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Resumo - Desreguladores endécrinos (DEs), sdo substincias que mesmo em baixas concentragdes
possuem a capacidade de imitar ou bloquear os hormdnios naturais, gerando respostas ou estimulos
indesejdveis a saide humana. Dentre os DEs, o estrogénio natural estrona (E1) possui maior excrecdo
didria, cerca de 3,9 pg/d para os homens e 8 pg/d para mulheres. A descarga dos efluentes, contendo
DEs, acarreta na contaminacdo de mananciais de captacdo, chegando até as Estacdes de Tratamento de
Agua (ETA). Portanto, o estudo analisa a cloragio (método mais utilizado na etapa de desinfecgio em
ETA), com o objetivo de remover a atividade estrogénica causada pelo E1. As amostras de d4gua dopada
com 1 pg.L'de El, foram concentradas pelo método de extracdo em fase sélida (SPE). A andlise da
remogao foi realizada pelo teste YES (Yeast Estrogen Screen), no qual usa-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae modificada, que ao entrar em contato com substancias com atividade estrogénica, metaboliza
o composto cromogénico clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosina (CPRG) adicionado no teste,
alterando a cor de amarelo para rosa. Como resultados, tém-se que a cloragdo com 5 mg.L™! no tempo
de contato de 1 minuto, obteve a melhor remog¢do (98,0%) da atividade estrogénica. Sendo a faixa de
remogdo de 16,5 a 98,0%, para diferentes tempos de contato e doses de cloro.

Palavras-Chave — Hormonio, teste YES, cloragio, qualidade da dgua.

THE USE OF CHLORINATION IN REMOVING THE
ESTROGENICITY OF ESTRONA

Abstract — Endocrine disrupters (EDs), are substances that even at low concentrations have the ability
to imitate or block natural hormones, producing unwelcome responses or stimuli to human health.
Among the EDs, the natural estrogen estrone (E1) has the highest daily excretion, about 3,9 pg/d for
men and 8 pg/d for women. The outflow of the effluents, containing EDs, causes the contamination of
sources of supply and reaching Water Treatment Plant (WTP). Within this context, the study analyzes
chlorination (the most used method in the disinfection stage in WTP), with the purpose of removing the
estrogenic activity caused by E1. Samples of water doped with 1 pug.L ™' of E1, were concentrated by the
solid phase extraction method (SPE). The removal analysis was performed by YES test (Yeast Estrogen
Screen), which the modified yeast Saccharomyces cerevisiae is used. When in contact with substances
with estrogenic activity, the yeastmetabolizes the chromogenic compound chlorophenol red-f-D-
galactopyranosin (CPRG) added in the test, changing the color from yellow to pink. As result,
chlorination with 5 mg.L! at the contact time of 1 minute resulted in the best removal (98,0%) of the
estrogenic activity. Being the strip of removal from 16.5 to 98.0%, for different contact times and doses
of chlorine.

Keywords — Hormone, YES test, chlorination, water quality.
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1 Introducao

Desreguladores enddcrinos (DEs) s@o substincias que, mesmo em baixas concentra¢des
(encontrados na ordem de ng e pug na matriz aqudtica), possuem a capacidade de imitar os
hormoénios naturais, gerando respostas ou estimulos indesejdveis no corpo, prejudicando a
saiude humana. Cita-se como efeitos causados por essas substancias: interferéncia na
reproducdo; aumento do risco de cancer; perturbacdo do sistema nervoso e imunoldgico
(USEPA, 2017).

Diversas substancias sdo classificadas como desreguladores enddcrinos, dentre elas os
hormonios sintéticos, como o 17a-etinilestradiol, e os naturais, como o 17f3-estradiol, estrona e
o estriol (BILA, 2005). O 17-estradiol (E2) € o estrogénio com maior atividade estrogénica,
sendo o estrona (E1) e o estriol (E3) seus derivados. Porém, quando quantificado, o E1 possui
maior excre¢do humana didria, na ordem de 3,9 pg/d para os homens e 8 pg/d para mulheres
durante a menstruacdo (JOHNSON et al., 2000).

Resende et al (2017) destaca os valores encontrados do estrona nas matrizes aquéticas, a
partir de estudos no Brasil e internacionalmente. A Tabela 1 apresenta as medianas e as

concentracdoes mdximas encontrada na literatura estudada.

Tabela 1 - Concentragdes de estrona (ng.L"!)) em diversas matrizes.

Dados Nacionais Dados Internacionais
Matriz
Mediana Maximo Mediana Maximo
Esgoto doméstico 715 (n=12) 4830 (n=12) 32 (n=31) 188 (n=31)
Efluente de ETE®" 2080 (n=3) 4130 (n=3) 11,4 (n=40) 200 (n=40)
Agua superficial 36,3 (n=21) 3500 (n=21) 3,8 (n=58) 141,6 (n=58)
Agua Tratada 35,1 (n=6) 3300 (n=6) 0,4 (n=2) 0,6 (n=2)
(1) ETE = Estagao de Tratamento de Esgoto Fonte: Resende et al. (2017).

n = nimero de dados.

As 4guas superficiais, principal fonte de abastecimento das Estagdes de Tratamento de
Agua (ETA), sio contaminadas diariamente pelas descargas dos esgotos domésticos, situagdo
preocupante no Brasil, visto que apenas 40,8% desses sdo tratados (SNIS, 2014).

