-
tancias quimicas presentes no meio ambiente, coemgalidade para afetar o sistema end6-
crino.

O primeiro alerta sobre os efeitos dos EDC foafgado na década de 80, quando
foram observadas caracteristicas femininas em rsabb@ves coloniais da regido dos Gran-
des Lagos (EUA-Canadd) decorrentes da exposicadTa Om pesticida muito utilizado em
todo mundo nas décadas de 50 e 60, e que aindeehdpera proibido, ainda é comercializa-
do em alguns paises em desenvolvimento. Anomadiaelbantes foram observadas mais
tarde, na década de 90, em populacdes de jacanégmide lagos da Flérida, contaminados
com o0 mesmo agrotoxico (Bila et al, 2007).

A partir dos anos 80, varios estudos passaramestigar a possibilidade de que eflu-
entes de plantas de tratamento de esgotos dongfiEsgem uma das principais fontes dos
efeitos estrogénicos observados sobre peixes gdessavolviam em aguas a jusante do lan-
camento destes efluentes.

Em 1994, estudos realizados no Reino Unido confitraapresenca de efeitos estro-
génicos sobre peixes desenvolvidos em aguas atgudariancamento de efluentes de esta-
¢cOes de tratamento de esgotos domeésticos, confilorehipotese de que, a despeito da com-
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plexa composicéo de efluentes urbanos, os efestosgénicos observados poderiam ser atri-
buidos, mesmo que em concentracdes muito bai@assanca de compostos esteroides iden-
tificados em efluentes de estacdes localizadaseas arbanas (Purdom et al, 1994).

Desde entdo, esta questdo emergiu como sendo w@ideipais no campo da pes-
quisa ambiental moderna. Em particular, ha um ést® crescente em relacdo aos efeitos e
riscos associados a presenca em aguas superfieigisntaminantes quimicos com atividade
estrogénica e assim com capacidade de interfesistema enddcrino, em particular nas fun-
cbes endocrinas reprodutivas.

Atualmente, organiza¢cées governamentais e nao igawvemtais, como Unido Euro-
péia (EU), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estadltidos (EPA), Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), Programa Internacional de Segu@ufraica (IPCS) e a Organizacao para
a Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (ODCRgsiigam a questdo dos desregula-
dores endocrinos. Alguns dos estudos desenvolyidogstas organizacdes séo citados abai-

XO:

e Seminario para avaliar os riscos a saude e efaitdBentais dos desreguladores endoé-
crinos — US EPA — 1995

e Seminario para desenvolvimento de estratégia paigano risco dos desreguladores
enddcrinos ao meio ambiente — US EPA — 1996

» Reviséo e discussédo das informacfes cientificgwuigeis sobre os desreguladores
endocrinos — US EPA -1998

* Primeiro relatério sobre o progresso dos trabatteosomunidade européia sobre 0s
desreguladores enddcrinos — Comissao das Comusiéanepéias — 2001

* Avaliacdo global do estado da arte da ciéncia dsseguladores endocrinos — OMS —
2002

» Segundo relatorio sobre o progresso dos trabalacsodhunidade européia sobre os

desreguladores enddcrinos — Comissdo das Comusidadepéias — 2004

Como resultado de alguns desses estudos, destacgastbelecimento pela Comissao
das Comunidades Européias de uma lista priorithriaubstancias para uma futura avaliacao

do seu papel na desregulacdo endocrina. Assim,0€ i proposta uma lista com 553
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substancias sintéticas e 9 horménios naturais tétisios. Dessas 553 substancias, existem
evidéncias de desregulacdo enddcrina ou poteneidedregulacdo enddcrina para 118 subs-
tancias, para as outras 435 substancias, os dadeseatados ainda séo insuficientes para
evidenciar o potencial de desregulacdo enddcriage&lo nisso, dois novos estudos foram
iniciados; no primeiro foram avaliados 9 substémeiatéticas e 3 estrogénios das 118 subs-
tancias apresentadas no relatério de 2000, quéimt@am seus usos restringidos pela Unido
Européia. O segundo estudo abrange as 435 sulastfaria as quais os dados foram insufici-
entes no relatério de 2000. Esta ultima lista foidida em trés grupos de substancias que
dependem do volume de producéo, da persisténaierm ambiente, das provas de desregu-
lacdo enddcrina encontradas em bibliografias dieasi e nas consideracdes relativas a expo-
sicdo (Anexo | — CEC, 2004)

24



4 - OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é identificar a ocorréne hormoénios sexuais estrogenos
em gréos de milhos produzidos por processo dea@dig com esgotos domésticos tratados.
P5485retende-se que os resultados obtidos possmtaisciar futuras avaliagbes dos potenci-
ais riscos de contaminacdo associados ao consuwwtdeas irrigadas por efluentes urbanos
ou por mananciais poluidos.

Para atingir o objetivo proposto, foram desenvasids seguintes etapas:

» Determinacéo das condi¢cbes cromatograficas oper@siadequadas ao equipamento
disponivel para detec¢do e quantificacdo dos haoe&strogenos naturais: estrona
(E1); 1B-estradiol (E2) e estriol (E3) e para o hormoni&tico: 14a-etinilestradiol
(EE2).

* Avaliacao da precisdo do procedimento analiticexdeacdo adotado atraves de testes
de recuperacéo dos analitos de interesse

» Determinacao da concentracdo dos hormoénios esfidnal B-estradiol (E2), estriol
(E3) e 1a-etinilestradiol (EE2) no afluente bruto e nos efites liquidos tratados.

» Determinacéo da concentracdo dos hormoénios esfidnalB-estradiol (E2), estriol
(E3) e 1a-etinilestradiol (EE2) nos graos de milho prodoszighor fertirrigagdo com

os efluentes tratados.
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5 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 - Os Diferentes Usos das Aguas Residuérias

A agua é um recurso cada vez mais escasso, sejarpstimento populacional e ine-
vitavel aumento de demanda, seja pela reducao ettapkspecialmente pela poluicdo dos
mananciais. Em funcdo dessa desarmonia que atifegendes regides do planeta surge como
alternativa potencial de racionalizacéo, a util@@ade aguas residuarias para varios usos, in-
clusive para irrigacdo. S&o varios os beneficiosgaglos na préatica de reuso na irrigagéao,
incluindo a recarga do lencol freédtico e a fedeugdo de diversas culturas.

Assim, como em todo o mundo, cresce no Brasil da@éncia em torno da importan-
cia do uso racional da agua, da necessidade deleode perdas e desperdicios e da introdu-
cao definitiva da reciclagem da agua na agendamaici No entanto, pouco ou quase nada se
tem registrado sobre a utilizac&o direta de efkgrratados ou ndo, o que néo significa que
nao ocorra de forma indiscriminada e sem contiilersos exemplos de utilizagdo esponta-
nea de esgotos na forma bruta ou tratada ja fokm®reados no nordeste brasileiro, incluindo
o plantio de milho, melancia, abobora e capim pdinmentacdo animal. Cabe ressaltar, que o
Brasil oferece condi¢gfes excepcionalmente favosguaia a utilizacdo de esgotos na agricul-
tura, tanto pela disponibilidade de areas em saadgr extenséo territorial como pelas condi-
cOes climaticas adequadas. (Mancuso, 2003)

Embora, as primeiras experiéncias de reuso detagsaem por objetivo inicial o tra-
tamento dos esgotos, a irrigagdo, como meio delagem de agua e producao agricola cons-
titui uma prética ja centenaria. As fazendas detesgcomo ficaram conhecidas as primeiras
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experiéncias na Inglaterra que rapidamente sendisaeam pela Europa e Estados Unidos
datam do inicio do século XIX. Também, nos arquikitstéricos da Grécia Antiga foram
encontrados registros de praticas de disposicésgetos e sua utilizacdo na irrigacao. Po-
rém, com o crescimento e valorizacdo das areasugmnas das cidades e o interesse pelo
desenvolvimento de alternativas tecnologicas mafisteadas, a opcao pela disposicdo no
solo como método de tratamento foi praticament&ddrzada por volta do final da primeira
metade do século XX.

Atualmente, a competicdo por recursos hidricostdidus, acentuada em funcéo da
demanda crescente por agua e crescente deteriatagdmananciais de agua tem feito do
reuso planejado da 4gua um tema de grande impitdacorecendo o desenvolvimento de
estudos e procedimentos que visem sua maior gagdo na agricultura em resposta ao ele-
vado custo dos insumos agropecuarios.

A prética do reuso de agua pode ser consideradiiferantes modalidades, incluindo
usos agricolas, industriais e recreativos, usonaripara fins ndo potaveis, recarga de aquife-
ros e aquicultura. Essas modalidades ndo sao exasupodendo mais de uma delas ser em-
pregada simultaneamente em um mesmo municipio g@oreembora o setor agricola, res-
ponsavel por quase 70% do consumo total de agBaasil, deva ser considerado como prio-
ritario em termos de reuso de agua. (Hespanho8)200

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (GiM#ilizacdo da agua residua-
ria pode ocorrer de forma direta ou indireta, destdes de acdes planejadas ou ndo planeja-
das. Sob este contexto, a fertirrigacédo € coreildecomo uma atividade de reuso direto pla-
nejado que ocorre quando os efluentes, depoisatiltrs, sdo encaminhados diretamente de
seu ponto de descarga até o local do reuso, n@o skscarregados no meio ambiente. As-
sim, a irrigacdo de plantas com efluente de esatado, ou fertirrigacdo, tem sido conside-
rada como uma alternativa ao tratamento de eflsamiesolo, principalmente em regides se-

cas.

5.1.1 - Utilizacao de esgotos tratados em irrigacao

Os esgotos tratados tém um papel fundamental mejplaento e na gestdo sustenta-
vel dos recursos hidricos como um substituto parsoode aguas destinadas a fins agricolas e
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de irrigacdo, entre outros. Entre as vantagensdtizacdo de aguas residuarias, de uma
maneira geral e das domésticas em particular pegeroitadas: uso sustentavel dos recursos
hidricos, minimizacdo da poluicao hidrica nos marsas, estimulo ao uso racional de aguas
de boa qualidade, diminuicdo de tendéncia de ems&olo e consequiente controle de deser-
tificacdo por meio da irrigacao e fertilizacao dewdes verdes, economia de dispéndios com
fertilizantes e matéria organica, aumento da preidigide agricola, aumento da producéo de
alimentos e finalmente possibilidade de maximizagdonfra-estrutura de abastecimento de
agua e tratamento de esgoto pela utilizacdo malltiplagua aduzida (Hespanhol, 2003).

Outro claro atrativo da reutilizacdo de esgotostdaos é a disponibilidade de &gua.
Considerando a contribuicdo per capta de esgotd$@e 200 L.did e a demanda genérica
de &gua para irrigacdo de 1,0 a 2:0mf.anc®, constata-se que o volume de agua residuaria
produzida por pessoa seria suficiente para irdgaas de 30 a 70%mou seja, uma populacéo
de 10.000 habitantes produziria Agua para irrigezacde 50 hectares. (Mancuso, 2003)

A irrigacdo com esgotos sanitarios € praticadatant paises industrializados quanto
nos paises em desenvolvimento, em extensdes deiraga@la que podem chegar até a
1.330.000 ha como ocorre na China. Em varios paigegatica € regulamentada por legisla-
cdo especifica e faz parte de programas governaisetd irrigacdo e gestdo de recursos hi-
dricos. Israel, Tunisia, México e EUA sdo exemmlegaises com grande tradicdo no reuso
de aguas para producao agricola. Na América Latiferu e o Chile apresentam os princi-
pais exemplos. (Mancuso, 2003).

No Brasil, o uso da fertirrigacéo € relativamengteente e teve inicio com a aplicacéo
de produtos organicos (vinhaga) em cana-de-acpoaduzida no estado de Sdo Paulo. Sua
introducdo e expansdo no pais data dos anos 70cer@(a instalacdo dos primeiros sistemas
de irrigacao por gotejamento. A partir dai, as susneficiadas com a pratica da fertirrigacéo
tém crescido, principalmente nas regides e nossgiiodutores de frutas e hortalicas. (Hes-
panhol, 2003)

O efluente de esgoto tratado caracteriza-se pamseanaterial liquido constituido por
matéria organica, macro e micronutrientes, metssgreciais e ndo essenciais as plantas, or-
ganicos tracos e patdgenos. Dependendo de suanoogi@sgotos podem também conter a-

gentes quimicos, alguns de toxicidade relevantgre®de padréo de ocorréncia e significado
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a saude ainda pouco conhecidos (os chamados gsiemnoergentes, tais como os desregula-
doress enddcrinos e os residuos farmacéuticos).

O modo mais facil, porém nao sustentavel, de diesdasse tipo de material consiste
na sua disposicao direta nos cursos d’ agua e, rengio represente um problema ambiental,
do ponto de vista agronémico este efluente aprasmmacteristicas desejaveis, pois € rico em
nutrientes e, sobretudo, apresenta potencialidadesal como fonte d’agua as plantas.

A disposicao de efluente no solo aproveita a cdpaei filtrante da matriz do solo pa-
ra reter nutrientes, poluentes e patdgenos e tensisfornecimento de agua e nutrientes ao
sistema solo-planta, os quais poderdo ser utilzgatas plantas para producdo de matéria
seca. Quando os efluentes séo aplicados de formalzmla na superficie do solo, 0s mesmos
podem adquirir um maior grau de tratamento atraedsprocessos fisicos, quimicos e biolo-
gicos da matriz solo-planta-agua. O solo, send@istema vivo e dinamico caracterizado por
ter uma grande superficie ativa e resultante deegsws fisicos, quimicos e bioldgicos reage
fortemente com os constituintes do efluente. Assisplo e as plantas atuam como verdadei-
ros “filtros vivos”, absorvendo e retendo poluengesrganismos patogénicos presentes nos

residuos e efluentes. (Hespanhol, 2003)

5.2 - Os Desreguladores Endécrinos no Meio Ambiente

Até o final da década de 90, o foco da investigag#we poluentes organicos estava
direcionado quase que exclusivamente para os geki@nioritarios convencionais, com ca-
racteristicas toxicas e carcinogénicas, tais cosndefensivos agricolas, compostos derivados
de petrdleo e subprodutos de processos industriais.

O desenvolvimento e aperfeicoamento de novos metadaliticos permitiram a iden-
tificacdo e avaliacdo dos efeitos bioldgicos emrizedt ambientais de outros compostos or-
ganicos, denominados como contaminantes emergenfesestudo se encontra entre as li-
nhas de investigacéo prioritarias dos principaganismos associados a protecdo da saude
publica e meio ambiente. (Bila e Dezotti, 2007)

Dentro desta nova classe de poluentes organicogrupo especifico de compostos
desperta grande interesse pelo fato de ser apontado responsavel por interferéncias no

sistema enddcrino de organismos humanos e animais.
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O sistema enddcrino é um mecanismo complexo agidstipor combinagfes de
glandulas e horménios, que coordena e regula a oiragdo entre as células,
sendo responsavel pelas fun¢des bioldgicas norroamsp reproducdo, desenvol-

vimento embrionario, crescimento e metabolis(Reis Filho, 2007)

Tais compostos que podem ser de origem antrOp&@oestrogénios) ou de origem
natural (fitoestrogénios), sdo mundialmente denadas “endocrine disruptors” (EDs) ou
ainda “endocrine disrupting compounds or chemicd®Cs).

A traducdo para a lingua portuguesa tem geradanalgudenominacgdes diferentes,
como: “perturbadores enddécrinos”, “disruptivos asrubtores enddécrinos”, “desreguladores
endocrinos”, “interferentes enddcrinosgstrogénios ambientais” dentre outras. (Bila et al
2003; Silva et al, 2005; Ghiselli e Jardim, 200&jg@lli e Jardim , 2007).

