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RESUMO

Interferentes enddcrinos sdo substincias que estdo cada vez mais presentes no meio ambiente, especialmente
nos corpos hidricos, que podem causar cincer em seres humanos e animais, mutagenicidade nos 6rgaos
reprodutores das espécies animais presentes na biota aquatica, esterilidade em homens, entre outros efeitos
adversos a satde. Constructed wetlands sdo métodos alternativos de tratamento de dgua e efluentes, que se
baseiam na retirada de poluentes pelas macrdfitas aqudticas e pelo biofilme formado nas raizes das plantas
fixadas ao meio suporte, simulando assim os sistemas naturais de tratamento. Eles tém como vantagem o baixo
custo de implantagdo e manutengdo, economia de energia elétrica durante seu funcionamento, além de serem
eficientes na remogdo de poluentes. Constructed wetlands foram citados como um eficiente método de
remo¢do de pesticidas levemente hidrofébicos. Neste contexto, devido ao fato de estrogénios serem
substancias levemente hidrofébicas, o presente trabalho visou desenvolver e validar uma metodologia de
andlise cromatogréfica para determinag¢do quantitativa dos hormonios etinilestradiol (EE2) e levonorgestrel
(LEV), e do composto quimico bisfenol A (BPA) em aguas residudrias apés tratamento secundario, com o
intuito de analisar esses compostos no afluente e efluente de uma wetland construida em escala laboratorial.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia liquida, wetlands construidas, mini-papiro, horménios, bisfenol A.

INTRODUCAO

A incidéncia de vérias doengas na populagdo tém crescido atualmente, e um dos fatores que contribuem para
isso € o aumento da exposi¢cdo a diversas substancias quimicas presentes no meio ambiente como farmacos,
pesticidas, herbicidas, antibidticos, produtos de higiene pessoal - que sdo substincias indispensdveis a saide
humana e ao desenvolvimento industrial, mas que em elevadas concentracdes podem causar alteracdo no
sistema enddcrino de seres vivos, e por isso sdo chamados interferentes endécrinos IOMC, 2012).

A contaminagdo por interferentes enddcrinos pode ser feita por fontes pontuais, como o langamento de dguas
residudrias in natura ou mesmo tratadas, tendo em vista que as Estacdes de Tratamento de Esgoto ndo sdo
capazes de remover totalmente essas substancias, ou por fontes difusas como aplicacdo de pesticidas em
culturas, ou ainda disposicao de lodo e dguas residudrias no solo (KOOKANA et al., 2007).

Em 2010, Hijosa-Valsero et al. compararam o tratamento de dguas residudrias por diversas configuracdes de
wetlands e com diferentes macrofitas, simultaneamente ao tratamento da mesma dgua residudria em uma
estacdo de tratamento convencional. Os autores relataram que a ETE ndo foi capaz de remover diclofenaco,
carbamazepina, galaxolide e tonalide, enquanto que as wetlands removeram todas essas substincias, em
maiores ou menores quantidades. Isso evidencia que wetlands foram mais eficientes no tratamento de
interferentes enddcrinos do que o tratamento convencional em ETE.
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Pelo fato de ndo existir um método oficial para avaliag@o e identificacdo de interferentes enddcrinos em dguas
residudrias, ao utilizar e adaptar a metodologia ndo normalizada de outros autores, é necessdrio validar esta
metodologia analitica. A validagdo de um método analitico se faz necessdria para demonstrar por meio de
estudos experimentais, que os métodos de um ensaio quimico assegurard a confiabilidade dos resultados, nas
condigdes que este estd sendo realizado, e também que o método é adequado para a finalidade pretendida
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Os métodos cromatograficos mais utilizados para identificacdo e quantificacio de interferentes enddcrinos em
matrizes ambientais sdo cromatografia liquida ou gasosa, acoplada a diversos detectores como UV
(ultravioleta), DAD (detector de arranjo de diodos - ultravioleta), FL (fluorescéncia), PID (photoionization
detector), FID (flame ionization detector), MS (espectrdmetro de massas, ou mass spectometer), dentre outros.
O detector mais sensivel e seletivo para andlise de estrogénios é o MS, tanto acoplado a cromatografia liquida
quanto gasosa, no entanto € um equipamento de alto custo de aquisicdo e manutengdo, € por isso muitos dos
laboratérios nao possuem cromatdgrafos com este tipo de detector.

