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RESUMO

Substéancias séo criadas para facilitar as préticas industriais, domésticas e pessoais e com isso as técnicas de
remocgdo destas substancias do meio ambiente também tem o seu avango, dentre elas o bisfenol-A tem sido
detectado em diferentes matrizes aquosas como aguas superficiais, esgotos sanitarios e efluentes industriais.
Muitos desses compostos ndo sdo removidos pelos processos convencionais, com iSso 0s processos oxidativos
avancados tem ganhado muita atencdo devido ao alto potencial de remogdo desses contaminantes das aguas
residuarias, agua, esgoto, sedimentos, solo e lodo. Outro tratamento que também tem ganhado destaque sdo os
processos de separagdo por membranas. Esse trabalho objetivou o estudo da degradacdo e remocdo do
bisfenol-A, comumente encontrado em matrizes aquosas e classificado como desregulador enddcrino, por
processo oxidativo avangado e membrana de osmose inversa. Foram empregados tratamentos com H,O2/UV e
a membrana de osmose inversa TW30 em amostras contendo agua ultrapura e 0 BPA e foram analisados a
atividade estrogénica das amostras pelo ensaio in vitro YES. O melhor resultado de degradacdo por H.O,/UV
(48,70%) foi alcancado quando empregados os maiores valores dos pardmetros estabelecidos, que foram
concentracdo de BPA, concentragdo de H,O; e dose de UV. A maior remogao alcangada pela membrana de Ol
TW30 foi de 84,20% quando aplicada uma pressdo de 15 bar. O tratamento com H,O,/UV apresentou os
maiores valores de atividade estrogénica, possivelmente devido a presenga de subprodutos estrogénicos
provenientes da degradacdo do BPA. O maior valor de remocdo foi alcancado com a relacdo maéssica
[BPA]:[H202] de 1:10 com 48,96 km2 e o percentual de rejeicdo ndo foi efetivo para concentragdes baixas de
BPA, que teve como valor maximo de 84,20%.

PALAVRAS-CHAVE: Agua, Bisfenol-A, Desregulador endécrino, H,02/UV, Osmose inversa.

INTRODUCAO

Com o passar dos anos, novas substancias sdo criadas para facilitar as praticas industriais e domésticas e com
isso as técnicas de remogao destas substancias do meio ambiente também tem o seu avango. Muitas dessas
substancias sdo classificadas como micropoluentes por estarem presentes nos efluentes industriais e
domésticos em concentragdes vestigiais, variando de ng.L a pug.L ™. Entre elas podem-se destacar os produtos
farmacéuticos, os produtos de cuidados pessoais, hormonios esteroides, plastificantes, substancias quimicas
industriais, pesticidas e muitos outros compostos (BILA e DEZOTTI, 2007; SANSON, 2012; LUO et al,
2014; PETRIE et al, 2015).
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Dentre os micropoluentes, os desreguladores endécrionos (DEs) sdo os mais preocupantes. Os hormdnios
endogenos (produzidos pelo préprio organismo dos animais), no qual fazem parte dos DEs, tém sido
considerados os de maior potencial estrogénico quando comparados aos xenoestrogénicos (compostos
industriais como os pesticidas, plastificantes), em uma escala de 102 a 10’ em ordem de grandeza de diferenca
(HAMID e ESKICIOGLU, 2012). Ademais, o 17B-estradiol (E2) é o estrogénio mais ativo, conferindo o
status de DE com maior potencial estrogénico (BILA, 2005; HAMID e ESKICIOGLU, 2012). Esses
compostos sdo suspeitos de interferirem no bom funcionamento do sistema enddcrino imitando e/ou
antagonizando o efeito dos hormonios enddgenos e ainda podem afetar na sintese e no metabolismo, por fim
podem causar distarbios na sintese de receptores de horménios especificos (SILVA et al., 2012; YUKSEL et
al., 2013).

A presenca dos micropoluentes no meio ambiente é muito preocupante, uma vez que eles ndo aparecem
sozinhos e sim em uma mistura complexa, podendo com isso ocasionar efeitos sinérgicos indesejaveis (LUO
et al, 2014; PETRIE et al, 2015). Contudo, com o desenvolvimento de métodos analiticos de identificacéo e
quantificagdo dos micropoluentes, centenas desses compostos foram detectados, dentre eles os DES, que sdo
encontrados em baixas concentracfes, sendo que mesmo assim sdo suficientes para causarem algum efeito
bioldgico devido ao alto potencial estrogénico (CEDAT et al., 2016).

As estacdes de tratamento de aguas residudrias constituem uma das principais fontes de contaminantes
emergentes no meio ambiente, pois recebem todos os efluentes oriundos das fontes geradoras como
residéncias, hospitais, inddstrias, etc. Muitos desses contaminantes ndo sdo removidos pelos processos
convencionais, sendo necessario a utilizacdo dos tratamentos tercidrios, que podem ser usados sozinhos ou
integrados, como nanofiltragdo, osmose inversa, processos oxidativos avangados, ozbnio, carvdo ativado,
BRM (Biorreator de membranas), entres outros (GEBHARDT e SCHRODER, 2007; REIF et al., 2008;
MIRALLES-CUEVAS et al., 2013; JAMES et al., 2014; LIU et al., 2014; LOWENBERG et al., 2014).
Ademais ndo h&d monitoramento estabelecido para grande parte desses contaminantes, a niveis de tragos
(BOLONG et al, 2009).