Muitas definicdes tém sido propostas para um dakxdgr endocrino. Entretanto, em
todas existe um ponto em comum: trata-se de unmst&uia quimica que pode interferir no
funcionamento natural do sistema enddcrino de espéaimais, incluindo os seres humanos.
(Bila e Dezotti, 2007)

Em maio de 1997, a agéncia de protecdo ambiensakEdtados Unidos (“U.S. Envi-
ronmental Protection Agency — USEPA”) através de @amité consultivo, responsavel pela
avaliacdo e diagnostico de interferentes endocritioslocrine Disrupter Screening and Tes-
ting Advisory Committee — EDSTAC” prop6s uma deféd mais detalhada que considerava
a ampla diversidade de mecanismos envolvidos refsngibes do sistema endoécrino. O
EDSTAC descreve um interferente enddcrino comoaenth substancia ou mistura quimica
exdgena que altera uma ou mais fun¢bes do sistad@m®no, bem como a sua estrutura,
causando efeitos adversos tanto sobre um orgaressua descendéncia, como em popula-
cOes ou subpopulacdes de organismos, tendo coraebaglos cientificos, dados, evidéncias
de peso e principios de precaucdo (Ghiselli e dar2007)

O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IR@Sconjunto com o Japdao, 0s
EUA, o Canada e a Unido Européia define um desadgulenddcrino como uma substancia
ou um composto exdégeno que altera uma ou varigdésndo sistema enddcrino e tem, con-
sequentemente, efeitos adversos sobre a saldengamisono intacto, sua descendéncia, ou

(sub) populagbes”. (Bila e Dezotti, 2007)
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Cabe ressaltar, que o Conselho Americano de Cién8ialde se contrapfe ao uso do
termo “disruptor enddécrino”, argumentando que om@esugestiona que os efeitos de tais
substancias sejam negativos, embora seja concepigel exposicdo a essas substancias pos-
sam conduzir a resultados benéficos

A exposicdo aos desreguladores enddcrinos podeeo@raves do contato direto no
local de trabalho ou em casa, ou indireto atrawémgdestdo de agua, ar ou alimentos e ao
contato com o solo.

Para os seres humanos a mais importante fontend@ncimacéo € a alimentacédo, uma
vez que muitas destas substancias sao utilizadastdwa producdo de alimentos e/ou no pro-
cesso de embalagem dos mesmos, ou ainda atrauggedtio de agua potavel contaminada,
pois varias destas substancias nédo sao totalmestieidias ou degradadas durante o processo
empregado nas estacdes de tratamento, tanto dedmoade esgoto. (Birkett e Lester, 2003;
Ghiselli e Jardim, 2007)

Além disto, alguns desreguladores enddcrinos skiweis em gorduras, assim, altos
niveis podem estar presentes em alimentos de omgémal como carne, peixe, ovos e deri-
vados do leite. Varios estudos realizados em paigexgpeus relataram a ocorréncia de hor-
monios sexuais (Prestradiol, estrona, testosterona e progesteronajaenes (gado, porco,
aves e peixes), leite e seus derivados, ovos taplégramineas e leguminosas). (Hartmann et
al,1998).

A exposicao aos desreguladores enddcrinos podesaonsavel por alteracdes fisio-
l6gicas e histologicas em animais silvestres eatlerhtorio, feminizacdo de peixes machos,
inducdo ao hermafroditismo, inibicdo no desenvoérito das gdnodas e declinio na reprodu-
cdo. Também, efeitos como diminuicdo na eclosdovds de passaros e tartarugas; proble-
mas no sistema reprodutivo de peixes, répteisap@s® mamiferos tém sido associados a
exposicao destas espécies animais aos desregulahoi@crinos. (Bila e Dezotti, 2007)

Em seres humanos, esses efeitos estdo relacioaad@sacdes no sistema enddcrino,
incluindo efeitos no sistema reprodutivo femininlifgrenciacdo sexual, disfuncdo dos ova-
rios, aumento no risco de cancer de mama e deajagwarios policisticos e endometriose) e
no sistema reprodutivo masculino (declinio das dak& espermatozoides, aumento no risco
de cancer testicular e de préstata, deformidad@d@Eos reprodutivos e alteragbes nos niveis
hormonais da tiredide).
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5.2.1 - Os desreguladores enddcrinos e a legisldn@sileira

As legislacOes brasileiras ndo contemplam norrspedgficas relativas ao monitora-
mento de substancias desreguladoras endocrinasmosdidricos, devendo ser considera-
das, basicamente, as normas que tratam da clagéificdos corpos d’ agua em funcgéo dos
usos preponderantes — Resolucdo CONAMA%7/2005 e de padrdes de qualidade da agua
para consumo humano — Portaria M$h8/2004.

Na relacéo de variaveis de qualidade contemplaadesolucdo CONAMA é encon-
trada uma grande variedade de substancias e camppsimicos, organicos e inorganicos,
algas e microrganismos, além de propriedades sisiagdgua. No grupo de variaveis quimi-
cas sdo abordados 54 substancias e compostospalinente agroquimicos e solventes or-
ganicos, alguns dos quais com potencial de inartéa no sistema endocrino, embora nao
sejam contemplados substancias e compostos quimiepsia atualidade encontram-se na
categoria de desreguladores endécrinos, como on@r, hormoénios naturais e sintéticos.

No entanto, a Resolucdo CONAMA abre precedentesipaluir na relacao de varia-
veis de qualidade da agua qualquer substanciaagsa gomprometer o uso da agua para os
fins previstos, dependendo das condi¢gBes especificais ou, entdo, mediante fundamenta-
cao técnica.

No caso da Portaria 518 que estabelece os padedgsatidade da agua para abaste-
cimento publico sao definidos os padrdes de quidigemra a agua potavel, considerando-se
0S riscos associados a presenca de microrganismsabstancias quimicas. Nesta portaria
estdo contempladas substancias inorganicas e oagameispecificamente os agrotéxicos, sen-
do que os limites de qualidade foram baseados mesizks definidas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS). De maneira similar ao qu@re na Resolucdo CONAMA, tam-
bém néo sdo definidos limites de qualidade pamsubstancias atualmente enquadradas com
base no seu potencial estrogénico, mas sim dedeaxie.

Com base nas premissas existentes nas duas pisnoguenas que tratam da qualidade
da agua no territério nacional e a partir de edutEsenvolvidos em varios paises sobre os
efeitos dos desreguladores enddcrinos em organiamquaicos e efeitos potenciais na saude

humana, além do monitoramento destas substancsasonpos hidricos em algumas regides
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especificas do pais, é possivel prever que, noofutais substancias poderado vir a ser con-
templadas nas legislagfes existentes ou, entdnpemas especificas. (Bila e Dezotti, 2007)

5.2.2 - Substancias classificadas como desregulad@anddcrinos

Com base em informag@es disponiveis na literafaram elaboradas por varias orga-
nizagdes mundiais, listas de substancias quimicgsetas de causar desregulacao do sistema
endocrino. Contudo, ainda se faz necessario unestigacao cientifica mais profunda a fim
de se identificar os critérios de sele¢do utilizagara agrupar as substancias nestas listas.
(CEC, 2004).

A Comissdo da Comunidade Européia propés em 2008, lista prioritaria de 553
substancias sintéticas e 9 hormdnios naturaistétisios que deveriam ser avaliadas em rela-
¢cdo ao seu papel na desregulacdo enddcrina. Desgstem evidéncias de desregulacdo en-
ddcrina ou potencial de desregulacdo para 118&uhas, sendo 12 destas designadas como
prioritarias para a conducéo de estudos mais @etath Sao elas: dissulfeto de carbono, orto-
fenilfenol, difenil éter tetrabromado, 4-cloro-3imetol, 2,4-diclorofenol, resorcinol, 4-
nitrotolueno,  4-octifenol, estrona, estradiol, idstradiol e  2,2-bis(4-(2,3-
epoxipropoxil)fenil)propano. (Anexo 1-CEC, 2004rl&itt e Lester, 2003)

As substancias classificadas como EDC, incluindastuncias naturais e sintéticas
podem ser agrupadas em duas classes: 1. Substintéisas utilizadas na agricultura e seus
subprodutos, como pesticidas, herbicidas, fungscalaoluscicidas; utilizadas nas industrias
e seus subprodutos, como dioxinas, bifenil poledos (PCB), alquilfendis, ftalatos, bisfenol
A, metais pesados, entre outros; compostos teliapé farmacéuticos, como os estrogénios
sintéticos e, 2. Substancias naturais — fitoeshiogé tais como, genisteina e metarestinol e
estrogénios naturais comofté@stradiol, estrona e estriol. (Bila e Dezotti, 200

Frequentemente encontrados em efluentes de estdedegamento de esgotos (ETE)

e aguas naturais em concentracdes suficientespparacar efeitos adversos em organismos
aquaticos e terrestres, estes compostos, amplannditados pela sociedade moderna, inclu-
em desde produtos quimicos industriais como indasg¢ hidrocarbonetos aromaticos, antio-
xidantes, plasticidas até compostos farmacéutiéosécos) como antibiéticos de uso veteri-
nario e humano, anticoagulantes, antidepressivadgésicos, anestésicos, antiinflamatérios,
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anti-hipertensivos e esteréides hormonais de radugstrogénica e androgénica. (Bila e De-
zotti, 2003; Filho et al, 2007)

Os farmacos, de uma maneira geral, sdo classicemimo contaminantes ambientais
emergentes devido as suas propriedades biologitaratwmas. Além disso, a grande maioria
deles possui caracteristicas lipofilicas e freqgmente apresentam baixa biodegrabilidade no
ambiente, o que lhes confere um grande potenaiallpaacumulacao e persisténcia no ambi-
ente. Estudos ecotoxicologicos demonstram que sepca de farmacos residuais na agua
pode causar efeitos adversos na saude, seja huwal®outros organismos aquaticos e que
estes efeitos podem ser detectados em qualquérdeiveerarquia biolégica: célula, érgaos,
organismos, populagdes e ecossistemas. (Filho 20@T)

Entre os farmacos de maior toxicidade encontramsseormonios esterdides ou hor-
monios sexuais. Hormoénios séo substancias quimproakizidas e secretadas pelas glandulas
enddcrinas e que, langadas na corrente sanguomaeoam o funcionamento do organismo
como um todo. Usados em grandes quantidades nainetumana e veterinaria (crescimen-
to do gado, na aquicultura e producéo avicola ea¥wdo capazes de induzir alteracbes no
sistema reprodutor e hormonal em concentracfesnegqae aquelas encontradas comumen-
te no ambiente. (Birkett e Lester al, 2003; Limtahn et al, 2003)

As evidéncias mostram que os sistemas reproduti®e@®rtos organismos terrestres e
aquaticos sao afetados por hormdnios esterdidadfardo no desenvolvimento de anorma-
lidades e deterioracdo reprodutiva nos organismpestos. Alguns autores relatam que, de-
pendendo da dose e do tempo de exposicdo, é dapsévessas substancias estejam relacio-
nadas com doengas como cancer de mama, canceunlsrsti de prostata, desenvolvimento de
ovarios policisticos e reducdo da fertilidade misau(Alda e Barceld, 20G1Filho et al,
2006; Bila e Dezotti, 2007)

5.3 - Hormoénios Esterdides de Interesse Ambiental

Os esterbides compreendem uma grande variedacieng@stos organicos naturais e
sintéticos, incluindo acidos biliares, corticostded e hormonios também chamados de hor-
monios sexuais. Estes ultimos sdo grupos de coogbsatlogicamente ativos, sintetizados a
partir do colesterol e classificados em trés grymascipais:horménios sexuais femininos

34



ou estrégenos (estrogénios); horménios sexuais makitos ou andréogenos (androgénios)
e hormdnios da gravidez ou progestogenos.

Dentre estes, 0s estrogenos vém recebendo maitgaat por estarem relacionados a
etiologia de varios tipos de canceres, embora oad@os masculinos também possam afetar
o sistema endocrino. Os estrogenos influencianescenento, o desenvolvimento e a funcio-
nalidade de tecidos periféricos dos sistemas refikas de machos e fémeas. Sabe-se tam-
bém que, os estrogenos tém um importante paped sokistema cardiovascular e no sistema
nervoso centrakFreqiientemente sao referidos como estrogénios atalsigestrogénios exo-
genos ou exoestrogénios. (Bila e Dezotti, 2003)

Como séo os principais responsaveis pelo cresoimepiela reproducdo de espécies
animais, incluindo os seres humanos, seus derivadtgicos sdo bastante empregados como
contraceptivos e no controle dos sintomas que gamoh menopausa, disturbios fisioldgicos
e no tratamento do cancer de mama e de proéstatgeEah sdo rapidamente absorvidos pelo
organismo e, entdo, metabolizados no figado. (Atdd, 2003; Birkett e Lester, 2003;)

Devido a sua estrutura basica os estrogenos saucgmente referenciados como es-
teroides Gg contendo 18 atomos de carbono distribuidos ematrés hexagonais (A,B e C)

e um anel pentagonal (D). S&o lipofilicos e apémammente sollveis em agua. Quando dis-
solvidos, podem ser rapidamente removidos da faisesa como resultado da ligagéo a séli-
dos suspensos. (Nozaki, 2001).

Os estrogenos naturais como @4¥stradiol (E2), o estriol (E3) e a estrona (ED) e
sintético como o 1d-etinilestradiol (EE2), desenvolvido para uso médim terapias de re-
posicdo e métodos contraceptivos, sdo 0s que daspas maiores preocupacdes ambientais,
tanto pela poténcia estrogénica como pela quamridadtinua introduzida no ambiente. (Fi-
lho et al, 2006).

A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas destesostos.
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Estriol 17 e = Etimibestradiol

Figura 1 — Estrutura quimica dos hormonios estrégens

O destino e 0 comportamento destes compostos, tentrganismo como no meio
ambiente, estdo diretamente relacionadas com soasiqulades fisico-quimicas. Portanto,
para que se possam compreender os efeitos debt&dérsiias no meio ambiente, suas propri-
edades fisico-quimicas como: solubilidade em agoefjciente de particdo, hidrofobicidade,
biomagnificacéo, coeficiente de particdo e toxidelmecessariamente devem ser considera-
das.

A tabela 1 apresenta algumas propriedades do®ieleterestrogenos considerados a-

cima.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas e toxicid&adde estrogenos (Ghiselli e Jardim,
2007)

Hormonio Formula Massa mole-| Solubilidade Pressdo de| Log Kow® LDg
molecular cular (mg/L) em vapor (mg/Kg)
(g/mol) H,0 (mm Hg)
estrona CigH2 O5 270,4 13 2,3.10% 3,43 -
(E1)
17p-estradiol Ci1H240, 272,4 13 2,3.10" 3,94 -
(E2)
estriol CigH2405 288,4 13 6,7.10" 2,81 -
E3
17a-
etinilestradiol CooH240; 296,4 4,8 4,5.10" 4,15 1737
(EE2)

(a) Coeficiente de particdo octanol-agua

(b) Dose letal para 50% das espécies estudadas @ratcamundongos), por via oral

Observa-se na tabela 1 que os estrogenos sdo dosypoganicos hidrofobicos de
baixa volatilidade, desta forma, € de se esperaragsor¢do no solo ou sedimentos seja um
fator significante de reducéao das concentracOesadesibstancias em fase aquosa. (Ghiselli e
Jardim, 2007).

Essas propriedades também ajudam a explicar pasjugdiol (E2) e etinilestradiol
(EE2), que apresentam valores de coeficientes digduarelativamente altos, sdo menos fre-
guentemente encontrados em aguas que a estrona(gigrque o hormoénio sintético (EE2)
mostra maior tendéncia a particdo em sedimento®sgji@rmaonios naturais. (Lai et al, 2000;
Kuster et al, 2007)

37



5.3.1 - Principais meios de exposi¢cao e destino emial

A aplicacdo terapéutica € uma das principais fordeaexposicdo humana e veterina-
ria a hormdnios esterdides. Estrogenos sintétisaslas como contraceptivos, na prevencao
de aborto, no tratamento de cancer, em tratamelga®posicdao hormonal, osteoporose e
outros sdo a segunda droga mais prescrita nos EUA.