Um equipamento de menor custo que o MS e encontrado com mais frequéncia nos laboratérios de andlises
quimicas, ambientais e de alimentos € o HPLC (do inglés, high performance liquid chromatography, ou
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia) acoplado a detector UV ou DAD. Bernadelli (2014), Campos (2014),
Fernandes et al. (2011), Montagner e Jardim (2011) e Torres (2009) utilizaram para andlise HPLC-DAD, e
Froehner et al. (2011) utilizou para andlises de estrogénios HPLC-UV, todos com prévia extracdo em fase
s6lida. Um equipamento de HPLC-UV foi utilizado neste trabalho.

Pelo fato da concentragdo de interferentes endécrinos serem muito baixas, na faixa de pg.mL"' e ng.mL’!, os
parametros de validagdo que devem ser avaliados (andlise de tracos) sdo especificidade e seletividade,
linearidade e faixa linear de trabalho, limite de detec¢do e limite de quantificacdo, exatidao (recuperagdo),
precisdo (repetitividade e precisdo intermedidria) e robustez (INMETRO, 2007).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia de andlise
cromatografica para determinacdo quantitativa dos hormonios etinilestradiol (EE2) e levonorgestrel (LEV), e
do composto quimico bisfenol A (BPA) em 4guas residudrias apds tratamento secunddrio, com o intuito de
analisar esses compostos no afluente e efluente de uma wetland construida em escala laboratorial.

METODOLOGIA UTILIZADA
DESCRICAO E ABASTECIMENTO DO SISTEMA DE WETLAND CONSTRUIDA

O sistema de tratamento estd instalado no Laboratério de Hidraulica e Irrigacdo da Faculdade de Engenharia
Agricola, da Universidade Estadual de Campinas. A wetland construida de fluxo subsuperficial foi
confeccionada em caixa de polipropileno (PP) com dimensdes de 60 x 40 x 32 cm utilizando brita n.° 1 como
meio suporte (9,5 a 19,0 mm), cultivada com seis mudas da macréfita Cyperus isocladus, mais conhecido
como mini-papiro. Um reservatério de 150 L foi utilizado para armazenar a 4dgua residudria sintética que
simula um esgoto municipal com carga C:N:P de 200:50:8, que foi levada a wetland construida por meio de
bomba dosadora. Os hormdnios foram adicionados ao esgoto sintético por meio de pilulas anticoncepcionais
maceradas, j4 o BPA adicionado possuia pureza de 97% e era da marca Sigma-Aldrich. Os compostos foram
adicionados em duas faixas de concentrag@o para verificar se ocorreriam diferencas entre as taxas de retencdo
das concentracdes baixas (20 pg.L"! para EE2 e BPA e 100 pug.L' para LEV), e em uma faixa cinco vezes
maior — 100 pg.L'! para EE2 e BPA, e 500 pg.L'! para LEV (concentragdes altas). Na Figura 1 pode-se
observar uma representacdo esquemdtica de uma unidade do sistema de tratamento, com os pontos de coleta
circulados em vermelho.
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Figura 1: Representacio esquematica do sistema de tratamento por wetland construida.
Fonte: Figura desenhada por Julyenne M. Campos (2015).

METODOLOGIA DE ANALISE CROMATOGRAFICA

As andlises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Residuos e Contaminantes da Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) - Meio Ambiente. Os padrdes cromatogrificos de d(—)-
norgestrel (=99%), etinilestradiol (=99,7%) e bisfenol A (=97%) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.
As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Shimadzu Class VP
constituido de sistema de injecdo automdtica, bomba de alta pressdo, forno para coluna e detector de
ultravioleta (UV) modelo SPD-10AV. A separacdo cromatogrifica foi realizada utilizando a coluna C18 da
marca Phenomenex Gemini, Sum, C18, 110 A, 250 x 4,6 mm.