O bisfenol-A (abreviado como BPA, 4,4-dihidroxi-2,2-difenilpropano; Fig. 1) é identificado como um
desregulador enddcrino (STAPLES et al.,, 1998; SHARMA et al., 2015). O BPA é utilizado como
intermediario na produgdo de plasticos de policarbonato e resinas epoxi, como estabilizador ou antioxidante na
fabricacdo do policloreto de vinila (PVC), retardantes de chamas e outros produtos especificos e tem sido
detectado em diferentes matrizes aquosas como aguas superficiais, esgotos sanitarios e efluentes industriais
(TERNER et al. 1999; MONTAGNER et al., 2011; PEREIRA et al., 2014; LUO et al., 2014). As propriedades
fisico-quimicas do BPA sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do BPA

CAS 80-05-7

Massa molar (g.mol™?) 228
Formula molecular Ci5H1602
Solubilidade em agua (mg.L™?) 120-300

pKa 10,3

log Kow 3,32

Estudos in vitro demonstraram que o BPA apresenta atividade estrogénica fraca quando comparada ao E2 ou
estriol (E3), sendo aproximadamente 1000-15000 vezes menos potente, ou seja, ha a competicdo para se ligar
aos receptores de estrogénio, porém a afinidade é 1000 vezes mais baixa do que a do E2 (GOLOUBKOVA ¢
SPRITZER, 2000), atuando tanto quanto agonista como antagonista (LEANDRO, 2006).

O BPA pode induzir fenémenos de feminizagdo de peixes (BIRKETT e LESTER, 2003) e é também
considerado o causador do cancer de prostata, doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2, desequilibrio
hormonal, alteragBes nas enzimas hepaticas (OLMEZ-HANCI et al., 2015) e efeitos neurologicos e
comportamental (OLMEZ-HANCI et al., 2015; CEDAT et al., 2016).

Em alguns paises como a Australia e os Estados Unidos ja existem legislagcGes que controlam a presenga do
BPA nas aguas, tanto para as destinadas ao consumo humano quanto em efluentes de tratamento secundéario
que também serdo destinados ao consumo humano (NRMMC, 2008; USEPA, 2009; WHO, 2011; NRMMC,
2015; BUI et al., 2016). No Brasil, a RDC-41/2011 (ANVISA, 2006), dispde sobre a proibicédo do uso do BPA
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em mamadeiras destinadas a alimentacédo de lactentes. Em relacdo ao descarte nos corpos hidricos e a presenca
na agua para consumo humano e em alimentos, ndo ha nenhuma legislacdo vigente. O ministério do Meio
Ambiente, através do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determina o teor maximo de fenois
totais em &guas naturais, para aquelas substancias que reagem com 4-aminoantipirina, sendo classificadas
como persistentes, toxicos e bioacumulativos, o valor de 3 pg.L? para corpos d’agua classe I € Il e de 10 pg.L
! para classe 111 (BRASIL, CONAMA N° 357).

Anualmente milhdes de toneladas de BPA sdo produzidas no mundo todo e devido a incompleta degradacéo
nas estacdes de tratamento, 0 BPA esta presente tanto em rios quanto em agua potavel variando de 0,013 a
2,14 pgL! (LUO et al., 2014) ¢ 0,2 a 13 pgL' (MONTAGNER et al., 2011), respectivamente. Altas
concentragdes sdo encontradas em lixiviados de aterros sanitarios como 17,2 mg.L* (YAMAMOTO et al.,
2001; OLMEZ-HANCI et al., 2015). Dessa forma, o emprego de tecnologias avancadas, que atinjam altas
remocBes de diversos micropoluentes, torna-se cada vez mais necessaria para se evitar bioacumulagoes e,
consequentemente, aumento dos efeitos deletérios em humanos e animais.

Os processos oxidativos avancados (POASs) tem ganhado muita atencéo devido ao alto potencial de remocéo
dos DEs das &guas residuérias (CEDAT et al., 2016), 4gua, esgoto, sedimentos, solo e lodo (OLMEZ-HANCI
et al., 2015). Os POAs sdo caracterizados pela geracdo de radicais hidroxilas (*OH), oxidantes ndo seletivos e
com elevado poder reativo (E0=2,8 V), capazes de degradarem as mais complexas estruturas organicas, desde
a quebra da ligagdo carbono-carbono ao ataque aos anéis aromaticos dos compostos recalcitrantes, como 0s
DEs (NOGUEIRA e JARDIM, 1998; CEDAT et al., 2016).

Os POAs tém sido largamente empregados no tratamento de efluentes na industria e nas aguas para consumo
humano, por conseguirem a mineralizagdo total de algumas substancias. Entretanto, esses processos tém
algumas desvantagens, como a formacdo de subprodutos (alguns apresentam capacidade de gerarem efeitos
mais relevantes que seus componentes primérios), formacdo de bromatos e, se mal conduzidos, podem
acontecer reagdes paralelas, nas quais pode haver o consumo de agentes oxidantes (NOGUEIRA e JARDIM,
1998).

Dentro do grupo dos processos oxidativos avangados encontra-se 0 uso de perdxido de hidrogénio associado a
radiacdo ultravioleta (UV/H20,). Este tratamento ocorre em um sistema homogéneo e a liberagdo do radical
hidroxila é feita pela acdo da radiacdo ultravioleta na decomposi¢do do peréxido de hidrogénio (NOGUEIRA
e JARDIM, 1998). Tem como vantagens a ndo formacdo de bromatos, desinfetantes, sem necessidade de
tratamento de gases ou disposicdo de rejeitos e ndo ha limite de transferéncia de massa, contudo tem como
desvantagens a turbidez das amostras que pode interferir na penetracdo de radiacdo UV, menor eficiéncia de
geracdo estequiométrica de *OH e os interferentes podem absorver a radiagdo UV (KOMMINENI et al.,
2000). Ademais, as limitagdes do armazenamento e do manuseio devido a seguranca fazem com que o
oxidante H.O- seja menos favorecido (SHARMA et al., 2015).

Chen et al. (2006) observaram uma diferenca entre a remocdo da atividade estrogénica e reducdo do composto
de origem, o BPA por UV/H;0,, com isso os autores levantaram a questdo da presenca de subprodutos de
oxidacdo que podem apresentar atividade estrogénica.

Chen et al. (2007) comprovaram que o tratamento com UV/H,0, diminuiu a atividade estrogénica de uma
mistura de DE (BPA, nonilfenol, E2 e EE2) com concentragdes ambientais relevantes variando de 200 a 40000
ng.L™* em &gua ultrapura e em agua de rio, cujas condi¢des foram com radiagdo UV menor que 1000 mJ.cm™
e concentracdo de H,O, em 10 mg.L™. Os autores observaram também que a remogéo da atividade estrogénica
foi mais lenta na 4gua de rio em comparacao com a agua ultrapura.