Em 1987, o jornal da Associacdo Médica Americadd@l) ja mencionava a pres-
cricdo de estrégenos para cerca de 200 tratamtaraggguticos. Atualmente, estima-se que
mais de 620 milhdes de mulheres ao redor do musknf uso de métodos contraceptivos,
estando as pilulas anticoncepcionais (EE2) entreemicamentos mais utilizados, com doses
orais diarias variando entre 30 a |5 por pessoa. Considerando que, cerca de 40% a 60%
das doses ministradas de estrogenos sintéticosnpseiedisponibilizadas para o ambiente, as
altas taxas de uso conferem um carater de persst@mbiental para hormonios sexuais in-
troduzidos no ambiente. (Filho et al, 2006).

No Brasil existem aproximadamente oito milhdes deauas de pilulas anticoncep-
cionais, havendo a perspectiva de que esse numesa ghegar a 45 milhdes nas proximas
duas décadas, de acordo com projecOes realizada®@grpelo setor industrial farmacéutico
brasileiro. (Fernandes e Bresaola, 2010)

Os organismos excretam diferentes quantidadestdigles sexuais, dependendo da
idade, do estado de saude, da dieta ou gravidejuafitidade de estrogénio excretada por
uma mulher gravida pode ser até mil vezes superila uma mulher em atividade normal (da
ordem de 2 a 20 pug/L de estrona/dia, 3 a 65 pgkstiel/dia e 0.3 a 5,0 pg/L estradiol/dia)
dependendo do estagio da gravidez. (Ying et aR2Gbiselli e Jardim, 2007).

A tabela 2 reproduz uma estimativa das quantiddidesgs de hormonios excretadas
por humanos, obtida através de simulacdes feitls pervicos de saude do Reino Unido
(Ying et al, 2002).
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Tabela 2 - Excrecao diaria ig/dia) per capta de estrogénios por humanos.
(Ying et al, 2002)

Estrégeno Homens | Ciclo mens-| Gravidez Menopausa Mulheres
trual

Estrona: E1 3,9 8,0 600 4,0 -

Estradiol: E2 1,6 3,5 259 2,3 -

Estriol: E3 1,5 4.8 6000 1,0 -

Etinilestradiol: EE2 - 35

ApOs ingestao e metabolizacéo, 0s estrogéniostekio® através da urina e fezes por
mulheres, animais fémeas e em menor quantidadagmens seguem para a rede coletora,
adentrando depois ao ambiente. Desta forma, orfeerg@ de efluentei® naturaou mesmo
tratados sdo as principais vias de contaminacé&mrdnente aquatico, seja pelo déficit de in-
fra-estrutura em saneamento, seja pela ineficiéie@ologica e/ou operacional) das esta-
¢cOes de tratamento. O modo de entrada destes doatdass nos ecossistemas esta exemplifi-
cado na Figura 2. (Filho et al, 2006).

A concentracdo de hormdnios excretada pela populagéghana no meio ambiente
dependera ndo sO da quantidade e diversidade p@stéacdo e dos compostos ingeridos,
mas também da extensdo das transformacdes destpsstos no corpo humano e, embora
esterdides conjugados ndao possuam uma atividadiggio@ direta, eles podem agir como
reservatorios precursores capazes de serem retidosest esteroides livres por bactérias no
meio ambiente. (Desbrow et all, 1998; Jonhson &affik, 2004)
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| Hormdnios Sexuais Estr6genos |

v

| Excre¢cdo Humana |

v
| Esgoto Dom éstico |
v
| Estacdo de Tratamento de Efluentes |
v v
| Efluentes | | Lodos |
v
\‘ Uso Agricola |

v

| Lixiviacdo, dissipagdo, escorrimento |

v

| Agua Subterranea |

| Corpos hidricos e sedimentos |

Figura 2 — Representacdo esquematica do modo de taminagéo dos
ecossistemas aquaticos por horménios sexuais
Fonte: Filho et al, 2006

O destino destes compostos no ambiente dependeadearacteristicas fisicas e qui-
micas e das propriedades do meio receptor. As irasnariaveis que atuam em conjunto no
ambiente aquatico, como temperatura, turbidez,ghtdlinidade, oxigénio dissolvido, radia-
¢cdo, matéria organica e concentracao de divergess@ubstancias, tornam a tarefa de mode-
lar o comportamento destes compostos bastante erani§Filho et al, 2006).

A agua potavel € outra significativa fonte de exgiis As aguas superficiais e de
subsolo, principalmente fontes de agua potavelemodger contaminadas pela infiltracdo de
substancias quimicas através do solo, na agriautturmesmo em areas urbanas, ou no des-
carte de efluente industrial e doméstico, sendonguiéas dessas substancias ndo sdo removi-
das pelos processos convencionais de tratamerdtgude(Bila e Dezotti, 2007)

Em aguas subterraneas, a ocorréncia de hormomibsegévada, principalmente em &-

reas com alta densidade de criacdo de animaiseearr@ncia da administracdo destas subs-
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tancias como promotores de crescimento ou comdtadsunatural da excrecéo animal. (Pe-
terson et al, 2001)

Outras formas de disposicéo observadas sdo deatdaso do lodo digerido proveni-
ente das ETEs na agricultura e da disposicao ddumsprovenientes de industrias farmacéu-
ticas em aterros sanitarios, contaminado as agaiasitltsolo nas cercanias do aterro. (Bila e
Dezotti, 2003)

Apos lancados no ambiente aquatico, 0os estrogesaeEnpser eliminados ou conver-
tidos por diferentes mecanismos, sendo a sorcabi@lagradacdo os mais importantes. De-
vido a sua lipofilicidade e baixa volatilidade, m@esso de sorcdo em sedimentos suspensos
pode ser um fator significativo na reducéo dosdgstmos na fase aquosa. (Ying et al, 2002)

As substancias estrogénicas, devido a sua baisasigie, tendem a se acumular em
sedimentos, e assim, hormdnios dissolvidos podpidamente se tornar adsorvidos aos soli-
dos em suspensdao, indicando que a competicdo giélms de ligacdo com outros compostos
mais hidrofébicos e a respectiva saturacdo de#ites 6 o mecanismo responsavel pela pro-
porcdo de estrogenos que permanecem na fase adBesavic et al, 2004; Filho et al,
2006).

De acordo com Jurgens (1999), os leitos de sedoseadsorvem entre 13% a 92%
dos estrogenos lancados no meio aquatico, senda quedor parte desta sor¢do ocorre nas
primeiras 24 horas de contato, com 0s estrogémétisos mostrando um maior grau de
sor¢cao que os hormoénios naturais.

A meia-vida dos estrogenos varia entre horas e dégmendendo do composto em par-
ticular e das condi¢cdes ambientais, tais como sidede de luz, temperatura, propriedades do
solo e da agua, sendo que os estrégenos sintéticogieral, S0 mais persistentes que 0s
compostos naturais. A meia-vida dos hormonios aetér de 0,2 a 9 dias em agua e em torno
de 0,11 a 0,4 dias em sedimentos, enquanto o Ek2itea meia-vida de 20 a 40 dias em
agua e bem superior a dos horménios naturais eimeaetbs. (Kuster et al, 2009)

Ainda, a baixa fotodecomposicao e biodegradacadestodgenos sob condi¢gbes anae-
robias, normalmente presentes em camadas sub-isigierdos rios, fazem com que os sedi-
mentos ajam como um depositério onde os estrogemasm persistir por um longo periodo
de tempo ou ser transportado para outras areasnéualmente, ser novamente liberado para
0 meio aquatico. (Lai et al, 2000).
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5.3.2 - Ocorréncia de hormonios esterdides em afitos

A existéncia de esterdides é difundida tanto noor@nimal como no reino vegetal,
mas enquanto a ocorréncia de horménios esterdidedimentos de origem animal tem sido
freqUentemente registrada por trabalhos cientifieopresenca destes compostos, especial-
mente de estrogénios, em vegetais é controversanesido discutida a mais de cinquenta
anos.

Segundo Hartmann (1998), precursores de hormésiesdees tém sido inequivoca-
mente isolados em plantas superiores como em #igugz, aveia, feijdo e em palmitos.

Sabe-se que as plantas podem possuir atividadeohalpromovendo efeitos visiveis
sobre o crescimento animal. As isoflavonas, presesin plantas na ordem de md-kgg.kg
! s&o as principais responsaveis por esta ativiesiegénica.

O interesse publico sempre focou os residuos dadmos em carnes, principalmente
de gado ou vitela. Porém, horménios esterbides éamdfio constituintes naturais de tecidos
gordurosos e musculares, como figado, rim, ossmEsebro. A ocorréncia destes compostos
nao esta restrita a mamiferos, tendo também sigondi@ados em peixes e aves domésticas e
em outros alimentos derivados de animais, como evege. (Fritsche e Steinhart, 1999)

Em contraste a preocupacao dos consumidores, rifstas consideram a ocorréncia e
uso de horménios naturais como segura, principakngorque as dosagens hormonais apli-
cadas em animais raramente excedem 0s niveifigtoks encontrados em animais nao tra-
tados com horménios. (Hartmann et al, 1998)

Até agora, quase que exclusivamente, produtos @afioies de origem animal foram conside-
rados para estimar a exposicdo humana a esterésesgenos. Estudos conduzidos por
Hartmann (1998) avaliando a contribuicdo diarischdemoénios baseado na ingestdo de uma
dieta alimentar germanica indicam que a principatd de estrogénios na dieta alimentar séo
os produtos lacteos (60-80%) e que ovos e vegataisibuem na mesma ordem de grandeza
dos hormonios encontrados nas carnes, em torn@%e @s resultados desse estudo ainda
apontaram que a producéo hormonal humana calcetada50 a 60 pgexcede em muitas
ordens de grandeza o consumo diario de aproximadan@el pug de estrOgenos naturais,
permitindo concluir que nenhum efeito hormonalpesequentemente nenhum efeito promo-

tor de tumores, pode ser esperado da ocorréncieahde esteréides em alimentos.
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A tabela 3 apresenta uma estimativa do consummdiérhorménios esterdides base-

ado nas tabelas nutricionais de uma dieta alema.

Tabela 3 - Estimativa do consumo diario de horménm®esterdides através de dieta

alimentar (Hartmann et al, 1998)

Estrégenos (1B-estradiol + estrona) (ug.d)

Peixes Lacteos Ovos Vegetais
Homens 0,02 0,06 0,02 0,00
Mulheres 0,01 0.05 0,02 0,00
Rapazes 0,01 0,06 0,01 0,00
Meninas 0,01 0,05 0,01 0,00
Contribuicdo 15-20% 60-80% 15-20% <10%
relativa

Estes valores excedem a producao de esterdiddsip@nos, como é mostrado na ta-
bela 4. Criancas, que apresentam a menor produgé&whal, produzem cerca de 20 vezes a
quantidade de progesterona e cerca de 1000 vepganéidade de testosterona e estrogénios

em relacdo ao que € em média ingerido diariaméraecs dos alimentos.

Tabela 4 - Producéo diaria de horménios estrogenosingestao diaria
(Hartman et al, 1998)

ESTROGENOS (1'B-estradiol + estrona)

Produc&o diaria (ug.d?) Consumo diario (ug.d"
Homens 140 0,10
Mulheres 630 0,08
Rapazes (pré-puberdade) 100 0,08
Mocas (pré-puberdade) 54 0,07
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5.3.3 - Efeitos sobre o meio ambiente

Os efeitos desencadeados pelos horménios dispustamsmbiente podem atingir desde
microinvertebrados até grandes vertebrados e n@@ndem apenas das suas concentracoes,
mas também de outros fatores, tais como, lipafidide, persisténcia, bioacumulacdo, tempo
de exposicdo, mecanismo de biotransformacdo (aesldtem metabdlitos ou subprodutos
igualmente ou até mais danosos que 0s compospsais) e de excrecao.

A exposicdo, mesmo a baixos niveis de concentrpgde levar a altos niveis no cor-
po de animais, em funcdo do fendmeno de biomagg#iz, que resulta essencialmente de

uma sequéncia de etapas de bioacumulacdo quemcaoreongo da cadeia alimentar.

Bioacumulacdo € um termo geral que descreve a tang@dum contaminante
quimico, do ambiente, por uma ou todas as rotasiges (respiracao, dieta, via
dérmica, etc.), a partir de qualquer fonte no ambéeonde tais substancias estéo
presentes. Por exemplo, 0s peixes assimilam algguiastancias quimicas pro-
cedentes de sua alimentacao, ou ainda através gksifio de material particula-
do adsorvido nos sedimentos ou presente em susprasaguas. Em muitos ca-
So0s, tais substancias ndo sdo metabolizadas péete,peu seja, acabam se acu-
mulando nos tecidos adiposos, nos quais sua carRQé&u aumenta com o tempo.
Aves predadoras que se alimentam destes peixesppsequéncia, apresentarao
concentracdes ainda maiores destas substanciagganismo. Por isso, 0s ani-
mais que se encontram no topo da cadeia apreseoterentracées mais altas
dessas substancias no corpo que os organismosido ia cadeia alimentar.
(Birkett e Lester, 2003)

Inimeros séo os efeitos desencadeados especifimpatas hormobnios sexuais sobre
a biota: alteracdes nas taxas de fecundidadeliZagcho, eclosdo, modificacdes comporta-
mentais (agressividade, movimentacao), histopatdddigado, gbnadas, rins), imunodepres-
sao, imposex (desenvolvimento de caracteristicasagefemininas em machos ou oposto) e
inibicdo do desenvolvimento dos 6érgaos sexuaisis@Bhe Jardim, 2007; Bila e Dezotti,
2007; Kuster et al,2007).
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Os varios efeitos manifestam-se apos interacde agentes e receptores bioquimicos.
Portanto, as respostas bioquimicas sao percepéntds que os efeitos sejam observados em
niveis de organizacao superior, como em populagi@sunidades e ecossistemas e conse-
guentemente numerosos testes e biomarcadoresdéndesenvolvidos para detectar a ativi-
dade estrogénica dessas substancias (Filho €04; Bila e Dezotti, 2003).

Um marcador bastante adotado na investigacao\ddaate estrogénica de substancias
€ a determinacdo da proteina vitelogenina (VTGplaema sanguineo de organismos aquati-

cos, principalmente peixes. (Folmar et al, 2000¢ &bal, 2001; Bila e Dezotti, 2007).

A vitelogenina é uma fosfolipoglicoproteina sirtatia por todas as fémeas de o-
viparos durante o ciclo reprodutivo, é produzidaffgado e secretada na corren-
te sanguinea, onde € transportada até os ovariognalando-se nos ovocitos em
crescimento para ser, entdo, utilizada como prem#@slas reservas nutricionais
necessarias para o desenvolvimento subsequentendbsdes. Em individuos i-
maturos ou em machos, a codificacdo do gene pdeapsteina nao existe ou é
muito fracamente expressa, possivelmente pela lwairaentracdo de estrogénio

Nno sangue.

A presenca desta proteina no sangue de organigp@senta um biomarcador de ex-
posicdo, pois sua sintese depende da presencaakesk@genos. Além de proporcionar uma
avaliacao qualitativa de exposicao a agentes éstrogs, a propria producdo da VTG no gé-
nero masculino envolve prejuizos, ainda que inglirgpara o desenvolvimento dos organis-
mos. A sobrecarga das fun¢des hepaticas e a disrupetabdlica, devido ao desvio na pro-
ducéo de proteinas essenciais em detrimento daiggodle VTG, juntamente com a baixa
resisténcia imunoldgica e retardo no crescimertaatguns dos possiveis danos apontados na
literatura (Filho et al, 2006; Bila e Dezotti, 2007).