O método analitico foi adaptado de Santos et al. (2012) e Campos (2014), no qual foi utilizado como fase
moével acetonitrila (grau HPLC) e dgua ultrapura, obtida de um sistema Milli-Q (modelo Advantage A10,
Millipore), na propor¢ao de 50:50, v/v, no modo isocritico. Na mesma corrida foi possivel quantificar os trés
compostos, com fluxo de 0,8 mL.min"! de fase mével, volume de inje¢do de 50 puL. de amostra, detec¢do nos
comprimentos de onda de 280nm para BPA e EE2, e 254nm para LEV.

A etapa de extracdo em fase s6lida (EFS) foi adaptada dos descritos por Raimundo (2007), Campos (2014) e
USEPA (2010). Assim, um volume de 500 mL de amostra (de entrada ou saida do sistema), previamente
filtradas em filtro de fibra de vidro com didmetro de poro de 1,2 um, foram percoladas em um cartucho de EFS
Hypersep™ Retain PEP da marca Thermo Scientific (6 mL e 250 mg). Os cartuchos foram ativados com 5 mL
de metanol e 7 mL de acetonitrila e condicionados com 5 mL de 4gua ultrapura.

A vazdo da amostra no cartucho foi de 1 a 2 mL.min"'. Ap6s todo o volume passar pelo cartucho, foi realizado
um processo de clean-up com 10 mL de metanol em dgua 15%. Os cartuchos foram secos a vacuo por 15
minutos, e os compostos foram eluidos com 5 mL de metanol (grau HPLC) e 5 mL acetonitrila (grau HPLC), o
volume final foi ajustado para 10 mL em baldo volumétrico, foi filtrado em filtro de PTFE com 0,22 um de
diametro de poro, e entdo injetados no mesmo dia no HPLC. Todas as injecdes foram realizadas em triplicata.
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VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

A validacdo do método foi realizada de acordo com o guia “DOQ-CGCRE-008: Orientacdo Sobre Validagdo
de Métodos de Ensaios Quimicos” do INMETRO (2007), que especifica para andlises de elementos tracos os
seguintes parametros para validacdo: especificidade e seletividade, linearidade e faixa linear de trabalho, limite
de deteccio e limite de quantificacdo, exatiddo (recuperagdo), precisdo (repetitividade e precisdo
intermedidria) e robustez.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A especificidade foi avaliada visualmente, comparando um cromatograma da matriz sem os analitos (amostra
branco) com um cromatograma da matriz com os analitos (amostra fortificada), com o intuito de verificar se
existia alguma substancia interferente saindo no mesmo tempo de reten¢do que os analitos. Conforme mostrado
na Figura 2, nenhum interferente foi observado nos tempos de reten¢do dos analitos.
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Figura 2: Cromatogramas: a) amostra fortificada BPA e EE2 (280nm), b) padroes BPA e EE2 (280nm).
¢) amostra fortificada LEV (254nm), d) padrao LEV (254nm), e¢) amostra branco (254nm), e f) amostra
branco (280nm).

Para avaliar o efeito matriz, foram injetadas duas curvas analiticas com diferentes concentra¢des dos
compostos — uma delas diluida na fase mével e outra diluida no extrato da matriz de esgoto sintético. As duas
curvas foram comparadas, e foram aplicados os testes F' de homogeneidade de varidncia e ¢ de Student de
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comparagdo de média, utilizando o Microsoft Excel. Apés aplicacdo do Teste F observa-se se F calculado é
menor que F tabelado (para o nivel de confianca de 95%, e 20 graus de liberdade).