ConcentragOes altas de H,O, podem gerar subprodutos téxicos quando utilizado em &agua ultrapura e em
efluente tratado para a remocdo de BPA, tal estudo foi realizado por Richard et al., (2014) que trataram 0,1
mg.L* de BPA com 1 g.L* de H;O; e observaram subprodutos citotdxicos apés 60 min. de reacdo em células
mamarias, porém nao apresentou atividade estrogénica, em contrapartida no efluente tratado ndo observou-se
efeito toxico.

Os processos de separacdo por membranas estdo ganhando cada vez mais espaco dentre os tratamentos
terciarios, especialmente para Estacdes de Tratamento de Aguas e Esgotos, visando o reiso com alto grau de
pureza. Nesse cendrio, membranas principalmente as de nanofiltragdo (NF) e de osmose inversa (Ol) vem
sendo utilizadas na remogdo de sélidos dissolvidos, carbono orgénico e ions inorganicos (BELLONA et al.,
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2004). No caso dos micropoluentes, como os desreguladores enddcrinos, farmacos, pesticidas, as membranas
de Ol e NF também estdo sendo utilizadas (YANGALI-QUINTANILLA et al., 2009; YUKSEL et al., 2013;
SADMANI et al., 2014). Se baseiam no principio de que os componentes de uma mistura liquida ou gasosa, de
acordo com suas caracteristicas moleculares, passam seletivamente através de uma membrana, organica ou
inorgénica, sob determinadas condi¢des operacionais (HARBERT et al., 2006).

Dentre 0os PSM destacam-se a microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa
(OI) que podem ser compreendidos como um aperfeicoamento dos processos de filtracdo classicos que
utilizam meios filtrantes (membranas) cada vez mais fechados, ou seja, com poros cada vez menores. Assim
para obter fluxos de permeados economicamente viaveis, é necessario aumentar a pressao de operacado, quando
se vai da MF para a Ol (HARBERT et al., 2006). Portanto, muitos fatores devem ser considerados nos PSM
como as caracteristicas fisico-quimicas dos componentes a serem removidos, mecanismo de transporte e efeito
de matriz (HARBERT et al., 2006; CHON et al., 2012). E a seletividade da membrana pode estar relacionada
aos seguintes mecanismos: exclusdo por tamanho, repulsdo eletrostatica, adsor¢do, difusdo, interacdo soluto-
soluto e fouling. Contudo, para que haja a aplicagdo do PSM é necessario, também, um estudo sobre as
propriedades da membrana que serd utilizada no sistema.

Diferentes tipos de materiais sdo utilizados na produgdo de membranas, contudo as membranas poliméricas
sdo as mais utilizadas para remogdo de micropoluentes em éaguas e efluentes, pois estas possuem menores
custos, sdo bastante versateis quanto a conformagdo e possuem alto desempenho de separacdo (HABERT et
al., 2006).

A remogdo de micropoluentes por processos com membranas tem sido objeto de investigacdo, especialmente
as de Ol e NF que conseguem reter particulas de 10 e 100 Da, respectivamente (HARBERT et al., 2006). A
remocao ocorre porque a maioria dos micropoluentes possuem tamanhos de molécula variando de 200 a 400
Da (SUI et al., 2010). Quando se compara a eficiéncia de remogdo de membranas de Ol e NF, percebe-se que
as primeiras conseguem reter um maior nimero de micropoluentes, pois ndo tem poros (HARBERT et al.,
2006). Entretanto, as membranas de NF possuem outras especificidades que viabilizam seu uso, como a
eficiéncia de retencdo bem proxima as de Ol, a possibilidade de se trabalhar com maiores vazdes e/ou menores
pressdes, menor incidéncia do fendmeno fouling (YANGALI-QUINTANILLA et al., 2010; CARTAGENA et
al., 2013; SHANMUGANATHAN et al., 2015).

Os micropoluentes podem ser separados em alguns grupos conforme seus valores de pKa e log Kow:
compostos neutros hidrofilicos, neutros hidrofdbicos, i6nicos hidrofilicos e idnicos hidrofébicos (YANGALI-
QUINTANILLA et al., 2009). Neste sentido, para uma membrana hidrofilica e de carga negativa, o fendmeno
fouling como consequéncia do processo acaba ajudando a reter mais facilmente espécies neutras hidrofébicas
(pois a torta formada na superficie da membrana serve como uma barreira adicional) e idnicas hidrofilicas (por
causa da repulsdo eletrostatica) adsorvem mais facilmente compostos neutros hidrofilicos (LINARES et al.,
2011).

A osmose inversa € um processo de separacdo por membranas quando se deseja reter solutos de baixa massa
molar, como sais inorgénicos ou pequenas moléculas de glicose. Por serem membranas mais fechadas, tem
maior resisténcia a permeagéo, com isso necessitam de pressdes de operacdo mais elevadas. Tal procedimento
recebe este nome porque o fluxo do permeado é no sentido inverso do fluxo osmético (HARBERT et al.,
2006).

As membranas de Ol ndo sdo porosas e o fluxo de permeado é de natureza difusiva, sdo resistentes a ampla
faixa de pH, altas temperaturas e a presenca de produtos custicos. Sdo aplicadas na dessalinizacdo de aguas
salobras e do mar, no tratamento de agua, na producdo de &gua ultrapura, no tratamento de &guas duras, na
indUstria alimenticia, entre outras aplicagdes. A Ol também pode ser usada em combinagdo com outros
processos de separagdo, como a ultrafiltracdo, a destilacdo e a pervaporacdo, assim se tornam mais eficientes
do que quando usadas isoladamente (HARBERT et al., 2006).