5.3.3.1 - Efeitos relatados em animais silvestrde &boratorio

Varios estudos relacionam a poluicdo ambientaldgass naturais com anomalias no
sistema reprodutivo e no desenvolvimento de espédienais.
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No estudo de Routledge (1998), duas espécigeides, Oncorhynchus mykiss e Ruti-
lus rutilus foram expostas por 21 dias a concentracdes ledtvadiol e estrona ambiental-
mente relevantes e os resultados confirmaram questosgénios identificados em efluentes
domeésticos estdo presentes em quantidades sufgipata induzir a sintese de VTG nestas
espécies de peixes.

Gagné apud Bila (2007) examinou o efeito da attkédastrogénica dos efluentes de
uma ETE sobre mexilnGes da espéeiigptio complanataproveniente de aguas naturais. Os
mexilhdes foram expostos a um efluente de ETE pmxamadamente dois meses. Os auto-
res observaram um aumento dos niveis de VTG emlmdesi machos e fémeas, além de a-
nomalias no crescimento da concha dos mexilhdes.

A inducdo da sintese de VTG néo ocorre sO em epéei peixes, mas também em
outras espécies de animais. Experimentos comugeamostraram que concentracdes ambi-
entalmente relevantes (na faixa de 30 a 500 Hgle 1B-estradiol sdo suficientes para indu-
zir a sintese de VTG nesta espécie, provocandmaeites na producdo de ovos. (Bila e De-
zotti, 2007).

Também, espécies de jacarés jovens que viviam gos lpoluidos da Florida, apre-
sentaram anomalias no sistema reprodutivo, taiscooncentragcdes anormais de hormoénios
sexuais no plasma (baixa concentracdo de testna)eg@nomalias morfoldgicas nas gébnodas
(reducéo no tamanho do pénis). A causa dessas hasmpade estar relacionada com a pre-
senca de substancias estrogénicas e anti-androg€nidltette e Jardim, 1999, Bila e Dezotti,
2007)

Os peixes sdo um dos grupos de organismos madaest em termos de efeito de
substancias com atividade estrogénica no desenveio de anomalias no sistema reprodu-
tivo. Estudos citados por Bila e Dezotti (2003),stn@m claramente que a exposi¢ao a con-
centragOes ambientais do estrogéniopiéstradiol por trés semanas induz a concentracdes
elevadas de VTG e a incidéncia de hermafroditismopeixes machos da espéCeyzias
latipes

No estudo de Rodgres apud Bila e Dezotti (200Rg3gjovens da espédrutilus ru-
tilus foram expostos a concentracfes gradativas denédlule ETE por 150 dias. Os resulta-
dos mostraram que a exposicdo induziu a feminizdedoeixes machos. Subsequentemente,

0s peixes foram gradativamente expostos a aguasaigapor mais 150 dias, resultando na
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reducdo de VTG no plasma, porém, ndo se obsertenagdo no sistema sexual feminizado
dos peixes, indicando que o desenvolvimento da ah@mo sistema reprodutivo foi perma-
nente.

De acordo com os estudos de Panter apud Bila etiDéAa07), concentracdes baixas
de 1PB-estradiol e estrona, similares as concentracfesnéiadas em efluentes, causaram
profundos efeitos em peixes machos da esgéoephales promela$s efeitos relatados
foram a sintese de VTG e a inibig&o testicular.

No estudo de Folmar et al (2000), as menores ctragées de substancias com ativi-
dade estrogénica que induziram a sintese de VTG@meapopulacdo de peixes machos da
espécieCyorinodon variegatugoram de 200 ng:t.para o 1P-estradiol e de 100 ngipara
0 17a-etinilestradiol.

Embora as concentracfes desses hormonios nostefiigjam baixas, estas sao sufi-
cientemente elevadas para induzir a sintese de &fM@eixes machos em experimentos de

laboratorio como descrito nos varios estudos cgadima.

5.3.3.2 - Efeitos relatados em humanos

No que diz respeito aos efeitos na saude humanestesdides podem induzir o de-
senvolvimento de tumores. Alguns tipos de cancdepoestar ligados a exposi¢ao inadequa-
da e/ou prolongada a hormdénios endoégenos ou seiztdstrogénicas. A proliferacao celu-
lar aumenta devido a inducéo de estrogénios, deyaeao aumento da probabilidade de ocor-
rerem mutacdes durante a sintese de DNA. (Bilazetfie2007)

Uma fonte bastante critica € a presenca dessagscils quimicas nos organismos
das fémeas que podem ser transferidas para osoes\bfetos ou filhotes através de ovos,
placenta ou leite materno e afetar o desenvolviméds horménios desempenham um papel
importante no desenvolvimento embrionario e fdtas mamiferos alguns desreguladores
enddcrinos atravessam a barreira placentaria afetandesenvolvimento do feto e podem
igualmente ultrapassar a barreira hemato-encef@leeercer seus efeitos no sistema nervoso.
Nos animais aquaticos, a exposi¢cdo aos poluentes/igavel, pois grande parte do seu ciclo
reprodutivo ocorre fora do corpo das fémeas, pmpoando um contato direto durante a fase
gestacional. (Bila e Dezotti, 2007)
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O desenvolvimento e as fungdes do sistema repxadigminino dependem do balan-
co e das concentracfes dos horménios (estrogé&mdsygenos e tireoidianos), assim, uma
disfuncéo no sistema endocrino pode resultar eomag anomalias, tais como, irregularida-
des no ciclo menstrual, prejuizos na fertilidadejoenetriose e ovarios policisticos (Bila e
Dezotti, 2007)

Sabe-se que os desreguladores enddcrinos tém eidzsgmde modular ou alterar a
intensidade dos hormdnios, no entanto, resta s&bessas substancias podem realmente afe-
tar as funcdes do sistema reprodutivo feminino.t@m alguns fatos demonstram que isso
pode realmente ocorrer, como por exemplo, a reldgedoso de dietilestilbestrol (DES) em
mulheres gravidas na década de 70 com o desenwsltondle anomalias no sistema reprodu-
tivo feminino de meninas nascidas de mées queafiz&iso desse medicamento.

Também, durante estagios prematuros da vida, pafdéta e no desenvolvimento jo-
vem, 0s horménios sdo 0s principais responsavéiscpatrole e desenvolvimento de alguns
tecidos e 6rgdos, incluindo o sistema reproduiivmnolégico e nervoso. As criangas e jo-
vens sao as espécies que apresentam 0s maiowes qisgndo expostos aos desreguladores
endocrinos, pois, durante este estagio criticoesem/olvimento, desequilibrios hormonais
podem acarretar problemas que se manifestardo tardis. Como o desenvolvimento dos
sistemas reprodutivos feminino e masculino ocoadase fetal, as anomalias podem estar
relacionadas ao aumento da exposicdo a subst@stiagénicas no Utero.

Algumas disfuncdes sexuais sao verificadas em re@&@tidos cujas maes tiveram
contato com substéncias suspeitas de serem desteges endocrinos. Alguns efeitos relata-
dos dessas substancias podem afetar ndo s6 oglualivexpostos, como também a popula-
¢éo ou sub-populacéo a que pertencem, pelos epgdpagados na sua descendéncia.

Alguns pesquisadores acreditam que essas evid&imasnda pequenas ou Nao exis-
tem. Mas o ponto principal da questédo € se ha ewidé significativas de que essas substan-
cias possam causar efeitos danosos em humanoroe animais e se ha niveis suficientes no
meio ambiente para exercerem esses efeitos (Bikzetti, 2007)

Mas enquanto concentracdes téo baixas quantol@hg.L* dos horménios mais po-
tentes (estradiol e etinilestradiol) sdo suficisrara exercer efeitos estrogénicos sobre ani-
mais aquaticos e silvestres, nos seres humandse&s ambientais de exposi¢do normalmen-

te registrados, pelo consumo de agua e dieta amen por uso terapéutico sao considera-
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velmente menores que a producdo humana diaria hedhm exdégenos. (Routledge et al,
1998; Fritsche et al,1999)

5.4 - Niveis de Hormdnios no Meio Aquatico e em Estps Domésticos
5.4.1 - Aguas superficiais

As descargas de esgotos domésticos e agricolasicdiae antropogénicos, sdo as
principais fontes de langamento de estrogenos rimeae aquético. (Desbrow et al, 1998;
Ternes et al, 1999 Baronti et al, 2000; Belfroid et al, 1999; JohmsoWilliams, 2004).

Em aguas e nos esgotos domesticos, os niveisrdgarsds registrados tém sido quase
sempre inferiores a 100 ng'L (Ying et al, 2002; Johnson e Williams, 2004; Buret al,
2000; Desbrow et al,1998; Petrovic et al, 2002).

Estudos realizados em varios paises da Europaanadicque nas aguas superficiais as
concentraces de estrogenos eram, em geral, memaeeS,0 ng.L’. (Baronti et al, 2000;
Belfroid et al, 1999; Kuster et al, 2008).

Um extenso monitoramento conduzido em 109 riosnjapes, compreendendo os me-
ses entre 0 outono e verao, confirmaram a presm¢@rmonio 1B-estradiol (E2) em uma
concentracdo média de 2,1 ng.ho periodo de verdo e 1/89.L* no outono. O horménio
natural E1, foi encontrado no Rio Tamagawa (Téquamh concentracdo de 34 nd.E no
Lago Kasumigaura com concentracdo de 0,7 h@idobe et al, 2003)

Monitoramento realizado em 11 estuérios da Alemadéiectou a presenca de estro-
na (E1) em 7 (sete) deles com uma concentracdaardédd,3 ng.t', enquanto E2 e EE2 fo-
ram detectadas somente em 4 amostras em concestizdixo do limite de quantificacédo de
1,0 ng.L* (Belfroid et al, 1999).

Esterdides estrogenos também foram detectados estras de agua potavel no sul
da Alemanha em concentraces médias de 0,4'dg.E1; 0,7 ng.l' de E2 e 0,35 ng:t.de
EE2. (Kuch et al, 2001).
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Nas aguas do rio Tiber, na Italia, foi encontradwoamonio estriol (E3) em concen-

tracdo de 0,33 ngl, enquanto E2 e E1 foram detectados em conceotde®,11 e 1,5

ng.L, respectivamente.(Baronti et al, 2000).

Estudo realizado no Rio de Janeiro, por Kuster §90ém diferentes cursos d’agua lo-

calizados em &reas densamente populosas, nacodetecicentracdes superiores ao limite de

deteccéo de 2,0 ngiL

Na tabela 5 é apresentada uma compilacdo dosadssitie monitoramento de hor-

monios esterodides realizados em aguas superfagaiferentes paises.

Tabela 5 — Concentracédo de horménios esterdides émguas superficiais.

(Ying et al, 2002)

Horménios (ng.L™Y)

Paises El E2 EE2
Alemanha 0,1-0,4 0,15 -3,6 0,1-5.1
Italia ND-1,5 ND-0,1 <LD
Brasil <LD <LD <LD
Espanha NI 0,5-13,9 <1,0-5,0
Japao NI 0,6 -94 NI
Holanda ND — 140 ND — 48 ND - 8,8
Reino Unido 0,2-17 1,3-17 <0,8-7,6
EUA NI 0,27 - 2,82 NI

ND = néo detectado; NI = ndo informado; LDlimite de detec¢éo

5.4.2 - Esgotos domésticos

Hormdnios estrogénios também tém sido detectadoafleentes e efluentes de esta-

cbes de tratamento de esgoto doméstico em diferpaises da Europa, Asia e América, nu-

ma faixa de concentracdo bastante variavel.
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Alguns estudos indicam elevados teores de horm@&simegénicos naturais em amos-
tras de esgoto domeéstico (bruto e tratado). Eml geraoncentracdes variam entre 49 a 80
ng/L para estrogénios no esgoto bruto e 0,8 a g/D para esgoto tratado. (Baronti et al,
2000; Belfroid et al, 1999; Desbrow et al, 1998;nks et al, 1999; Nasu et al, 2000).

Outros estudos mostram que a concentracédo do harrh@restradiol (E2) em eflu-
entes de ETEs localizadas na Alemanha, Italia eEstedos Unidos sdo muito baixas, vari-
ando entre valores inferiores ao limite de deted@onetodologia adotada até concentracéo
méxima de 5,2 ng:L J& o horménio estriol (E3) foi detectado, apamaa Unica vez, no a-
fluente e efluente de uma ETE italiana. (Baronalg2000; Belfroid et al, 1999; Ternes et al,
1999)

Desbrow (1998) demonstrou que tanto os estrogé@itusais 1p-estradiol (E2) e es-
trona (E1) como o Xfetinilestradiol sdo responsaveis pela maior padatatividade estrogé-
nica detectada em efluentes de ETE no Reino Unigas concentracdes de hormonio estro-
na variavam entre 1,4 a 76 ng.Lenquanto concentracdes de 3,2 Hal55 ng.L* encontra-
das para olestradiol mostravam-se bastante similares aquigitectadas em efluentes de
ETEs japonesas.

No Brasil, Ternes et al (1997) realizaram o moaneento de estrogénios naturais e
do contraceptivo sintético, d+tinilestradiol, na ETE da Penha no Rio de Jan&imesgoto
doméstico, os estrogérniosfit@stradiol e estrona foram detectados em concéefsapédias
de 21 a 40 ng/L, respectivamente e o sintétiasetinilestradiol foi detectado em concentra-
cdode 6,0 ng.L-1.

A atividade estrogénica também foi detectada eoeafes e efluentes de ETE da A-
lemanha e Suécia, em concentra¢cdes maximas del4d g E2 e 8,8 para EE2. As concen-
tracOes detectadas de E1, variaram entre 11 adlééln (Routledge et all, 1998).

Na Italia, a média de concentracdes de estrodedidcl e EE2 em afluentes de seis
ETEs que operavam com o sistema de lodo ativa@onfd2, 52 e 3 ng.L-1, respectivamente.
(Baronti et al, 2000).