Como pode ser observado na Tabela 1, todos os valores de F calculados foram menores que F tabelados,
indicando assim que as varidncias podem ser consideradas iguais. Quando as varidncias podem ser
consideradas iguais no teste F, os dados sdo agrupados como varidncias equivalentes e o teste ¢ de Student é
aplicado. Conforme apresentado na Tabela 1, todos os valores de f calculado foram menores que de ¢ tabelado
(para 40 graus de liberdade). Logo, € possivel afirmar que ndo h4 efeito matriz nem para as amostras de esgoto
de entrada no sistema, nem para as amostras de saida do sistema. Nao foi calculado o teste F para o BPA nas
amostras de entrada, pois apareceu um pico interferente no tempo de retencdo do analito, questdo que estd
sendo estudada e resolvida.

Tabela 1: Valores do teste F e do teste ¢ de Student para as amostras de esgoto de entrada no sistema.

Esgoto Entrada Esgoto Saida
F F t t F F t t
Composto | calculado tabelado calculado tabelado | calculado tabelado calculado tabelado
BPA 1,17 2,12 0,09 1,68
EE2 1,03 2,39 -0,85 1,69 1,06 2,28 -0,49 1,69
LEV 1,13 1,7 0,07 1,68 1,13 1,70 0,07 1,68

Os limites de detec¢dao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) operacional (do cromatdgrafo) foram obtidos a partir
da injec@o de solugdes dos analitos de interesse, diluidas sucessivamente, em fase mével, observando qual a
menor concentracdo deles seria identificada pelo equipamento, com precisdo e exatiddo aceitaveis. O valor de
concentragdo que correspondeu a um coeficiente de variagdo (CV) menor que 20% foi considerado o limite de
quantificagdo e o menor ponto identificado com CV maior que 20% e com relacdo de drea de sinal/ruido igual
a 3 foi considerado o limite de detecgdo. Assim, os valores de LOD do aparelho foram 0,007 pg.mL! para
LEV, 0,02 ug.mL"! para BPA, € 0,03 pg.mL"! para EE2. Os LOQs foram 0,01 ug.mL"! para LEV, 0,03 pg.mL'!
para BPA, e 0,04 ug.mL! para EE2.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacio (LQ) do método foram obtidos da mesma maneira, porém
levando-se em consideracdo o fator de concentrag@o de 50 vezes. Desse modo os valores encontrados para LD
do método foram 0,1 ug.L"! para LEV, 0,4 ug.L"! para BPA, € 0,6 ug.L'! para EE2, e para LQ foram 0,2 pg.L’!
para LEV, 0,6 ug.L"! para BPA, e 0,8 ug.L"! para EE2.

Bernadelli (2014) obteve para etinilestradiol LOD de 7,7 ug.L"!, LOQ de 25,8 pug.L'!, e LQ de 0,61 pg.L’!
(praticamente igual ao encontrado neste estudo), em HPLC-DAD. Campos (2014) obteve LOQ de 2,52 pg.L"!
e LOD de 1,26 pgL! para EE2, utilizando HPLC-DAD, limites maiores que os encontrados neste
experimento. Fernandes et al. (2011) obtiveram LQ de 0,0679 pg.L"! para EE2 em HPLC-DAD em amostras
de 4gua tratada, talvez por isso tenha conseguido encontrar limites menores do que os autores conseguem em
amostras de dguas residudrias. Montagner e Jardim (2011) obtiveram LOD de 0,019 pg.L'! e LOQ de 0,063
pg.L'! para levonorgestrel em HPLC-DAD. Torres (2009) considerou o LOD de 0,09 pg.L'! como LD, € o
LOQ de 0,5 pg.L'! como LQ para EE2 em HPLC-DAD.

A avaliag@o da linearidade e a faixa linear de trabalho foram realizadas pela equag@o da regressdo linear dos
compostos, e também observou-se a distribui¢do dos residuos por meio do teste estatistico ANOVA, de acordo
com INMETRO (2007). Para o levonorgestrel a curva possuia nove pontos, variando de 0,025 a 30,0 pg.mLL.
Para BPA e EE2 as curvas eram compostas de 8 pontos, variando de 0,025 a 15,0 pg.mL!. Cada ponto das
curvas analiticas foram injetados trés vezes.