Yiiksel S. et al. (2013) avaliaram a remogdo de 50 mg.L' BPA de agua ultrapura por diversos tipos de
membrana, através de parametros como coeficientes de permeabilidade da agua, rejeicdo de BPA e fluxo do
permeado. As membranas de Ol feitas de poliamida apresentaram melhores resultados do que membranas de
celulose, obtendo rejeigdo quase completa (>98) do BPA. Os autores concluiram que membranas de acetato de
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celulose ndo apresentam boa rejeicdo para o BPA, pois obtiveram uma rejeicdo baixa (10-40 %) quando
comparada com a da membrana de poliamida (>98).

Sahar et al. (2011) compararam a remogao de 11 micropoluentes por Ol apos dois tipos de sistemas: BRM e
LAC/UF (sistema hibrido de lodo ativado convencional e ultrafiltracdo). Os autores chegaram a concluséo de
que, mesmo havendo alta eficiéncia de remocdo (> 93%), ainda foram encontrados vestigios do BPA, na
corrente do permeado (28-223 ng.L™) em decorréncia da adsorgdo na membrana. Essas concentragdes a niveis
de tracos sugeriram que o emprego de Ol ndo é efetivo e que se deve buscar outros processos como adsorcao
em carvdo ativado e processos oxidativos avangados.

Um fendmeno que acontece muito em membranas de Ol é o fouling que pode ocorrer por via fisico-quimica
ou biolégica, assim como por precipitacdo quimica de sais. O fouling quimico é causado pela adsor¢do de
materiais organicos (geralmente acidos humicos) na superficie da membrana, a qual pode ser sintetizada por
material polimérico, como por exemplo de poliamida, hidrofoébico e com propriedades idnicas. Essa adsorgao
quimica, ocasionada pela presenca de orgéanicos, modifica a estrutura interna das membranas, na qual os
espacos intermoleculares sdo preenchidos por componentes hidrofébicos diminuindo o efeito difusivo da dgua
e facilitando a passagem de compostos de elevados Log Kow (LI et al., 2008).

Linares et al. (2011) concluiram que compostos neutros hidrofébicos tiveram mais rejei¢des em membrana
com fouling devido a maior hidrofibicidade fornecida por uma camada de incrustagdo e o aumento da
capacidade de adsorcdo dos compostos hidrofilicos reduzem a passagem dos compostos hidrofébicos.

Diante do exposto, propde-se nesse trabalho o estudo da degradacdo e remogdo do bisfenol-A, comumente
encontrado em matrizes aquosas e classificado como desregulador enddcrino (DE), por processo oxidativo
avancado e membrana de osmose inversa.

MATERIAIS E METODOS

¢ Processo oxidativo avangado - UV/H202

Para o tratamento com POA, utilizou-se a radiacdo ultravioleta combinada com peréxido de hidrogénio
(UV/H202), com o intuito de degradar o BPA seguindo um planejamento experimental fatorial de dois niveis
com trés parametros quantitativos que sdo, a concentracdo de micropoluente, a dose de radiacdo UV e a
concentracgdo de peréxido de hidrogénio, com triplicata do ponto central. Utilizou-se o software Design Expert
6.0 para o desenvolvimento do planejamento experimental. Para tal, foi planejado um sistema fechado, tipo
uma camara escura contendo uma lampada de UVC de 20W (Figura 1), com intensidade de 6,8 Wm (medida
por radiémetro Delta ohm HD2012.2) em 254 nm, a dose de UV é obtida em kim? em funcéo da area de
exposic¢do a radiacdo, calculada segundo a Equagdo 1. Os tempos de exposi¢do foramde 1, 1,5e 2 h.

Energia ()
Area (mz“_l

Dose de UV = equacéo (1)

A fim de promover agitacdo mecanica da solugdo de 500 mL de agua ultrapura dopada com BPA e H;0, em
placa de petri grande com capacidade para 500 mL de solucéo, utilizou-se agitador magnético (lab-discwhite,
IKA®) e barra magnética (Figura 1). O volume total a ser tratado para todas as condi¢Bes experimentais
investigadas foi 500 mL, destinados a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ao ensaio YES. As
condig0es investigadas utilizam concentragcdes muito baixas de H»O», portanto ndo foi necessario a paralizagéo
da reacdo, visto que as concentra¢des utilizadas inicialmente ndo foram detectadas em espectrofotdmetro. Os
experimentos foram realizados partindo de solug@es estoque na concentragdo de 10 mg.L* de BPA diluidas
em éagua ultrapura e para 0 H,O, a concentracdo da solugdo estoque utilizada foi de 50 mg.L* em éagua
ultrapura. Os experimentos seguiram conforme escrito a seguir:

Concentracdo do BPA=1,55¢ 10 pg.L™%;

Dose de UV = 24,48 (1 h), 36,72 (1,5 h) e 48,96 kJ.m? (2 h);

Concentracédo de H,0, = 10, 55 e 100 pg.L™.
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Figura 1: Sistema de tratamento para POA com UV/HzOz. O sistema conta com: (a) lampada de UVC,
(b) agitador magnético, (c) placa de petri, (d) barra magnética, (¢) cAmara escura

e Processo de Separacdo por Membranas - Osmose Inversa

O PSM utilizado nesse trabalho objetivou a remocéo de BPA por membranas de osmose inversa (TW30-4040,
poliamida, DowFilmetec) em escala de bancada. A membrana utilizada é hidrofilica de carga negativa.
Devido ao fato de estar trabalhando com micropoluentes em baixa concentragdo desenvolveu-se um sistema de
separa¢do o dead-end, no qual todas as pecas, que estivessem em contato com o efluente, fossem de ago-inox,
isso tudo para minimizar possiveis contaminages. O sistema conta com: (a) cilindro de gas nitrogénio
pressurizado, (b) dois mandmetros (saida do cilindro de gas e na célula de separacao), (c) célula de separagao,
com volume (til de 2 L, (d) canal de entrada da amostra, (e) canal de saida do concentrado, (f) canal de saida
do permeado, (g) valvula de escape de ar, (g) agitador magnético - IKA® CG-MAG MS7 - e (h) balanca
analitica - Gehaka BK 3000 — (Figura 2)

Figura 2: Sistema dead-end para PSM com membranas de Ol (adaptado de: SILVA, 2016).