Os hormonios E2, E1 e EE2 também foram detectanosfleentes de trés ETEs ho-
landesas com concentracdes de até 48 ng.L-1 d&dB2pg.L-1 de E1 e 8,8 ng.L-1 de EE2
(Johnson e Williams, 2001)
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Em afluentes de estacBes de tratamento de esgbtsos do Canada, foram detecta-
dos os horménios naturais E1 e E2 em concentragégsnas de 48 ngite 64 ng.[', res-
pectivamente, e o hormonio sintético EE2 foi detdatem 9 das 10 amostras de efluentes,

com concentragcdo maxima de 42 ny.(Ternes et al, 199p

Tabela 6 — Concentracédo de horménios esteroides eftuentes de ETE

(Ying et al, 2002)

Horménios (ng.L™)

Paises El E2 EE2
Alemanha 11-40 ND — 48 0,2-8,8
Brasil ND - 40 ND — 31 ND - 6,0
Italia ND — 52 ND — 12 ND - 3,0
Jap&o NI 0,6 — 94 NI
Holanda ND — 140 ND — 48 ND - 8,8
Reino Unido 1,4-76 3,2-55 NI

ND = ndo detectado; NI = ndo informadd E limite de deteccéo

No afluente da ETE de Araraquara no estado de &alo,Hoi detectada a presenca do

horménio E2 em concentracéo de 31 flg.Aradjo, 2006).
A tabela 6 apresenta um resumo dos valores elacmstrem afluentes de plantas de

tratamento de esgotos urbanos de diferentes péYseg.et al, 2001)
Na tabela 7 estéo transcritas as faixas de corgdets médias de hormonios naturais

El e E2 encontradas em efluentes de ETEs de diésrpaises. (Ying et al, 2002)
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Tabela 7 — Concentragdo de horménios esterdides @fluentes de esgoto domeéstico.
(Ying et al, 2002)

Horménios (ng.L™)
Paises El E2 EE2
Italia 2,5-82,1(9,3) 0,44 —3,3(1,0) <LD-1,7 (0,45)
Alemanha <LD-70(9,0) <LD-3,0(,LD) <LD-15(1,0)
Alemanha 0,1-18(1,5) 0,15-5,2 (0,4) 0,1-8,9(0,7)
Japao NI < LD - 55,0(13,0) <LD-7,0 (<LD)
Holanda < 0,4 — 47 (4,5) <0,1-5,0 (<LD) 0,2-7,5 (< LD)
Reino Unido 1,4 — 47 (9,9) 2,7-48(6,9) <LD - 7,0 (<LD)
EUA NI 0,47 — 3,66 (0,9) <LD-0,76 (0,25)
Canada <LD -48(3,0) < LD - 64,0 (6,0) <LD - 42 (9,0)

ND = nao detectado; NI = ndo informadd) = limite de detec¢éo

Valores entre parénteses = concentrag@alia

5.5 - Tratamentos Aplicados na Remocao de Desregdtaes
Endocrinos em Sistemas Aquosos

Os processos convencionais de tratamento de agsgot ndo tem se mostrado com-
pletamente efetivos para remoc¢éo de micropoluasmg@nicos. Assim, outros processos de
tratamento, como por exemplo, 0s processos ox@aiém ganhando atencao no tratamento
de efluentes industriais e domésticos, bem comat@mento de agua potavel. Recentes es-
tudos mostram que 0s processos oxidativos, tai® axanizacdo e 0s processos oxidativos
avancados (POA) sao tecnologias promissoras nacéamdesses micropoluentes no trata-
mento de agua potavel ou de outros sistemas aquDat®s tratamentos, como filtracdo em
carvao ativado, processos com membranas de naaghitt (NF), osmose reversa (OR) e clo-
racdo, também tém sido avaliados.

Processos de NF e OR séo particularmente efet@asemogao de micropoluentes i-
norganicos e organicos, tais como, pesticidas reggstios entre outros. (Vanderford et al,
2003)
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A ozonizagao tem sido considerada como uma teciofmgmissora na remogéao de
estrogénios naturais e sintéticos da agua potéefientes de ETE. Estudos indicam que os
estrogénios sao rapidamente oxidados em baixas desez6nio alcancando altas remocdes
(> 97%). Contudo, em alguns estudos, apesar daad estrogénica ter diminuido conside-
ravelmente, uma estrogenicidade residual permangcevavelmente, devido aos subprodu-
tos de oxidagéo.

O sistema de filtro biologico em conjunto com odaxde manganés (MnPfoi em-
pregado na oxidacao de desreguladores enddcricaagando remocéao de 81,7% de ativida-
de estrogénica do ti7etinilestradiol em solucdo aquosa. (Rudder, 2004).

O uso de processos de filtragdo com carvao ativamlopumente usado no tratamento
de agua potével para remoc¢édo de micropoluentessittarinvestigado na remocéo de desre-
guladores enddcrinos, tais comofdestradiol, 1@-etinilestradiol e bisfenol A. Os resulta-
dos mostram que é possivel alcancar remocdes stgged 99 % em baixissimas concentra-
cOes iniciais do poluente. (Zhang et al, 2008)

E de suma importancia avaliar se os tratamentoseqnevem efetivamente esses mi-
cropoluentes da agua potavel ou efluente de ETE&d@zes de eliminar totalmente os efei-
tos deletérios que esses poluentes possam teaeratlira relata que a atividade estrogénica de
alguns desreguladores enddcrinos é reduzida coaselmente com alguns tratamentos, tais
como, ozonizacao, cloracao, fotocatalise, fotééisge outros, contudo é relatada a perma-
néncia de um residual de atividade estrogénicanabde alguns tratamentos. (Bila e Dezotti,
2007)

5.6 - Métodos Analiticos para Identificacdo de Estrgénios

A analise de tracos de compostos organicos emegaasiderada como um dos mai-
ores desafios da quimica analitica, da mesma fgueaa determinacdo de hormoénios estro-
genos no ambiente constitui-se em tarefa difiéih 86 devido a complexidade das matrizes
ambientais, mas principalmente, por causa das $aoc@acentracdes ambientais destes com-
postos, na ordem de ngtL(Alda et al, 2001)

54



Além disso, os métodos analiticos reportadostaeatura sdo principalmente validos
para matrizes biolégicas como sangue, tecido eubesta forma, a analise de farmacos re-
siduais em efluentes de ETE, em aguas de riogjlmsoos e agua potavel requer ainda o de-
senvolvimento de métodos mais sensiveis para agdetele concentracdes na faixa de pg/L e
ng.L.

Na maioria das analises é necessario o enriquatonseibstancial do analito para se
isolar os compostos alvos da matriz e atingir wstéis de deteccdo e quantificacado requeri-
dos. Um procedimento analitico tipico inclui, potta varios passos para preparacao da a-
mostra, tais como filtracdo, extracao, purificagdvaporacao (Lancas, 2004).

Das vérias etapas na preparacdo da amostrgpa deaextracdo/purificacdo, presente
em guase todos os procedimentos analiticos desoattiteratura, € o mais critico.

Em andlises de agua, até alguns anos, na etgpamiacdo das amostras era comum
fazer a extragdo dos componentes de interesseantib a extracéo liquido-liquido. Porém,
esse tipo de extracdo, além de ser trabalhosaemrggandes volumes de solventes organicos,
apresenta custo elevado e dificil automacéo.

Em meados da década de 70, visando a eliminac&esdpsoblemas, uma nova técni-
ca denominada extracdo em fase sélida (Solid Abesaction - SPE) foi desenvolvida, sen-
do atualmente o método mais comumente empregade Fieo et all, 2006). A SPE é uma
técnica de extracdo simples, rapida e que requprep@s quantidades de solventes. Frequen-
temente sdo usados cartuchos ou discos de extiam@escialmente disponiveis, com uma
variedade de adsorventes, tais comg, €sina de copolimero poliestireno (ENV), silica,
alumina B, CN. A SPE ndo € s6 uma técnica de édrapas também de concentragdo dos
componentes. Neste tipo de extracdo grupos funisiamganicos hidrofébicos sdo quimica-
mente ligados a uma superficie sdlida, como siAc&PE pode ser desenvolvida, dependen-
do da espécie da amostra, por diferentes meioslrAéuinte, uma grande variedade de sorben-
tes e derivados sdo comercialmente disponivei®ld¢do adequada dependerd de uma série
de fatores que incluem a espécie de amostra, ivisklde e sensibilidade exigidas e custo,
entre outros (Alda et all, 2001).

Na determinacdo de estrogénios e outros desregata@ndocrinos em amostras a-
quosas, os métodos analiticos publicados séo fnegiente baseados na extracdo por fase
sélida (SPE), derivatizacdo e deteccdo por cromaiaggasosa/espectrometria de massa
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(CG/MS), cromatografia gasosa/espectrometria de saasespectrometria de massa
(CG/MS/MS) ou cromatografia liquida de alto efig&despectrometria de massa (H-
PLC/MS).

A extracdo de estrégenos e progestdégenos em afgita €isualmente pela extracéo
em fase soélida (SPE) em discos, ou mais frequemteneen cartuchos, sendo o octadecilsila-
no (C18) quimicamente ligado a silica o adsorvemes amplamente empregado e em menor
escala com sorventes poliméricos de carbono prefitigado (GCB). (Ternes, 2001).

Para amostras sélidas, é por vezes necessariedpreg extragcdo por uma secagem a
frio ou moagem e homogenizagdo da amostra. A édraegue entdo, usando-se uma varie-
dade de alternativas como Soxhlet, extracdo adsistin microndas, agitacdo mecanica ou
ultrasonificacdo (Gomes et al, 2009).

Para determinacdo de EDCs, a cromatografia gamogelada a espectrometria de
massas (CG/MS) tem sido a técnica mais comumenggegada, uma vez que apenas ha
poucos anos a cromatografia liquida acoplada actepeetria de massas (LC-MS) tem ga-
nhado popularidade.

O pré-requisito necessario para analise em craraita gasosa é que o analito de
interesse seja volatil e termicamente estavel. Quado for o caso, a derivatizacdo pode ser
usada para superar esta limitacdo. Tradicionalmanteomatografia gasosa necessita do uso
de derivados para determinar compostos estrogémisadesvantagens da derivatizagdo sao o
trabalho intensivo de laboratério e a possibilidddeeducdo da recuperacdo do analito, pois
a hidrélise dos conjugados para estrogenos livieesierivatizacdo, pode compor erros nos
estagios de recuperacéo, extracdo e quantificde&ao a baixa eficiéncia no passo de hidro-
lise. O tempo de consumo na etapa de derivatizagdpossivel perda do analito tém levado a
considerar a técnica de cromatografia liquidal@eediciéncia (HPLC: High Pressure Li-
quid Chromatography”como preferida para determinacéo de estrogenas Frleo, 2006).

A cromatografia liquida € uma importante técnicaseéparacdo, de grande aplicabili-
dade e adequacdo para espécies ndo volateis coaeremte instaveis, e tem sido aplicada
para separar compostos como corantes polares,imastdons metéalicos, metabdlicos de
plantas, isbmeros e farmacos, entre eles, horm@siesdides. O emprego de altas pressodes

diferencia a HPLC da cromatografia liquida classjga opera a pressdo ambiente. A HPLC é
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uma técnica de ultra-micro andlise podendo, depettdda substancia e do detector empre-
gado, quantificar massas de componentes inferii€®g. (Ciola, 2006)

Apresenta varias vantagens para analise de conspogjanicos em agua. Uma delas
€ que 0s compostos volateis representam uma pefragda de compostos organicos conti-
dos em &gua e esgotos. A maior parte do carboagpestente como composto ndo volatil,
gue pode ser diretamente analisado pela cromaiadigiida e ndo pela gasosa. Isto é espe-
cialmente verdadeiro para esgotos, que contém material himico e compostos organicos
polares, tais como carboidratos (Filho et al, 2006)

Atualmente, equipamentos sofisticados como LC/MEeMS/MS séo considerados
mais promissores para a analise de horménios aerd® LC/MS combina a capacidade de
separacao fisica do HPLC com a capacidade analiiespectrometro de massas.

A literatura também relata o uso de técnicas biod&yna identificacdo e quantifica-
cdo de estrogénios naturais e sintéticos, tais cemsaios de imunoadsorcdo enzimatica (E-
LISA) e radioimunoensaio (RIE). O ensaio de ELISA & baseado no uso de antigenos, tem
sido descrito como um método altamente sensivelediv® para analise de estrogénio e ou-
tros desreguladores enddocrinos em ambientes agsiaficensaio de ELISA é usado em con-
junto com técnicas de extracdo, como SPE, parargamsgeu limite de deteccao (Birkett e
Lester al, 2003).
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6 - MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho apséoestruturalmente no subpro-
jeto: Fertirrigacdo utilizando esgoto sanitario tratadoseu impacto sobre os recursos hidri-
cosconstante do projeto de pesquisa - PROSAB 02/20@&nologias sustentaveis de trata-
mento de esgotos sanitarios e reuso agricola”.

O projeto foi desenvolvido na Estacio Experimeti¢al ratamento de Aguas Residuéa-
rias Urbanas do IPH/UFRGS, localizada nas depemada ETE Sao Jodo — Navegantes do
Departamento Municipal de Agua e Esgotos - DMABt® Alegre, RS e compreendeu as
etapas de coleta e preparacdo de amostras de dsguoéstico (na forma bruta e seus efluen-
tes tratados), colheita e preparacdo das amosreslaira de milho irrigada e determinacéo

da concentracdo dos hormonios por cromatografigdiéode alto desempenho (HPLC).

6.1 - Caracterizacao do Local de Estudo

6.1.1 - Descricao geral da estacao experimental

A Estacdo Experimental de Tratamento de Aguas Résas Urbanas € constituida

por dois sistemas de tratamento identificados c8mtema 1 e Sistema 2, alimentados pelo

afluente bruto da ETE Sao Joao.
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O sistema 1 é constituido por um reator UASB (dayeanaerdbio de fluxo descen-
dente) seguido de lagoa de polimento convencional.

As unidades do sistema 1 foram operadas com alam@ntcontinua de 1,5°th™. A
caracterizacao quimica desses efluentes encontra-@eexo | deste trabalho.

O sistema 2 é constituido por um reator anaeroifiodo seguido de lagoa de poli-
mento dotada de material suporte para desenvoltardmnbiofilme (perifiton). Os efluentes
deste sistema né&o foram utilizados no processertigifjacao.

A ETE S&o Jodo — Navegantes opera com vazdo médaalL § atendendo uma
populacdo de 140.000 habitantes distribuida nasddo Arroio Areia, Humaita, Almirante
Tamandaré e Aeroporto Salgado Filho. O tratametidteao € o de lodos ativados e os eflu-
entes tratados sdo lancados no rio Gravatai caimttédodo lago Guaiba, pela sua margem

esquerda.
6.1.2 - Descricao geral do projeto de fertirrigagao

O experimento de fertirrigacéo agricola foi realz@m duas parcelas situadas na area
da ETE, empregando efluente tratado em dois ndeegualidade, a saber: efluente do reator
anaerébio (UASB) e efluente da lagoa de polimeptis passagem pelo reator UASB. Como
testemunho para fins de comparagdo, uma terceicglpdoi irrigada com agua tratada. O
sistema de irrigacao foi por sulcos, que se caiaatpela aplicacdo de agua no solo atraves
de pequenos canais abertos ao longo da supertider@no, com quatro repeticdes, confor-
me apresentado na figura 3.

Cada uma das parcelas media 21 m x 15 m, totalizah8 nf e &rea total ocupada
igual a 945 M sendo cada parcela formada por 4 sub-parceleardeiros de 4,5 m de largu-
ra por 15,0 m de comprimento com espacamentoda &ntre eles. Em cada canteiro foram
plantadas 8 fileiras de milho espacadas a cada 0,5m

Os efluentes foram aplicados de forma a manteridagte do solo entre a capacidade
de campo e o limite hidrico inferior do milho. Forautilizadas sementes de milho hibrido,
semeadas em linhas. O milho foi selecionado ptrasa de uma cultura nobre de ampla uti-
lizacdo na alimentagdo humana e animal.

No anexo Il deste trabalho, encontram-se fotogdeselas em diferentes fases do cultivo.
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6.2 - Materiais e Equipamentos Utilizados

6.2.1 - Extragdo em fase solida e filtros:

Cartuchos SPE Chromabond, PP Cyg (70 ml, 100g), Machery Nagel (MN)
Cartuchos Sulpelclean LC — Florisil (1g, 6ml), Machery Nagel (MN)

Papel filtro qualitativo
Membrana de fibra de vidro — GF-4 (¢ = 2,7um), 47 mm, Macherey Nagel (MN)

6.2.2 - Solventes e reagentes:

Hexano, grau HPLC - MERCK
Metanol, grau HPLC - MERCK
Acetona, grau HPLC - MERCK
Diclorometano, grau HPLC - MERCK
Acetato de etila, grau HPLC — MERCK
Agua super pura - Milli-Q.