A linearidade e faixa linear de trabalho estdo apresentadas na Figura 3, onde é possivel observar que para
LEV, e para BPA e EE2 houve linearidade, com coeficiente de determinacio (R?) maior que 0,999 para os trés
compostos, e a distribui¢do dos residuos foi aleatéria.
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Figura 3: Linearidade, faixa linear e distribuicao dos residuos.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacio, que foram realizados adicionando-se
concentragdes conhecidas dos analitos em amostras isentas dos mesmos em trés diferentes niveis de
concentragdo — baixa, média e alta. A precisdo foi obtida através da determinac¢@o do coeficiente de variagdo
das replicatas no mesmo dia (repetitividade) e em dias diferentes (precisdo intermedidria). Para BPA e EE2 o
nivel baixo foi 10 pg.L!, o médio 50 ug.L"! € o alto 100 ug.L!. J4 para LEV o nivel baixo foi também 10
ug.Lt, o médio 100 pg.L'!, e o alto 1000 pg.L!, faixa de concentragdo foi maior devido ao fato deste
composto estar em maior quantidade na pilula anticoncepcional utilizada no experimento. Apés a adi¢do dos
analitos, as amostras foram processadas seguindo a metodologia de andlise (filtragdo prévia, extragdo em fase
s6lida, etc.) e injetadas no cromatégrafo.

Na Tabela 2 ¢ possivel observar os valores de recuperacio dos trés compostos nos niveis baixo, médio e alto
com trés replicatas para cada concentracdo. Os valores de recuperacdo permaneceram entre 70 e 120% e
portanto a exatiddo do método ficou dentro dos niveis aceitdveis (SANCO, 2009). Como todas as amostras
foram processadas e injetadas no mesmo dia (27/07/2016) esses valores foram considerados como
repetitividade, sendo que os valores de coeficientes de variacdo das amostras ficaram abaixo de 20%,
indicando que o método possui precisdo adequada (SANCO, 2009).
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Tabela 2: Recuperacées obtidas para os compostos em trés niveis de concentracio e repetitividade do
método analitico.

Analito Concentracio Recuperacio (%) CV (%)*
(ng.L") (n=3)

Etinilestradiol 10 97,7 0,8
50 98,2 0,5
100 105,8 2,2
Bisfenol A 10 96,5 5,5
50 95,3 0,6
100 98,4 2,3
Levonorgestrel 10 83,0 4,6
100 96,9 1,1
1000 91,4 6,8

*CV = coeficiente de variacao, indicando repetitividade do método analitico.

Os valores de precisdo intermedidria foram obtidos ao longo do tempo, junto com as andlises das amostras
oriundas dos experimentos e os valores de recuperagdo e de coeficientes de variacdo sempre ficaram dentro das
faixas aceitdveis. A robustez foi avaliada através de pequenas variagdes, como por exemplo, de fase mével e
temperatura da sala de preparo de amostras. Como os coeficientes de variacdo dos resultados obtidos da
injecdo das amostras fortificadas em diferentes dias, com diferentes temperaturas e diferentes marcas dos
solventes utilizados foram todas menores que 20%, € possivel concluir que o método € robusto e preciso.

Foram estudadas por Avila et al. (2014b) e Martin (2013), quatro wetlands construidas de fluxo vertical com
superficie de 6,2 m? cada para tratamento de EE2 e outros interferentes enddcrinos em esgoto municipal. Dois
sistemas utilizavam brita como meio suporte, e outros dois areia. A coleta foi feita por amostras compostas
didrias, porém os autores ndo identificaram EE2 nas amostras nem de entrada e nem de saida por estar abaixo
do limite de detecgdio operacional (LOD) de 90 ng.L"!. Por este motivo, no presente trabalho adicionou-se
concentragdes maiores dos analitos para que pudessem ser detectados pelo método desenvolvido e, desse
modo, avaliar a remog¢ao dos mesmos nas wetlands estudadas.