O sistema de separacdo contém em sua parte interna um espacador de aco-inox acoplado & célula, sem contato
direto com a membrana, de forma a possibilitar sua retirada para limpeza, uma barra magnética, para promover
turbuléncia e mistura do concentrado, bem como a diminui¢do de problemas de incrusta¢fes e um suporte para
a membrana em meio poroso de ago-inox. Com o auxilio de uma balanga analitica foi possivel captar os
valores de tempo/massa e com isso enviados diretamente para um computador, de forma a tratar os dados
recebidos em 0,100 s/g. Dessa forma, foi possivel construir as curvas fluxo (J) x tempo (t) de todos os
processos conduzidos. Para a obtengdo do J, seguiu-se a Equagdo 2 na qual a area efetiva de separagdo era de
86,5 cm?. Para o volume, considerou-se a densidade da agua (1 g.mL™), sendo cada grama, registrado pela
balanca, convertido para um mL de volume.

V(L)

1= Sadem

equacao (2)

Foram realizados ensaios com 10 pg.L™* de BPA em agua ultrapura com recuperacgdo de 60% a 5, 10, 15 e 20
bar de pressdo. Ao final do tratamento dois frascos com 500 mL de permeado cada, foram coletados para
posterior analise em CLAE e ensaio YES. O concentrado também foi coletado e analisado da mesma forma
gue 0 permeado. Portanto para a obtencdo desse volume de permeado foram filtrados 1,83 L para uma
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recuperacdo de 60%, conforme a Equagdo 3, onde Rec (%), Qp e Q sdo percentual de recuperacéo, vazdo do
permeado e vazdo da alimentacéo, respectivamente.

Rec (%) = %’ x 100 equacéo (3)

e Procedimento de preparacdo das amostras para CLAE e YES

Tanto as amostras que foram tratadas com UV/H;O; e as que passaram pelo processo de separacdo por
membranas de osmose inversa receberam o mesmo preparo antes das analises pelo ensaio YES e CLAE. A
metodologia de extracdo e de eluicdo foram baseadas na descrita por Rodrigues (2012), assim todas as
amostras tiveram o pH ajustado para 2 com 4&cido cloridrico P.A (HCI). A extragdo foi a do tipo EFS,
empregando-se o cartucho Strata-X (C18) 500 mg/6 mL, fabricado pela Phenomenex®, em Manifold Agilent -
VacElut 12 - com a passagem de 500 mL de amostra. No condicionamento passou-se 5mL de acetato de etila,
5 mL de metanol e 5 mL de &gua ultrapura sequencialmente no cartucho com o auxilio de uma bomba de
vacuo e o manifold. Ap6s o condicionamento, passaram-se 500 mL da amostra pelo cartucho com uma vazéo
de aproximadamente 4 mL/min. Realizou-se o clean-up com 10 mL de agua ultrapura acidificada (pH 2).
Enfim foi realizada a eluicdo com a passagem de duas fragdes de 3mL de acetato de etila, com isso os eluatos
foram recolhidos em frascos de 10 mL e submetidos a secagem com o auxilio de uma bomba a vacuo e
ressuspendidas com 2 mL de etanol, para as amostras destinadas ao ensaio YES ou com 1 mL de acetonitrila
para as destinadas a CLAE. A etapa de extra¢do concentra os analitos e por isso deve-se realizar o calculo da
concentragdo inicial de cada amostra destinadas & CLAE e ao ensaio YES, seguindo as equacdes 4 e 5,
respectivamente. R, Vres. e Vext. sdo a resposta obtida pelo equipamento de CLAE, o volume de ressuspensao
e 0 volume de extracao, respectivamente.

. . R xVres ~
[Micropi] = Fr— equacéo (4)
EqE = R;::S equacio (5)

Onde EQE é equivalente de estradiol e [Microp i] é a concentragcdo do micropoluente na amostra inicial

e Meétodos analiticos

O equipamento CLAE utilizado foi o fabricado pela Water’s Corporation®, com o auxilio do software
Breeze2. A metodologia implementada para deteccdo e quantificagdo do BPA baseou-se no trabalho
desenvolvido por Sharma et al. (2015), porém otimizado e implementado pelo autor que empregava Novapak
PAH (4,6 x250mm, 5 micras) como coluna cromatogréfica.

O método de detecgdo e quantificacdo do BPA tem como fase movel 60% de acetonitrila e 40% de H,O
ultrapura em modo isocratico, com volume de injecdo de 20 pL e uma vazdo de 1 mL.min? em 40°C.
Comprimentos de onda de excitacdo de 223 e 300 nm de emissdo, com tempo de 8 minutos de corrida. As
curvas de calibragdo foram adquiridas pela injecdo de um padrdo, contendo aproximadamente 1,0 mg.L* do
BPA, sendo que as diluicbes em cinco concentra¢des foi automaticamente proporcionada pelo aparelho.

A curva dose-resposta do padrdo BPA foi determinada pelo ensaio in vitro YES na faixa de 24750 a 12,09
ugLl. Todas as etapas, necessarias a determinacdo da atividade estrogénica, foram conduzidas a partir do
ensaio in vitro YES desenvolvido por Routledge e Sumpter (1996) e otimizado por Bila (2005). Os resultados
da atividade estrogénica dos compostos sdo expressos em poténcia relativa (PR) que elucida a resposta real
obtida em relagéo ao controle positivo (E2) e essa determinacdo é feita com base nos valores de CE50 do
padrdo e da amostra, dividindo um pelo outro, respectivamente (BILA, 2005). Entdo quanto mais proxima de 1
a PR, maior serd o potencial estrogénico da substancia. O limite de detecgdo (LD) do método foi 10 ng.L ™.