6.2.3 - Padrdes analiticos:
Padrbes dos hormonios fornecidos por Sigma-Aldrich — USA, com pureza acima de

98%. Foram utilizados sais contendo os hormonios: estrona (E1); 17p-estradiol ( E2); 17a-
etinilestradiol (EE2) e estriol (E3).
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6.2.4 - Instrumentacédo - Equipamentos

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC em inglés) da
marca Shimadzu modelo LC-20AT, equipado com detector espectrofotométrico de ar-
ranjo de diodos (DAD) e coluna de fase reversa C-18 modelo Shim-pacK (CLC-ODS
(M) com 4,6mm x 250 mm e didmetro de particula de 5 um.

e Sistema Supelco (manifold) de extracdo a vacuo.

e Extrator Soxhlet

e Sistema Uniclean para desgazeificacdo de solventes

6.3 - Amostras e Solugdes

6.3.1 - Esgoto doméstico

As amostras de esgoto doméstico na forma bruta (identificada pela sigla EB) e dos e-
fluentes tratados (identificadas respectivamente por EUASB e EL) foram coletadas no periodo

em trés diferentes pontos, a saber:

e Ponto EB: chegada do esgoto bruto a ETE experimental.
e Ponto EUASB: saida do efluente do reator UASB (Sistema 1).

e Ponto EL: saida do efluente da lagoa de polimento (Sistema 1).

As amostras foram coletadas entre janeiro a julho de 2008, em 12 campanhas com fre-
guéncia quinzenal, por amostragem simples, em triplicata, num total de 36 amostras coletadas
por ponto de amostragem. As amostras foram coletadas em frascos de vidro &mbar de 1,0 li-
tro, segundo metodologia de Barcel6 et al (2001) e Ingrand et al (2003). Apos a coleta as a-
mostras eram refrigeradas e imediatamente conduzidas ao laboratério aonde permaneciam
resfriadas a 4 °C até a analise. O periodo de coleta de efluentes se estendeu apds a colheita do
milho, porém, neste periodo ndo foram verificadas mudancgas significativas na composi¢do do

esgoto.
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6.3.2 - Amostras de milho

A colheita de milho foi realizada em janeiro de 2008. Para a analise dos grdos de mi-
Iho foram coletadas espigas colhidas em 5 fileiras centrais de cada canteiro com uma area Util
de 10 m? (2,5 m x 4,0 m). Os caules, folhas, penddes e espigas foram separados e levados &
estufa ventilada a 65°C até peso constante. A matéria seca foi determinada mediante a coleta
de quatro plantas por repeticdo. O plano de amostragem das espigas de milho foi definido
levando-se em conta a representatividade e preservagdo das amostras coletadas, resultando na
grade de amostragem apresenta abaixo, onde T(N) identifica o tratamento, B(N) identifica o

bloco de coleta e R(N) a repeticdo correspondente:

1 - Parcela testemunha irrigada com agua tratada — T1

T1B3R1 T1B3R2 T1B3R3 T1B3R4
T1B2R1 T1B2R2 T1B2R3 T1B2R4
T1B1R1 T1B1R2 T1B1R3 T1B1R4

2 - Parcela irrigada com efluente do UASB — T2

T2B3R1 T2B3R2 T2B3R3 T2B3R4
T2B2R1 T2B2R2 T2B2R3 T2B2R4
T2B1R1 T2B1R2 T2B1R3 T2B1R4

3 - Parcela irrigada com efluente da lagoa de polimento — T3

T3B3R1 T3B3R2 T3B3R3 T3B3R4
T3B2R1 T3B2R2 T3B2R3 T3B2R4
T3B1R1 T3B1R2 T3B1R3 T3B1R4
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Apos a colheita as espigas foram debulhadas e os grdos secos em estufa ventilada a
65°C durante 24h. Apds pesagem, os grdos foram moidos em moedor mecanico. As farinhas
resultantes desta moagem foram identificadas de acordo com sua célula de origem, embaladas

a vacuo e congeladas.

6.3.3 - Esgoto sintético

Para efetuar o estudo de recuperacéo, foi utilizada uma amostra controle de esgoto sin-
tético, livre dos analitos de interesse, simulando a composicdo dos esgotos sanitarios. O esgo-
to sintético foi preparado a partir da mistura de compostos de proteinas, carboidratos, lipideos
e enriquecido com solucdes de sais minerais e metais, cujas propor¢oes estéo relacionadas na
tabela 8.

Tabela 8 - Composicao do esgoto sanitario sintético

Composto Fonte - Substéncia Concentragéo ( mg.L™)
Proteina Extrato de carne 208
Carboidratos Sacarose 35
Amido 114
Celulose 34
Lipideos Oleo de soja 51
Cloreto de sodio — NaCl 250

Sais minerais Cloreto de magnésio — MgCl,.6H,0 7

Cloreto de calcio — Ca Cl,.2 H,0O 45

Fonte: Adaptado de Araujo, 2006.

Além destes compostos, foi adicionado ainda bicarbonato de sédio (NaHCO3) para
corrigir o pH. Adicionou-se ainda, 3 gotas de detergente comercial, com o objetivo de emulsi-
onar as gorduras. Os componentes organicos foram dissolvidos em 1,0 litro de agua do siste-
ma publico de abastecimento e depois fervido durante aproximadamente por 2 horas com agi-

tacdo continua para garantir a homogenizacao das solugoes.
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6.3.4 - Solucéo estoque e solucéo padrao

Uma solucdo estoque de 100 mg.L™ contendo os horménios de interesse, foi preparada
pela dissolucdo de 10 mg de cada um dos compostos (sais) em 100 ml de metanol.

Uma solugdo padrdo com concentracéo de 1,0 mg L™ foi preparada por diluicdo de 10
ml da solugéo estoque em 1000 ml de metanol.

Todas as solugGes foram armazenadas em frascos de vidro ambar e estocadas a 4 °C.
6.4 - Procedimentos para Extracédo dos Analitos de Interesse por SPE

Devido a complexa composicdo do esgoto doméstico e das baixas concentracdes de
estrogénios esperadas, foi necessario executar preparacdo e condicionamento prévio das a-
mostras, antes de submeté-las a leitura por cromatografia em HPLC. Adotou-se a metodolo-
gia descrita em trabalhos publicados por Barcel6 et al (2001) e Ingrand et al. (2003), cujos
procedimentos analiticos de extracdo e concentracdo do analito de interesse foram aplicados
nas amostras do esgoto doméstico na forma bruta e tratada, nas amostras dos graos de milho e

nas amostras de esgoto sintetico.
6.4.1 - Amostras de efluentes domésticos

Antes da extracdo, as amostras de efluentes (termicamente ambientadas) foram filtra-
das a vacuo, inicialmente em papel filtro qualitativo para eliminacdo de sélidos mais grossei-
ros e, posteriormente, por membranas GF-4 para evitar o entupimento dos cartuchos de extra-
cdo. Em seqliéncia, para garantir a total eluicdo dos analitos, os filtros foram lavados (2x) com
5,0 ml de acetona. Os extratos de acetona coletados foram combinados a 1,0 litro de filtrado e
levados para a etapa de extracdo através da passagem por cartuchos C18 em manifold a va-
cuo.

Antes da passagem das amostras pelos cartuchos C-18, os mesmos foram condiciona-
dos com adic¢des sequenciais de 10 ml de hexano, 10 ml de acetato de etila, 10 ml de metanol
e 20 ml de 4gua Milli-Q, em uma razéo de fluxo de 3 ml.min™. Apés a passagem da amostra

os cartuchos foram secos a vacuo (40 a 50 KPa) por aproximadamente 1,0 (uma) hora.
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Os analitos de interesse foram entéo, eluidos dos cartuchos com 6,0 ml de solugéo de
acetato de etila / metanol (5:1, v/v). O extrato coletado foi reduzido a secura sob fluxo de ni-
trogénio e em seguida reconstituido em 2,0 ml de etil-acetato.

Para eliminar interferéncias hidrofilicas (tais como substancias himicas) foi feita uma
separacdo liquido-liquido. O extrato de acetato de etila foi extraido (2x) com 1,0 ml de solu-
¢ao aquosa de cloreto de sodio a 5 % (p/v).

Os extratos organicos foram combinados e percolados por cartuchos de sulfato de s6-
dio anidro. Os cartuchos de sulfato de sodio anidro foram lavados (2x) com 2,0 ml de acetato
de etila e o extratos coletados foram submetidos a secagem sob fluxo de nitrogénio.

O extrato seco foi reconstituido com solucdo de hexano + cloreto de metila (1:1, v/v) a
um volume final de 2,0 ml e purificados em cartuchos LC-Florisil, previamente condiciona-
dos por passagem sequiencial de 10 ml de hexano e 10 ml de cloreto de metila. A eluicéo foi
feita com 7,0 ml de solucdo (95:5, v/v) de cloreto de metila e acetona. Apos a eluicéo e seca-
gem sob fluxo de nitrogénio, o extrato foi reconstituido em uma solucéo de 50 uL de metanol
e 150uL de agua milli-Q. Apos homogenizacao foi feita a analise cromatografica.

A sequéncia dos procedimentos analiticos esta representada no fluxograma da

Figura 4.

EXTRACAO SPE
(c18)

l

PURIFICACAO — ELUICAO E
(Florisil) [ RECONSTITUICAO

[ ELUICAC E ] — [ LEITURA: HPLC ]

RECONSTITUICAO

Figura 4 - Fluxograma do procedimento de extracdo em fase solida (SPE)
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6.4.2 - Amostras de milho

As amostras de milho, representadas pelas farinhas de moagem foram inicialmente
submetidas a um processo de extracdo sélido-liquido preliminar em extrator Soxhlet utilizan-
do o hexano como solvente. Este procedimento visou separar os extratos lipideos contidos nos
grdos de milho dos horménios esteroides e foi aplicado de forma similar ao processo de extra-
cdo de oleos e graxas em amostras de lodos e amostras sélidas ou semi-sélidas, descrito no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 20* edic&o.

Primeiramente, cada amostra de farinha armazenada foi ambientada, homogenizada e
quarteada. Cada fracdo representativa selecionada foi, entéo, pesada e acondicionada em um
cartucho individual confeccionado com filtro de papel comum, para melhor acomodar a amos-
tra no Soxhlet. A extracdo foi executada em um ciclo operacional de 4 horas, correspondendo
a 20 ciclos / hora. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Ao término do ciclo operacional de extracdo, o eluente correspondente foi submetido a
extracdo em SPE e purificacdo em Florisil, em procedimento andlogo ao adotado para extra-

cdo e purificacdo das amostras dos efluentes liquidos.

6.4.3 - Esgoto sintético

Inicialmente, as amostras de esgoto sintético foram dopadas com concentracao conhe-
cida dos hormdnios de interesse. Foram tomadas 4 replicatas de 1000 ml de esgoto sintético e
em trés destas amostras foram adicionados 100 uL da solucdo padrdo. A amostra isenta da
adicdo de hormonios serviu como controle do processo. A seguir, todas as amostras foram
homogenizadas, termicamente ambientadas e filtradas a vacuo em membrana GF-4. Proce-

deu-se, entdo, a etapa de extracdo, como descrito na secdo 6.4.1.

6.5 - Condicdes Cromatograficas

As condigdes cromatograficas operacionais do cromatégrafo de trabalho foram deter-

minadas experimentalmente. O comprimento de onda mais adequado foi selecionado a partir
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da comparacdo de espectros de absorcéo obtidos em uma varredura de 200 a 800 nm. O com-
primento de onda selecionado correspondeu a0 maximo de absorbancia (Amsx)

As condicdes para a separacdo cromatografica como composicédo e fluxo da fase mo-
vel foram estabelecidas utilizando-se solug¢des-padréo individuais e mistura de padrdes. A
composic¢do da fase mével foi selecionada por comparacao dos resultados obtidos para mistu-
ra de metanol/agua e acetonitrila/agua em proporcdes variaveis desde 30% a 100% dos sol-
ventes organicos, tanto no modo isocratico como no gradiente. O fluxo da fase mével foi de-

terminado avaliando-se variacdes entre 0,2 a 1,0 ml min™.

6.6 - Avaliacdo do Método Analitico

Algumas caracteristicas qualitativas de desempenho, como: seletividade, linearidade
de resposta do detector, sensibilidade e precisao foram avaliadas, respectivamente, em termos
das curvas de calibracéo, limites de deteccédo e quantificacdo e testes de recuperacdo dos ana-

litos.

6.6.1 - Seletividade

A seletividade do método foi analisada através da comparagdo dos picos de resposta
obtidos para injecdo de extratos brancos de esgoto sintético e de extratos dopados com alta
concentra¢do de horménios, apos aplicacdo do método de extracdo proposto.

6.6.2 - Determinacé&o do limite de deteccdo (LD) e

do limite de quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados experimental-
mente atraveés de analise de misturas padrdo, contendo os hosmonios estrona (E1) 17f-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3) em concentragdes decrescentes. Foram

executadas nove injecGes da solucdo e mistura de padrdes.
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O limite de detec¢do (LD) definido como a menor concentragcdo do analito que pode
ser detectada, nas condicdes estabelecidas de trabalho, foi estimado pela relacdo sinal — ruido
igual a 3:1. O limite de quantificacdo (LQ) definido como a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada, nas condi¢cbes de trabalho, com exatiddo e precisdo foi estimado
pela relagdo sinal - ruido 10:1.

6.6.3 - Curvas de calibracdo

Na auséncia de uma legislacdo que regule ou limite a concentragdo méxima permitida
desses contaminantes em mananciais hidricos e/ou em esgotos urbanos, avaliou-se a lineari-
dade do método considerando-se concentraces em nivel de tracos e em altas concentracdes.

A linearidade foi determinada a partir das curvas de calibracdo obtidas pelo método de
regressao linear dos minimos quadrados, para misturas de calibracdo. Foi utilizada uma mistu-
ra de calibracdo com cinco niveis de concentra¢do proximos aos limites de quantificacdo dos
hormdnios. Foram testadas duas faixas de concentracdo — alta: 1 a 20 mg L™ e baixa: 0,02 a
0,12 mg L* com cinco pontos de calibracdo em cada uma das faixas.

As curvas foram preparadas pela diluicdo de quantidades apropriadas da solucdo de
trabalho de forma a alcangar as concentragdes individuais de hormonios. Foram feitas triplica-

tas para cada uma das faixas testadas.

6.6.4 - Avaliacdo da precisdo do método através do nivel de recuperacéo

dos analitos de interesse pelo método SPE

A precisdo do método foi avaliada pelo nivel de recuperacao dos analitos, aplicando-se
0 metodo de extragdo proposto em amostras de esgoto sintético dopadas (enriquecidas) com
uma concentra¢do conhecida de cada um dos hormonios estudados. O nivel de recuperacdo
correspondeu a razdo da concentracao experimental e a concentracéo tedrica.

O procedimento experimental constou da adi¢do de 100 pL da solucdo padrdo na ma-
triz de esgoto sintético, de forma que a concentracédo final dos analitos apés a etapa de extra-

céo fosse de 10 mg L™. Foi realizado o procedimento de extragdo conforme metodologia ado-
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tada, no entanto, o volume final de injecédo foi alterado para 1,0 ml mantendo-se a proporc¢éo
original de metanol/agua.