Na Figura 4 estdo apresentadas as concentra¢des médias de entrada e saida de BPA, EE2 e LEV na fase de
baixa concentragdo (a) e na fase de alta concentraciio (b). Observa-se que apesar de ser adicionada ao esgoto
uma quantidade fixa dos compostos, devido ao bombeamento e da vazdo de entrada no momento da andlise
esta concentragd@o se altera um pouco. Os valores de remog¢ao de BPA variaram de 33,6 a 85,9%, para EE2 as
remogdes variaram de 35,5 a 67,9%, e as remog¢des para LEV variaram de 92,8 a 100,0%.

Entrada e saida dos compostos na fase de baixa (@) Entrada e saida dos compostos na fase de alta (b
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Figura 4: Concentracoes de entrada e saida de BPA, EE2 e LEV nas fases de concentragio baixa e alta
do experimento em dois experimentos diferentes.

Toro-Vélez et al. (2016) utilizaram wetlands de fluxo subsuperficial horizontal em escala piloto, como a deste
estudo, e observaram para BPA remocdo de 73,3 (+19%) na wetland cultivada com Heliconia psitacorum,
70,2 (£27%) na wetland cultivada com Phragmites australis, e 62,2 (+33%) na wetland sem planta.
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Papaevangelou et al. (2016) também estudaram remo¢do de BPA em wetlands de fluxo subsuperficial
horizontal em escala piloto, e obtiveram remog¢des médias de 49,6% nas cultivadas com Phragmites australis,
50% nas wetlands cultivadas com Typha latifélia, e 55,4% em wetlands sem planta.

Avila et al. (2014a) pesquisaram a retencio de EE2 adicionado 2 esgoto municipal por um sistema hibrido de
wetlands contendo duas de fluxo vertical, uma de fluxo horizontal e uma de fluxo superficial, cultivadas com
Phragmites australis em escala piloto. Os autores estudaram 3 diferentes taxas de carregamento hidrdulico
(TCH), realizando injecdo continua de EE2 e outros interferentes enddcrinos. Os autores observaram que
quanto maior o TCH menores foram as taxas de retencdo, que ficaram entre 20 e 80% para EE2, e de 11 a 90%
para BPA, varia¢des préximas ao do presente estudo.

Kumar et al. (2011) estudou a atenuagdo natural do hormonio etinilestradiol em trés diferentes tanques, um
com macrofitas flutuantes (Tanque 1), um com macrdéfitas emergentes e submersas integradas (Tanque 2) e um
sistema com macrdéfitas submersas enraizadas juntamente com microalgas (Tanque 3). Segundo o autor, o
Tanque 1 se mostrou mais eficiente na remog¢do de EE2 (EE2 — 69,1%), valor préximo ao maximo encontrado
no presente estudo; ja o Tanque 2 obteve 18,5% de remogao, e o Tanque 3 7,7% para EE2.

A eficiéncia de trés wetlands cultivadas com Phragmites australis com trés profundidades diferentes, de fluxo
vertical e areia como meio suporte para polimento de um efluente municipal apds tratamento convencional e
tercidrio visando remocao de etinilestradiol foi avaliada por Song et al. (2009), que relatou que a melhor
remocdo do hormonio ocorreu na wetland extremamente superficial (denominada pelos autores como ES), que
possuia 7,5 cm de profundidade e TDH de 3,1 horas. Os autores relatam que a operacdo da wetland ES em
condicdes nao saturadas, alta densidade de raizes das macrdéfitas e manutengdo das condi¢des aerdbias na
wetland foram as principais condi¢des para uma boa remog¢do de estrogénios — tendo em vista que apenas 12%
da remocgao de estrogénios foi devida a adsor¢do dos mesmos na areia da wetland.

CONCLUSOES

O método analitico mostrou ser eficiente, sensivel e adequado para a quantificacdo dos analitos em amostras de
esgoto sintético provenientes de wetland construida. Além disso, o sistema de tratamento por wetland
cultivada com Cyperus isocladus foi eficiente para a remog¢do, em maiores ou menores quantidades, dos trés
interferentes endécrinos estudados.
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