Bergamasco et al., (2011) estimaram a atividade estrogénica a partir da PR dos valores de CE50, da amostra e
do E2. Ao comparar a resposta do bioensaio com as concentragdes dos compostos quimicos obtidas a partir da
analise quimica por CLAE foi possivel calcular a estrogenicidade estimada de cada amostra. Portanto a
estrogenicidade estimada foi calculada com base na concentracdo do composto multiplicado pela respectiva
PR e expressa em g de equivalentes de E2 por litro (EqE2, ugL™), conforme é apresentado na Equagéo 6.
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AE estimada = [Composto] x PR equacao (6)

Onde [Composto] € a concentragdo do composto determinado na cromatografia

RESULTADOS E DISCUSSAO
e Otimizacao da metodologia cromatografica

A validacdo da metodologia cromatografica para a determinacdo do BPA em matrizes aquosas pela analise por
CLAE/FLU foi realizada a partir da anélise dos valores de R, R? LD e LQ, bem como a equacéo obtida a
partir da curva analitica, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Valores de R, R2, LD e LQ e a equacdo obtida a partir da curva analitica do BPA

Equacéo Tr (min) R R2 LD (ugL™) LQ (ugL™h

y = 21700 x - 839000 3,804 0,999737 0,999474 2,9 125

LD = Limite de deteccéo; LQ = Limite de quantificacéo

e Atividade estrogénica do micropoluente bisfenol-A

O micropoluente estudado apresentou atividade estrogénica na faixa de 24750000 a 12090 ng.L™, com isso
podemos dizer que o BPA menos estrogénico, no ensaio YES, quando comparado ao controle positivo (E2),
pois é necessario que esteja em concentragdes mais altas para possuir uma atividade estrogénica semelhante a
do E2, como pdde-se observar na Figura 3.

4'5 T T T T T T T T T
B Controle positive (E2) ® Controle negativo
40 4 BPA w Controle negativo T
35 - . I ialy i 4
3.0 4 J' _
E-|
g
8 25 1 -
m
2
"I.D - -
(=]
Y R -
=T [ ]
] 1iprszzzzees |
—— PR30 FEPTITYVIITY
:)IE - -
0.1 1 10 100 1000 10000 1000001000000 1ET 1E%

| Cuncentragﬁu(ng.L"} I

Figura 3: Curva dose-resposta do padrdo E2 (2724 a 1,33 ng.L) e do BPA (24750000 a 12090 ng.L™?)
obtidas pelo ensaio YES

A Tabela 3 apresenta os valores de CE50 e poténcia relativa, obtidos pelo ensaio in vitro YES do BPA e o
CES50 do padréo E2.

Tabela 3: Valores de CE50 e poténcia relativa dos compostos no ensaio YES

Substancia CE50 (ng.LY) PR
E2 47 (£0,03) -
BPA 390973,3 (+10) 1,5E-04 (+1,4E-05)

O composto BPA se mostrou menos estrogénico que o controle positivo E2, apresentando uma poténcia
relativa de 1,5 x10, o que vai de encontro com diversos autores (BERESFORD et al., 2000; RUTISHAUSER
et al., 2004; BECK et al., 2006). Porém, ainda assim esse desregulador enddcrino é responsavel por efeitos
negativos aos seres vivos, como por exemplo, cancer de préstata, sindrome do ovario policistico e aumento da
liberacdo de prolactina em mulheres (TESKE e ARNOLD, 2008), diminuicdo da qualidade do esperma e
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inducdo da sintese de vitelogenina em peixes (HATEF et al., 2012), efeitos na expressdo do gene GnRH e no
desenvolvimento embrionario de peixes (LEE et al., 2012). Vale ressaltar que sd0 numerosos 0s mecanismos
de acédo propostos para 0 BPA e 0 ensaio YES avalia a atividade estrogénica pelo mecanismo classico, onde
um desregulador enddcrino estrogénico se liga e ativa receptores intracelulares, porém ainda existem os
mecanismos ndo gendmicos através da ligagdo a receptores de membrana, o que pode também resultar em
efeitos negativos aos seres vivos. Além disso, conforme relatado por Kolle et al., 2010 o BPA possui atividade
antiandrogénica, ou seja, bloqueia os receptores de androgénios causando um outro tipo de desregulagdo
enddcrina.

e Degradacdo do BPA por H202/UV e as atividades estrogénicas, observada e estimada

Os ensaios de degradacdo do BPA por HO,/UV foram realizados de acordo com um planejamento
experimental fatorial com triplicata do ponto central. A Tabela 4 apresenta os resultados da degradacdo do
BPA por H,0,/UV e a atividade estrogénica remanescente de cada experimento.

Tabela 4: Percentual de remocgao do BPA em agua ultrapura apos tratamento com H202/UV e as
atividades estrogénicas, observada e estimada.

AE observada pelo

Exp. [BPA]i  Dose de UV [H207] [BPA]f Remogzo (%) ensaio YES AE estimada
(ugL™) (kIm'?) (mgl™)  (ugl™) (EGE2, gL (EqE2, ugL™)
1 1 24,48 10 0,95 4,25 ND 0,00014
2 1 24,48 100 0,87 13,32 ND 0,00013
3 1 48,96 10 0,83 16,80 ND 0,00012
4 1 48,96 100 0,53 46,25 0,0016 0,00008
5 10 24,48 10 7,94 20,56 0,00042 0,0012
6 10 24,48 100 6,82 31,80 0,00056 0,0010
7 10 48,96 10 8,24 17,60 0,00039 0,0012
8 10 48,96 100 5,13 47,75 0,00036 0,00077
9 55 36,72 55 3,32 39,63 0,00043 0,00062
10 55 36,72 55 3,04 44,75 - -
11 55 36,72 55 3,23 41,25 - -

Exp.; Experimento, AE: Atividade estrogénica; ND: Nao detectado.