Para avaliar possiveis efeitos sinérgicos da matriz de esgoto domeéstico sobre a eficién-
cia de recuperacdo dos analitos, paralelamente, desenvolveu-se procedimento andlogo de do-
pagem em uma matriz real de esgoto doméstico, usando amostra do esgoto bruto da estacéo

experimental.
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7 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados, referem-se tanto a analise qualitativa executada para
estabelecer condicOes e parametros experimentais de analise como a andlise quantitativa exe-

cutada para estimar a presenca de horménios nas amostras consideradas no item 6.3.
7.1 - Determinacéo das Condi¢des Cromatograficas
7.1.1 - Selecédo do comprimento de onda

Através da comparacdo de espectros de absorcdo obtidos em uma varredura de 190 a
300 nm, selecionou-se o comprimento de onda de 200 nm, como 0 mais adequado para a de-
terminagdo analitica dos hormdnios estudados. O comprimento de onda selecionado corres-

pondeu a0 maximo de absorbancia (Amsx) para todos os horménios estudados. Como exemplo,

¢ apresentado o espectro obtido para 0 hormonio natural 17B-estradiol (Figura 5).
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Figura 5 - Espectro do horménio natural 17p-estradiol

7.1.2 - Condicdes operacionais
As condigdes cromatogréaficas de operacdo selecionadas correspondem a:

e composicao da fase movel: acetonitrila/agua; com proporcao de 45/55
e modo: isocratico
e fluxo da fase mével: 1 ml.min™

e volume de injecdo: 20 pL
A figura 6 apresenta um cromatograma resultante da injecdo de uma mistura de pa-

drées, em concentracéo de 20 mg.L™ de cada um dos horménios, com as condig8es cromato-

graficas estabelecidas para o método adotado.
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Figura 6 - Cromatograma de uma mistura de padrdes, com concentracao igual a 20
mg.L™" de estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2).

Conclusdo parcial: A boa separacdo dos hormdnios estrona (E1); 17B-estradiol (E2) e 17a-
etinilestradiol (EE2) observada no cromatograma indica que ndo houve co-eluicdo das espé-
cies, permitindo afirmar que as condicOes experimentais estabelecidas foram adequadas para a

separacdo analitica dos hormonios estudados.

Os picos de resposta que identificam a eluicdo dos hormonios estrona (E1), 17(-
estradiol (E2) e 17(-etinilestradiol (EE2) foram obtidos em 17,311 minutos; 11,615 minutos e
15,086 minutos, respectivamente.

A eluigdo do hormonio estriol (E3) ndo pode ser identificada com clareza, desta forma,

este hormonio foi excluido das determinagdes posteriores.
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7.2 - Avaliacdo do Método Proposto

As adequacdes a metodologia proposta foram avaliadas em termos da seletividade,
linearidade, limites de deteccédo e quantificacao, exatiddo e precisdo. Os resultados obtidos séo

discretizados a seguir.

7.2.1 - Seletividade do método proposto

Para testar a seletividade do método proposto, foram comparados os picos de resposta
obtidos quando da injecdo de um extrato de esgoto sintético branco (sem adi¢do de hormo-
nios) e de um extrato dopado com uma concentracao conhecida de hormonios, ap6s aplicacdo
do método de extracao.

No cromatograma obtido para o extrato branco, apresentado na figura 7, ndo foram
observados, durante o tempo de corrida, picos de resposta para 0s hormonios estudados. Os

picos iniciais sdo caracteristicos do solvente e de impurezas.

Figura 7 - Cromatograma do extrato branco de esgoto sintético.
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Ja na figura 8 que apresenta o cromatograma obtido quando da injecdo de uma amostra
de esgoto sintético dopada, sdo observados picos de respostas nos tempos adequados a eluicdo

de cada um dos hormonios, sem co-eluicdo de interferentes com os analitos de interesse.
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Figura 8 - Cromatograma do extrato de esgoto sintético dopado

Concluséo parcial: O método apresenta boa seletividade, visto que nenhum interferente pre-

sente na matriz eluiu no tempo de retencdo dos analitos de interesse.

7.2.2 - Determinacéo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacédo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estabelecidos experimentalmente através
da andlise de uma solu¢do contendo padrbes dos horménios estudados. Os resultados apresen-
tados na tabela 9, mostram que ndo ha diferencas significativas entre os limites de detecgdo

dos hormdnios considerados. O mesmo observa-se em relagdo aos limites de quantificacéo.
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Tabela 9 - Limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ) dos hormdnios

Hormonios LD (mg.L™) LQ (mg.L™
Estrona (E1) 0,005854 0,01958
17B-estradiol (E2) 0,008484 0,02828
17a-etinilestradiol 0,005352 0,01784
(EE2)

Considerando os limites de quantificacdo, que representam a menor concentracao que
pode ser determinada com exatiddo e precisdo e relacionando-os com o fator de pré-
concentracdo estabelecido pelo procedimento analitico, pode-se estimar que o método desen-
volvido permite a analise de amostras com concentracdes de 3,916 ng L™ de estrona (E1);
5,656 ng L™ de 17p-estradiol (E2) e de 3,568 ng L™ do horménio sintético 17a-etinilestradiol
(EE2). Os valores encontrados sdo proximos aqueles detectados, por diferentes trabalhos, em
ambientes aquaticos. Estudos realizados em aguas naturais de varios paises da Europa indi-

cam usualmente concentracdes inferiores a 5,0 ng L™ (Kuster et al, 2009).

Concluséo parcial: As condicGes experimentais estabelecidas permitem determinar, com exa-
tidao e precisao aceitaveis, horménios em concentracGes compativeis as encontradas em ma-

trizes ambientais.

7.2.3 - Curvas de calibragdo

A linearidade do método foi avaliada através de curvas de calibracdo obtidas usando-
se método de regressao linear para os niveis de concentracdo estudados. Em ambas as faixas
de concentragdo estudadas foram obtidos gréficos de calibracdo lineares.

Para a faixa em nivel de tracos foram obtidos coeficientes de correlagdo (%) iguais a
0,9936 para 0 E1; 0,9951 para o0 E2 e 0,9962 para 0 EE2. As equacdes de regressao linear e 0s
coeficientes de correlagdo (r?) das curvas de calibracdo obtidas para esta faixa, estdo apresen-

tadas na tabela 10
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Tabela 10 - Equagdes de regressao linear dos hormonios estudados

Hormonios Equacéo de regressdo linear Coeficiente de correlacéo (r°)
Estrona (E1) y = 142342 x — 690,97 0,9936
17p-estradiol (E2) y = 137922 x — 24,564 0.9951
17a-einilestradiol (EE2) y = 177411 x + 640,57 0,9962

Os coeficientes de correlacdo obtidos permitem aferir que nos intervalos de concentra-
cdo estudados, a resposta de leitura do detector comportou-se de forma linear, pois quanto
mais préximo a 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais € menor a incer-
teza dos coeficientes de regressao estimados.

A figura 9 apresenta a curva obtida para o hormonio natural estrona. As demais curvas

analiticas obtidas para esta faixa encontram-se nos anexos Il e 1V deste trabalho.
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Figura 9 - Curva de calibracédo para o horménio natural estrona (E1)

Para a faixa de alta concentracdo foram obtidos coeficientes de correlacdo (r?) iguais a
0,9958 para o E1; 0,9955 para 0 E2 e 0,9973 para o EE2.
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Concluséo parcial: Os resultados das curvas de calibracdo permitem aferir capacidade ao me-

todo para fornecer resultados proporcionais a concentracdo esperada.

7.2.4 - Avaliacéo do nivel de recuperacéo dos hormonios da matriz

de esgoto sintético pela técnica de extracao por fase solida (SPE)

A eficiéncia do processo analitico adotado foi avaliada pela recuperacdo dos analitos
de interesse, reportada como a relacdo percentual entre a quantidade medida do analito apés a
extracao e a quantidade adicionada na matriz de esgoto sintético.

Os testes de recuperacao foram feitos utilizando-se amostras de esgoto sintético, pre-
viamente dopadas com uma solugéo contendo 10 mg L™ de cada um dos horménios estuda-
dos. Todos os demais parametros experimentais ja estabelecidos, como modelo e condiciona-
mento dos cartuchos, solventes, eluentes e condi¢des cromatograficas foram mantidos. Foram
feitas triplicatas das extracBes e das injecGes cromatograficas, conforme descrito no item
6.3.3.

Os percentuais de recuperacdo obtidos para E1, E2 e EE2 foram respectivamente i-
guais a 50,8%; 60,9% e 50,5%.

A figura 10 apresenta os niveis percentuais de recuperacdo dos analitos de interesse

alcancados para os testes com esgoto sintético (ES) e esgoto doméstico (ED).
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Figura 10 - Niveis percentuais de recuperacéo dos analitos de interesse

Resultados apresentados na literatura cientifica, avaliando recuperacdo dos mesmos
analitos em procedimentos analiticos similares, variavam entre niveis de recuperacédo inferio-
res a 50% a recuperacGes medias superiores a 90%. Os piores resultados foram verificados
quando da adoco de taxas de fluxo superiores a 500 ml min™ e possivelmente estejam asso-
ciados a fenbmenos de lavagem dos analitos. Os resultados mais consistentes, com recupera-
cdo média aceitavel em torno de 70% foram alcancados em taxas de fluxo de 100 ml min™.
Recuperacdes superiores a 80% foram alcancadas quando da adogdo de taxas de fluxo em
torno de 50 ml min™, entretanto, este procedimento resultava em longos tempos de extragéo,
usualmente superiores a 1,5 horas (Snyder et al, 1999; Ingrand et al, 2003; Kuster et al, 2009).

No desenvolvimento do trabalho aqui apresentado, ndo foi possivel manter-se uma ta-
xa de fluxo constante. Em funcdo das condi¢Bes operacionais da bomba de vacuo utilizada, a
taxa de fluxo trabalhada variou de 10 ml min™ a 40 ml min™.

De acordo com Kuster et al (2009), a eficiéncia de remocéao pode ser consideravelmen-
te afetada pelo pH das amostras. Para estimar a extensdo deste efeito, ele desenvolveu testes
usando 4gua HPLC dopada com 100 ng L™ de diferentes analitos, incluindo estrégenos, em
pH de 3, 5, 7 e 9. Os resultados obtidos mostraram que a maior eficiéncia de extracdo foi ob-

tida em pH 5 (Snyder et al, 1999; Kuster et al, 2009).
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Conclusao parcial: Embora as dificuldades para controle do fluxo na etapa de extracdo e a
auséncia de ajuste do pH possam ter contribuido para que ndo fossem atingidos niveis de re-
cuperacdo maiores, pode-se aferir que nas condicdes de trabalho estabelecidas o método é

aplicavel para extracdo dos analitos de interesse.

No teste de recuperagéo, utilizando-se como matriz uma amostra do efluente bruto da
estacdo experimental, os niveis de recuperagdo ndo atingiram a 10% da concentragdo adicio-
nada, para nenhum dos hormonios estudados.

Varios estudos tém investigado a possibilidade de que estrégenos possam ficar retidos
no material filtrado (Desbrow et al, 1998; Huang et al, 2001; Fine et al,2003).

Fine (2003), por exemplo, estudou a distribuigdo de trés estrogenos naturais (estrona,
estradiol e estriol) em amostras de lagoas, analisando a fase aquosa, a fase ndo dissolvida e a
superficie interna dos frascos de amostragem e observou que 0s compostos menos polares
como estrona e estradiol ficavam parcialmente adsorvidos na fase particulada.

Petrovic et al (2002) ao analisar os niveis ambientais de compostos de natureza endo-
crina nos sedimentos de rios, indicou a hipétese de sor¢do em sedimentos como bastante pro-
vavel, dada a relativa baixa polaridade destes compostos que usualmente apresentam coefici-
entes de particdo octanol/agua entre 3 e 6.

Testes laboratoriais desenvolvidos para estudar o comportamento de estrégenos e pro-
gestdgenos no ambiente aquatico, indicam que os leitos de sedimento agem como reservato-
rios ambientais destes compostos, eventualmente biodisponiveis, permanecendo como uma
potencial fonte de efeitos adversos atraves da cadeia alimentar e biomagnificacdo (Jurgens et
al, 1999; Lai et al, 2000).

Conclusao parcial: Considerando-se a natureza hidrofobica e baixa volatilidade destes com-
postos, o resultado obtido pode indicar a ocorréncia de um processo de sor¢cdo dos compostos
hormonais pela matéria particulada ou sedimentavel contida no esgoto doméstico. Os coefici-
entes de particdo (log K,y,) destes compostos, também indicam um comportamento preferen-

cial pela particdo a fase solida.
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7.3 - Quantificacdo de Hormonios nas Amostras de Esgoto Bruto e
Tratado e Gréaos de Milho

Para avaliar a presenca de horménios no esgoto bruto e nos efluentes tratados usados
no projeto de fertirrigagdo do milho foram realizadas 12 campanhas (com trés triplicatas por
ponto de amostragem) no periodo entre janeiro e julho de 2008, conforme descrito no item
6.3.1 do capitulo 6.

Todas as amostras foram submetidas ao método de extracdo em fase sélida e concen-
tracdo de analitos e posteriormente lidas no equipamento HPLC, nas condi¢Ges cromatografi-
cas previamente estabelecidas. As planilhas com os resultados das leituras encontram-se nos

anexos 'V e VI.

7.3.1 - Esgoto bruto

De acordo com os resultados obtidos, os hormonios estrona, 17B-estradiol e 17a-
etinilestradiol foram detectados em todas as amostras de esgoto bruto. Entretanto, em onze
das doze campanhas realizadas, a concentra¢cdo dos hormonios naturais estrona (E1) e 17f-
estradiol (E2) foram inferiores ao limite de deteccdo do equipamento utilizado, o que significa
que nas condicdes de andlise estabelecidas, as concentracdes dos hormonio estrona (E1) e
17p-estradiol (E2) ndo excederam a 1,17 ng.L* e 1,70 ng.L', respectivamente. Em uma cam-
panha a concentragdo dos hormonios naturais estrona (E1) e 17p-estradiol (E2) excederam o
limite de deteccdo e foram detectados em concentragdes iguais a 8,85 ng.L™* de estrona (E1) e
6,57 ng.L™" de 17p-estradiol (E2). O horménio sintético 17a-etinilestradiol (EE2) foi detecta-
do, ao longo de todas as campanhas, em concentracao inferior ao limite de detec¢éo.

Trabalhos publicados por pesquisadores europeus, indicam que em Varios paises da
Europa, as aguas naturais usualmente apresentam concentragfes de horménios naturais e sin-
téticos inferiores a 5,0 ng.L™ (Baronti et al, 2000; Belfroid et al, 1999; Kuster et al, 2008).

Também Nasu et al (2001) fizeram testes em afluentes e efluentes de estacdes de tra-

tamento de esgoto domestico em diferentes cidades japonesas e encontraram concentragdes de
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17p-estradiol acima do limite de deteccéio de 0,2 ng L™, mas sempre inferiores ao limite de
quantificacéo de 0,6 ng L™.

No Brasil, os resultados obtidos podem ser comparados aos resultados obtidos em tra-
balhos realizados por Ternes et al, (1999); Araujo,J.C, (2006) e Kuster et al, (2009).

Ternes et al (1999) avaliando a eficiéncia do processo de tratamento da ETE - Penha
no municipio do Rio de Janeiro, identificaram os hormdnios E1, E2 e EE2 no esgoto bruto
afluente em concentrag8es médias de 21, 40 e 6 ng L™, respectivamente.

Araujo (2006) avaliando a eficiéncia do tratamento de efluentes domésticos da cidade
de Araraquara-SP na remocdo de hormonios sexuais por dois diferentes sistemas de cromato-
grafia liquida: HPLC-DAD e HPLC-Fluorescéncia, identificou apenas o horménio E2, no
afluente, em concentracdo igual a 31ng L™, quando as amostras foram lidas pelo HPLC-
Fluorescéncia. No sistema HPLC-DAD né&o foram detectados horménios naturais e sintéticos
quer seja, nas amostras de esgoto bruto ou tratado.

Ainda no Brasil, a ocorréncia de hormonios esterdides em aguas de areas altamente
populosas no estado do Rio de Janeiro foram verificadas por Kuster et al (2009). Foram anali-
sadas 20 amostras coletadas nas dguas dos rios Paraiba do Sul, Guandi e Macaé e em duas
lagoas situadas na parte sul do estado adotando-se metodologia baseada na extracdo em fase
solida (SPE) seguida por separagdo em cromatografia liquida acoplada a deteccdo por espec-
trofotometria de massa (LC-MS/MS). Nenhum dos hormdnios esterdides E1, E2 e EE2 foram

detectados.

Concluséo parcial: Os resultados obtidos mostram coeréncia com valores apresentados em
trabalhos publicados na literatura cientifica nacional e internacional. A ocorréncia ocasional
dos hormdnios naturais pode indicar ou que as cargas de esgoto afluiram a ETE de forma nao
controlada ou ainda que as amostras coletadas de forma discreta tenham produzido somente

informacdes pontuais ndo permitindo detectar variagdes temporais.
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7.3.2 - Efluentes tratados

Os efluentes tratados utilizados como fontes de irrigacdo, apresentaram resultados se-
melhantes aos encontrados para o esgoto bruto.

Nos efluentes oriundos do reator UASB que irrigaram os canteiros identificados pela
sigla T2, foram identificados os horménios E1, E2 e EE2 em concentracdes inferiores aos
limites de deteccdo em 10 das 12 campanhas realizadas. Em duas campanhas nao foram iden-
tificados picos de resposta para nenhum dos analitos de interesse, permitindo aferir o valor
nédo detectado (ND) para estas amostras.

Nas 12 campanhas para avaliacdo dos efluentes das lagoas de polimento que irrigavam
0s canteiros T3, os resultados foram semelhantes, com deteccdo dos hormonios E1, E2 e EE2
em concentracdes inferiores aos limites de deteccdo, em todas as campanhas realizadas.

A remocdo de estrogénios por diferentes sistemas de tratamento de esgotos é credita-
da, em geral, a processos de biodegradacdo e adsor¢do em lodos, com percentuais de remogao
de E1, E2 e EE2 variando entre 60% a mais de 99% (Ternes et al, 1999; Baronti et al, 2000;
Andersen et al, 2003).

Estudos feitos em 27 ETEs no Japdo, avaliando a remogéo de 15 substancias de natu-
reza enddcrina, entre elas o esterdide E2, por diferentes sistemas de tratamento, confirmaram
uma taxa de reducdo de 90% para a maioria das substancias. E embora, o grau de reducédo
varie dependendo da substancia, tanto processos de sedimentacdo primaria e tanques bioldgi-
cos responderam efetivamente na reducdo de EDCs, ndo tendo sido determinado se a reducéo
é devida a decomposi¢éo bioldgica ou a transferéncia para o lodo. (Nasu et al, 2001)

Em ETEs brasileiras que operam com sistema de tanque de aeracéo e filtro bioldgico,
foram observadas remoc¢oes de 64% a 78% de EE2, de 67 a 83% de E1 e de 92 a 99% de E1
(Ternes et al, 1999).

Concluséo parcial: Embora nenhuma referéncia possa ser feita sobre a eficiéncia de remocéo
da matéria organica nas unidades de tratamento, os resultados encontrados para as amostras
coletadas apds o tratamento mostram-se coerentes, em decorréncia dos resultados j& obtidos
para as amostras de esgoto bruto.
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7.3.3 - Amostras de milho

A possibilidade de transferéncia de horménios dos efluentes para os grdos de milho
durante a fertirrigacédo foi investigada submetendo os grdos de milho a um procedimento ana-
litico de extracdo e separacdo cromatografica, analoga ao das amostras liquidas, conforme
descrito no item 6.4.2.

Como se pode observar pelo cromatograma da figura 11, ndo foram detectados picos
dos horménios estudados nas amostras de milho cultivados nos canteiros T1 e T3, irrigados
respectivamente com agua tratada (testemunho) e efluente da lagoa de polimento, atribuindo-
se concentracdo nula (ND) para estes compostos na cultura de milho.

Nas amostras colhidas na célula T2B2R3, situada no canteiro T2 irrigado pelo efluente
UASB, foi detectada concentracdo de 1,79 ng.L™ do horménio estrona (E1). Considerando a
massa seca de milho utilizada no processo de extracdo, esta concentracdo corresponde a 0,03
ug.kg™.

Nas demais células da parcela T2, ndo foi detectada presenca dos horménios E1, E2 e
EE2.

min

Figura 11 - Cromatograma para amostras de graos de milho — canteiro T3
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A ocorréncia natural de compostos hormonais de natureza estrégena ou seus precurso-
res tem sido inequivocamente, isolados em matéria vegetal. Técnicas de cromatografia em
camada fina (TLC) e ressonancia nuclear magnética, (NMR) permitiram isolar 90 pg.L™ e 40
Hg.L*de estrona em azeite de oliva e 6leo de milho, respectivamente (Hartmann et al, 1998).

Outros pesquisadores adotando técnicas mais especificas como cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotometria de massa (CG-MS) isolaram compostos hormonais de natureza
estrdgena em vegetais como trigo, arroz, aveia e feijdo entre outros (Hartmann et al, 1998;
Young et al,1978; Hewitt et al, 1979 e Fritsche et al, 1999).

Os trabalhos de Hartmann et al (1998) também confirmam a presenca dos horménios
naturais estrona e 173-estradiol, em amostras de 6leo de milho, em concentragdes de 0,02 pg
kg™ e 0,03 pg kg, respectivamente.

Ja os estudos de Fritsch et al (1999) indicaram a ocorréncia em feijoes franceses de
concentracdes de 2 pg.kg™ de 17p-estradiol e de até 10 pg kg™ de estrona.

Estudos realizados na Alemanha revelaram que, embora, 0 consumo de uma dieta e-
quilibrada contribua com uma ingestao diaria de aproximadamente 0,1 pg de estrogenos (173-
estradiol + estrona), mais que 90% dos horménios ingeridos sdo inativados por mecanismos
primarios do ser vivo, ndo se esperando, portanto, efeitos hormonais através da ingestdo de

alimentos.

Conclusao parcial: Embora as concentrages determinadas nos efluentes utilizados como
meio irrigante ndo sejam significativas, os resultados obtidos, indicam que nas condig¢des ex-
perimentais adotadas ndo houve transferéncia ou acumulacdo de horménios nos gréos de mi-
Iho. Deve-se considerar que na irrigacao por sulcos, o efluente ndo entra em contato com as
folhas ou espigas, somente com a raiz, pelo fato da distribuicdo deste efluente se dar por gra-
vidade através da superficie do solo.

O resultado excludente obtido para o milho produzido na célula T2B2R3 pode ser atribuido a
ocorréncia natural de estrogenos no milho, visto que o valor encontrado estd muito proximo

de valores ja isolados em amostras de milho cultivadas de forma tradicional.
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8 - CONCLUSOES

e As condicdes cromatogréaficas e operacionais selecionadas através das analises qualita-
tivas executadas no equipamento de trabalho (HPLC-DAD) mostraram-se adequadas
para separacao dos hormonios estrona (E1), 17B3-estradiol (E2) e 17a (-etinilestradiol
(EE2), o mesmo nao ocorrendo para 0 hormonio estriol (E3).

e Os picos de resposta obtidos nos tempos de retencdo dos hormonios estudados e os
coeficientes de correlacdo proximos a 1,0 para todas as faixas de concentracéo estuda-
das permitem aferir seletividade e linearidade ao método analitico adotado. Os limites
de deteccdo e quantificagdo encontrados mostraram-se satisfatorios.

e Os limites de quantificacdo encontrados confirmam a possibilidade de o método detec-
tar concentragcdes dos hormoénios naturais estrona (E1) e 17p (-estradiol (E2) e do
hormonio sintético 17a (-etinilestradiol (EE2) em valores proximos aqueles encontra-
dos no meio ambiente.

e A precisdo do método avaliada, através dos niveis de recuperagédo dos analitos de inte-
resse, apresentou resultados significativamente diferentes para extratos de esgoto sin-
tético e extratos de esgoto domeéstico. Os resultados confirmam consideracOes feitas
sobre os processos de sor¢do dos compostos hormonais pela matéria particulada ou
sedimentavel contida no esgoto domeéstico, indicando que os leitos de sedimentos po-
dem agir como reservatorios ambientais destes compostos.

e Em apenas uma campanha, entre as doze (12) realizadas, foi observado nas amostras
de esgoto bruto, a presenga dos hormonios naturais estrona ¢ 17p-estradiol em concen-
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tracBes médias, superiores ao (LQ) de 8,85 ng L™ e 6,57 ng L™, respectivamente. Nas
demais campanhas esses hormonios foram detectados em concentracdes inferiores aos
respectivos limites de deteccao. Os resultados obtidos mostram coeréncia com resulta-
dos apresentados em estudos de monitoramento de afluentes de plantas de tratamento
de esgotos urbanos realizados em diferentes paises europeus.

Em todas as campanhas realizadas, a concentracdo do horménio sintético 17a-
etinilestradiol, nas amostras de esgoto bruto, foi inferior ao limite de deteccdo. A me-
nor solubilidade desse hormdnio, comparada ao dos demais, indica que esse horménio
apresenta um processo preferencial de sor¢do em sedimentos.

Propriedades fisico-quimicas dos compostos estudados, como o coeficiente de parti-
¢do, justificam a menor concentracdo do hormonio 17B-estradiol (E2) em relacdo ao
hormdnio estrona (E1), nas amostras onde os mesmos foram detectados em concentra-
¢des acima do limite de deteccdo; da mesma forma que confirma a maior tendéncia do
hormdnio 17a-etinilestradiol (EE2) a particdo em sedimentos que os hormonios natu-
rais.

Considerando que concentracdes de 1 ng L™ j& podem causar efeitos adversos, con-
centracOes tdo baixas quanto as identificadas na maior parte das amostras, ndo devem
ser negligenciadas, principalmente porque ainda pouco é sabido sobre possiveis efeitos
acumulativos e sinérgicos.

A presenga pontual de alguns dos hormonios no efluente bruto pode indicar que a es-
tacdo experimental tenha operado, ao longo do periodo estudado, com cargas quali e
quantitativamente ndo controladas de esgoto bruto afluente. Este comportamento,
também pode ser justificado pela forma de coleta por amostragens discretas, que ndo
permitem detectar variagdes qualitativas temporais, que no caso de efluentes domésti-
cos podem ocorrer em minutos ou em poucas horas.

Embora nenhuma referéncia possa ser feita sobre a eficiéncia de remocdo da matéria
organica nas unidades de tratamento, os resultados encontrados para as amostras cole-
tadas apds o tratamento mostram-se coerentes com os resultados obtidos para as amos-

tras de esgoto bruto.
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N&o foi observada ocorréncia de hormdnios estrona, 17p-estradiol e 17a-
etinilestradiol, nos grdos de milho colhidos na parcela-testemunha T1 irrigada com
agua tratada e na parcela T3 (cultivada por irrigacdo com efluentes da lagoa de poli-
mento), indicando que ndo houve transferéncia de horménios naturais e sintéticos para
os graos de milho durante o processo de irrigacdo por sulcos. O mesmo foi observado
para os graos de milho produzidos pela parcela T2, irrigada com efluentes UASB, com
excecdo do milho cultivado na célula T2B2R3, que apresentou uma concentracdo de
0,03 pg do hormonio estrona (E1) por kilograma de massa seca produzida, valor pro-
ximo ao atribuido como ocorréncia natural em grdos de milho produzidos de forma

tradicional.
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9 - RECOMENDACOES

Com o intuito de contribuir para futuras pesquisas séo feitas algumas recomendacoes,

formuladas a partir das experiéncias obtidas durante o desenvolvimento deste trabalho:

e Avaliar a influéncia de parametros experimentais, incluindo tempo de extracdo, taxa
de fluxo, pH da matriz e composicdo de solventes sobre a eficiéncia do processo de

extracao.

e Determinar o “volume de quebra” para evitar ou minimizar possiveis efeitos de lava-

gem do cartucho durante o processo de extracao.

e Avaliar a presenca de hormonios na matéria particulada, retida no processo de filtracéo
das amostras de esgoto doméstico.

e Testar tempos de extracdo maiores no processo de extracdo solido-liquido, bem como
avaliar o nivel de recuperacdo dos analitos de interesse nos extratos de milho obtidos

neste processo de extracao.

e Avaliar, para as analises quantitativas, a ado¢cdo de detectores mais sensiveis como o
detector de fluorescéncia, bem como equipamentos atualmente considerados como

mais promissores, como por exemplo, 0 LC - MS e LC - MS/MS.
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Anexo |

A. | - Caracterizacédo dos efluentes do reator UASB e da lagoa de polimento no
periodo de irrigacéo

Parametros UASB Lagoa
pH 7,25 8,37
Turbidez (uT) 78,5 51,0
Condutividade elétrica (uS cm™) 690 528
Alcalinidade (mg L™) 168,5 113,5
DBOs (mg L™) 92 96
DQO (mg L™ 145,6 224.9
N-NTK (mgL™) 27,0 14,8
N-NO; (mg L™ <LD" <LD
N —NH, (mg L™ 20,0 6,9
Fésforo total (mg L) 4.6 3,9
Potassio (mg L™ 26,4 26,7
Calcio (mg L™ 14,3 14,2
Magnésio (mg L™) 7.9 6,4
Ferro (mg L™ 1,4 <LD
Manganés (mg L™) 1,3 0,9
Zinco (mg L™) 0,21 <LD
Cobre (mg L™) 0,03 <LD
Sédio (mg L™) 53,7 55,1

"LD = Limite de detec¢éo



Anexo Il

A1l - Fotos das parcelas do cultivo de milho — estacéo experimental

(b) 60 dias ap6s o plantio
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Anexo 111

A.111 - Curvas analiticas de baixa concentra¢do dos hormdnios estrona (E1), 17B-
estradiol (E2) e 17 a-etinilestradiol (EE2)
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Figura A.lll - Curva analitica dos hormonios (a) estrona, (b) 17p-estradiol (E2) e (c)
17 a - etinilestradiol (EE2)



Anexo IV

A.1V - Curvas analiticas de alta concentracao dos horménios estrona (E1), 178-
estradiol (E2) e 17 a-etinilestradiol (EE2)
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Figura A.1V - Curvas analiticas dos horménios (a) estrona (E1), (b) 17B-estradiol (E2)
e ()17 a - etinilestradiol (EE2)



Anexo V

A.V - Concentracdo média de hormdnios (ng.L™) nas amostras de esgotos domésticos,
determinadas pelo HPLC.

a) Esgoto bruto (EB)

Campanhas Estrona (E1) 17p-estradiol (E2) 17a- etinilestradiol (EE2)
1 <LD <LD <LD
2 <LD <LD <LD
3 <LD <LD <LD
4 <LD <LD <LD
5 <LD <LD <LD
6 <LD <LD <LD
7 <LD <LD <LD
8 <LD <LD <LD
9 8,85 6,57 <LD
10 <LD <LD <LD
11 <LD <LD <LD
12 <LD <LD <LD

“LD = limite de detecgio



b) Efluente USAB (EUASB)

Campanhas Estrona (E1) 17p-estradiol (E2) 17a- etinilestradiol
) (EE2)
1 <LD <LD <LD
2 <LD <LD <LD
3 <LD <LD <LD
4 <LD <LD <LD
5 <LD <LD <LD
6 ND™ ND ND
7 <LD <LD <LD
8 <LD <LD <LD
9 ND ND ND
10 <LD <LD <LD
11 <LD <LD <LD
12 <LD <LD <LD

“LD = limite de deteccdo; ~ND = Néo detectado

c) Efluente da lagoa de polimento (EL)

Campanhas Estrona (E1) 17p-estradiol (E2) 17a- etinilestradiol
(EE2)
1 <LD <LD <LD
2 <LD <LD <LD
3 <LD <LD <LD
4 <LD <LD <LD
5 <LD <LD <LD
6 <LD <LD <LD
7 <LD <LD <LD
8 <LD <LD <LD
9 <LD <LD <LD
10 <LD <LD <LD
11 <LD <LD <LD
12 <LD <LD <LD

LD = limite de detecgdo