A concentracdo de H>O- e a dose de radiacdo UV influenciaram positivamente na degradacdo do BPA tanto
nas concentracdes baixas quanto nas altas estudada. As melhores remocdes do BPA ocorreram nos
experimentos 4 e 8, conforme observado na Tabela 4. Em ambos os experimentos, a dose de radiacdo UV é a
mesma, 48,96 KIm2, sendo que no experimento 4, a relacdo massica [BPA]:[H20] é 1:100 e no experimento
8 € 1:10 e vale ressaltar também que as variaveis radiagdo UV e concentragao de H>O, empregavam 0s seus
maiores niveis.
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A relacdo massica [BPA]:[H20;] de 1:1 nos experimentos 5 e 7 com a variagdo da dose de radiacdo UV
apresentaram resultados muito similares, contudo ndo € a ideal, pois indica a necessidade de mais radicais
hidroxilas para oxidarem o BPA. Nesses testes a dose de radiacdo UV pouco influencia nessa degradacéo do
BPA. Esta afirmativa esta de acordo com a literatura, diversos estudos mostram que somente a radiagdo UV
pouco afeta na degradacdo do BPA, sendo necessarias doses muito elevadas para adquirir bons resultados,
com isso acarretando em alto gasto energético (ROSENFELDT e LINDEN, 2007; CHEN et al., 2006;
NEAMTU e FRIMMEL, 2006; OLMEZ-HANCI et al., 2015; SHARMA et al., 2015). Deste modo, mesmo
com aumento da dose de radiacdo UV, ndo sdo gerados radicais hidroxila suficientes e a remocdo nao é
satisfatoria (ROSENFELDT e LINDEN, 2007).

Os experimentos 1, 2 e 3 apresentaram os piores resultados de remocdo do BPA, provavelmente devido a
variavel concentragdo de BPA estar no seu menor nivel, 1 pg.L™, com isso ndo favoreceu a cinética da reagéo
de oxidagdo dessa substdncia (SHARMA et al., 2015).

No experimento 4, os valores de AE observada, obtida a partir do ensaio YES, e a estimada, obtida a partir da
Equacéo 6, apresentaram uma diferenca entre os seus valores, portando pode-se dizer que possivelmente
houve a formacédo de subprodutos de degradacéo estrogénico do BPA. Segundo o estudo de Olmez-Hanci et al.
(2015), os subprodutos de degradacdo do BPA por H202/UV sédo os acidos oxalico, succinico e fumarico que
influenciam no aumento da atividade estrogénica e durante o tratamento podem ser formados e no final nao
estarem mais presentes na amostra.

As interacOes das variaveis, dose de radiacdo UV, concentracdo de BPA e concentracdo de H2O2, na remocéo
do BPA, nas amostras tratadas, pode ser avaliada perante a construgdo do grafico cubo (Figura 4). A
significancia estatistica dos fatores e de suas interacdes foram analisadas perante a equacédo da reta construida
pelo programa Design Expert 6.0 (Tabela 5), com as devidas otimizacGes. A equacdo da reta, relativa a
resposta, bem como o R e o R2 fornecidos, através do planejamento experimental, estdo expostos na Tabela 5.

DESIGN-EXPERT Plot Cube G raph
Remogé&o Remocéo
X = A: Concentragdo de BPA

Y = B: Concentracdo de H202
Z = C: Dose de UV 46.25 ar

« BT | 13.75 30.25
[e]
o
I
o
T
o
L]
g
‘E 15.75 17.2 C+
1
o
c
8 / C:Dose de UV
o
B- 4.25 20.75 C-
A A+

A: Concentracdo de BPA

Figura 4: Gréfico cubo que relaciona a concentracdo de BPA, a concentracdo de H202, a dose de UV e a
remocao.

A partir do grafico cubo, apresentado na Figura 4, péde-se visualizar que as melhoras respostas, ou seja, a
maior remocdo foi alcancada empregando os maiores niveis dos trés parametros que foi de 47,75% e a
segunda melhor resposta (46,25%) diferenciou apenas na concentragdo de BPA que foi a menor utilizada. A
pior resposta (4,25%) se deu quando empregados os menores niveis e ao diferenciar apenas a concentracéo de
BPA colocando-a no seu maior nivel a remocdo aumenta para 20,75%, ou seja, a cinética de reacdo é
favorecida.

Tabela 5: Equagéo da reta (em fatores codificados), R? e R obtidos a partir do planejamento
experimental para o BPA

Equacdo linear (fatores codificados) R2 R

Y =+24,50 + 4,50A + 10,00B + 7,25C - 3,75AC + 5,25BC 0,9912 0,9803

A = Concentragdo de BPA; B = Concentracdo de H,O,; C = Dose de UV; AC = Concentragdo de BPA . Dose de UV; BC = Concentragdo
de H,0, . Dose de UV
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No modelo proposto as interacbes AB e ABC ndo apresentaram significAncia de 95%, por isso foram
removidas da equacdo (Tabela 5). As varidveis apresentaram resposta positiva na remogao de BPA, ou sgja,
guanto maior os seus valores, maior sera a remocdo de BPA. Em contrapartida, a interacdo AC apresentou
uma resposta negativa a remocdo de BPA, que significa que as piores respostas de remocgdo sdo quando
emprega-se os menor valor de concentracdo de BPA e de dose UV. Ja a interagdo BC foi positiva, ou seja,
guanto maior o valor desses parametros (H202/UV) maior sera a remogéo de BPA.

Por fim, pode-se afirmar que os resultados obtidos, a partir do planejamento experimental, indicam a
necessidade de novos testes empregando maiores faixas de concentracdo de BPA e consequentemente maiores
concentracdes de peroxido de hidrogénio e tempo de radiacdo UV, a fim de se promover a total remocdo do
BPA.

e Remogdo do BPA por membranas de Osmose Inversa e as atividades estrogénicas, observada e
estimada

A Ol é um método bastante utilizado quando se quer remover particulas com massa molar muito baixa ou
maiores que 200 g.mol* (HARBERT et al., 2006), portanto optou-se pela TW30, por ser uma membrana de
poliamida para a remocdo de BPA em agua ultrapura. Inicialmente, foram realizados a compactacdo da
membrana e para avaliar a eficiéncia da membrana perante a rejeicdo de sal, uma solugdo salina de 2 g.L™* de
NaCl foi conduzida a pressdo de 20 bar (conforme especificacdo do fabricante, na qual a TW30 retém 99% de
sais a pressdes de até 41 bar). Os fluxos (J) foram medidos nas pressdes de 5, 10, 15 e 20 bar em agua
ultrapura e com a permeacéo da solucdo de BPA. A Figura 4 apresenta o grafico de fluxo da membrana TW30
(L.m2.h"Y) por tempo (h) com é&gua ultrapura e com solucédo de 10 pg.L™? de BPA nas pressdes 5, 10, 15 e 20
bar.

200 -+
== F|uxo com agua ultrapura a
180
20 bar
160 - === F|Ux0 com sol. BPA 10 pg/La
140 PRORY, VIVIVIVIVIVAY 20 bar
\M_A ===Fluxo com agua ultrapura a
& 120 D@ o e 15 bhar
E_ . . .___,__..__.__.-.__.-.__J_.__J._—:——r._.-._
£ 100 - —@—Fluxo com sol. BPA 10 pg/L a
= 15 bar
780 S
Fluxo com agua ultrapura a
60 - 10 bar
40 - Fluxo com sol. BPA 10 ug/La
3 L g 10 bar
20 - . .
=—#—Fluxo com agua ultrapuraa 5
0 T T T T T 1 bar
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 =—=—Fluxocom sol. BPA 10 ug/La
5bar
Tempo (h)

Figura 4: Fluxos com agua ultrapura e com a solucédo de 10 pg.L* BPA nas pressdes de 5, 10, 15 e 20 bar

Observou-se que os fluxos, da solugdo de BPA e agua ultrapura, ndo variaram muito quando estabilizados nas
pressoes estudadas que foram 5, 10, 15 e 20 bar, com isso obtiveram valores proximos a 145, 120, 70 e 35 Lm-
2n1, respectivamente, com isso pode-se dizer que a membrana utilizada se adequou as condigGes utilizadas e a
amostra estudada.

Os resultados de remocdo da solucdo de BPA pela membrana de Ol e das atividades estrogénicas, observada e
estimada estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Percentual de rejeicdo da membrana TW30 a solucéo de 10 pg.L* de BPA nas pressdes
estudadas e as atividades estrogénicas, observada e estimada.

Amostras [BPA]i [BPA]f Rejeicdo  AE observada pelo ensaio AE estimada
(hg.LY) (Hg.LY) (%) YES (EQE2, pg.L™) (EQE2, pg.L™)
Branco <LD <LD <LD <LD <LD

Permeado a 5 bar 9 2,50 72,23 <LD 0,00037
Permeado a 10 bar 9 3,09 65,67 <LD 0,00046
Permeado a 15 bar 9 1,42 84,20 <LD 0,00021
Permeado a 20 bar 9 2,10 76,64 0,00049 0,00032
Concentrado a 5 bar 4,10 0,00089 0,00062
Concentrado a 10 bar 4,45 <LD 0,00067
Concentrado a 15 bar 8,45 0,012 0,0013
Concentrado a 20 bar 3,68 0,00047 0,00055

AE = Atividade estrogénica

A melhor rejeicdo foi alcancada na pressao a 15 bar com 84,20%, porém a membrana utilizada apresentou na
sua caracterizacdo um percentual de rejeicdo por sal de 92%, com isso podemos dizer que para a rejeicdo do
BPA em baixas concentracGes pela membrana TW30 nao foi efetiva.

Em relacdo a estrogenicidade somente na amostra coletada a 20 bar apresentou atividade estrogénica
observada, devido a pressdo ser mais alta fez com que houvesse uma possivel adsorcdo do BPA na membrana.
Porém nas amostras coletadas a 5 e 10 bar a concentracdo final presente é maior que em 20 bar e ndo
apresentaram atividade estrogénica observada, tal acontecimento pode ser explicado devido a possiveis erros
experimentais no CLAE ou contaminagdo amostral. O mesmo acontecimento se repete nas amostras
concentradas, pois a que foi coletada a 10 bar ndo apresentou atividade estrogénica observada, j as que foram
coletadas a 5 e 20 bar e que apresentaram concentra¢fes menores, essas sim apresentaram estrogenicidade.

Ao comparar a atividade estrogénica observada e estimada da amostra concentrada coletada a 15 bar, os
valores se mostraram muito diferentes, em virtude disso por ser um tratamento onde ndo ocorra nenhuma
oxidacdo induzida pode-se dizer que houve uma contaminacdo no condicionamento e armazenamento da
amostra, ou talvez o transporte das amostras até o local de analise possa ter ocasionado a degradagdo do BPA
em subprodutos estrogénicos.

CONCLUSOES

O BPA é 1,5x10* menos potente que o E2, a partir do ensaio in vitro YES. No entanto, é considerado um
desregulador enddcrino e responsavel por efeitos negativos aos seres vivos. Portanto, dentre 0os mecanismos de
acdo que o BPA pode ser estudado, os ndo gendmicos agem através da ligacdo a receptores na membrana, o
que pode também resultar em efeitos negativos aos seres vivos, com isso essa seria uma alternativa para um
estudo em que 0 BPA possa ser mais potente.

O maior valor de remogédo foi alcancado com a relagdo maéssica [BPA]:[H20,] de 1:10 com 48,96 kJm™2.
Ademais quando a relagdo [BPA]:[H20-] foi 1:100 com 48,96 kJm observou-se uma remogdo semelhante. A
maioria dos experimentos apresentaram AE, porém vale ressaltar que em um experimento, os valores de AE
observada e estimada, apresentaram diferencga entre os seus valores, portando possivelmente tenha ocorrido a
formacéo de subprodutos de degradag&o estrogénico do BPA.

O percentual de rejeigdo ndo foi efetivo para concentragdes baixas de BPA, que teve como valor maximo de
84,20%, quando utilizada a uma pressdo de 15 bar. Em relacdo a estrogenicidade somente uma amostra
coletada no permeado apresentou atividade estrogénica observada.
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