Em relacdo a remoc¢ao do E1 em ETA, apds passar pela etapa de clarificacao, a literatura
cita uma baixa remog¢do de apenas 39% (LIMA, 2014). Atenta-se, portanto, para a etapa de
desinfeccdo, no qual a cloracdo é método mais utilizado, sendo esse um método promissor
devido a facilidade de reacdo do cloro com os grupamentos fendlicos, que constituem os

hormodnios naturais e sintéticos (AWWA, 2007). De acordo com Pereira (2011), relata-se a



remogao de 44% a 97% do El a partir da oxidagdo com o cloro, para tempo de contato de 10
minutos 2 1 mg.L! de cloro e tempo de 30 minutos & 6,4 mg.L! de cloro, respectivamente.
Além disso, relata-se a possibilidade de formagao de subprodutos, que também possuem
atividade estrogénica durante a cloracdo (PEREIRA 2011).

A quantificacdo da atividade estrogénica na matriz aqudtica, assim como a eficiéncia de
remog¢do da cloracdo, possuem alto grau de dificuldade, visto que os DEs se encontram em
baixas concentragdes e proximos ao limite de deteccdo dos métodos analiticos (FISCHER,
2013). Visto isso, atenta-se para a utilizagao do teste YES (Yeast Estrogen Screen), que possui
alta especificidade e sensibilidade para a deteccdo de substancias estrogénicas, identificando
todos os composto com essa atividade (produtos e subprodutos). Além disso, o teste possui a
capacidade de realizar anélises de grande nimero de amostras de maneira econdmica, sem usar
substancias radiomarcadas (BILA, 2005).

O teste in vitro YES quantifica a atividade estrogénica utilizando uma linhagem
geneticamente modificada de Saccharomyces cerevisiae, que indica compostos através da
interacao com o receptor de estrogénio humano (hER), o qual foi acrescentado em seu DNA. A
detec¢do da estrogenicidade acontece quando a levedura produz a enzima f-galactosidase, que
metaboliza o composto cromogénico clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosina (CPRG),
alterando a cor da amostra que serd identificada em espectrofotometria a 540 nm, sendo assim
comparada com uma curva dose - resposta (ROUTLEDGER & SUMPTER, 1996).

Nesse panorama, o estudo teve como objetivo pesquisar o uso da cloracido para remocao
da atividade estrogénica causada pelo estrona, identificando a melhor dose e o melhor tempo
de contato em condi¢des usadas em ETA. O teste YES foi utilizado para quantificar a atividade

estrogénica antes e depois da cloracdo, determinando a eficiéncia de remogao.

2 Metodologia

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados no Laboratério de Qualidade
Ambiental (LAQUA) do Departamento de Engenharia Sanitdria € Ambiental da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). O estudo iniciou-se com a implementacdo do Teste YES, que
foi possivel apds a confirmacdo da auséncia de contaminantes microbianos na levedura
modificada Saccharomyces cerevisiae, com a colaboragao da Dr. lara Furtado Santiago, e pelo
treinamento no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica (AquaTox) da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), sob supervisdao da MsC. Natalia Rezende e da professora Dr®. Ann Honor

Mounteer. Apds a implementagdo do teste, os ensaios de clora¢do foram realizados, seguidos



pela extracdo em fase solida das amostras, concentradas em nitrogénio gasoso sendo

posteriormente as mesmas analisadas no teste YES para a verificagdo de sua estrogenicidade.

2.1 Ensaios de Cloracao

A matriz utilizada nos ensaios de cloracdo foi uma amostra de d4gua de mina localizada
no Distrito de Torredes, pertencente a Juiz de Fora - Minas Gerais. Essa dgua foi escolhida pois
suas caracteristicas se aproximam da qualidade das dguas tratadas em ETA. A partir de uma
solu¢do mée de 100 mg.L!' em metanol (armazenada a 4°C em frasco Ambar), preparou-se uma
solucdo intermedidria de E1 (10 mg.L!). Essa solucdo foi usada para dopar a 4gua, deixando
essa com concentracdo final de 1 pg.L! de estrona (Sigma-Aldrich, 99.9% de pureza. Para a
cloracdo, as doses de hipoclorito de s6dio (Sigma-Aldrich, 10-15%) utilizadas foram de 0,5
mg.L! e 5 mg.L"!, ambos nos tempos de contato de 1 e 30 minutos. Além disso, como ponto
central, tém-se a dose de 2,75 mg.L‘l de cloro no tempo de 15,5 minutos. Os tempos foram
determinados de acordo com uma analise do anexo IV da Portaria 2914/2011, onde o maior e
o menor tempo de cloracio em ETA devem ser de 30 e 1 minuto, respectivamente. A dose de
cloro aplicada foi determinada de acordo com os valores de cloro residual, no qual o valor
minimo deve ser de 0,5 mg.L! e 0 mdximo de 5 mg.L"! de cloro na saida da ETA. Ambos os
ensaios foram realizados em duplicata, totalizando em dez ensaios de cloragao.

Primeiramente, a 4gua de mina foi caracterizada através dos parametros fisico quimicos
cor e turbidez. Apds a adi¢do do El, os parametros fisico quimicos analisados foram pH,
condutividade e temperatura.

Antes da aplicacdo do cloro, houve a calibracdo do mesmo, visto que a concentracdo de
cloro altera com a temperatura e com as condi¢des do ensaio. Portanto, foram simulados as
concentracdes dos ensaios em solugdes com dgua destilada, sendo o cloro total conferido com
o método DPD com o kit da Hach® antes de cada ensaio (PEREIRA, 2011).

Os ensaios foram feitos a partir da adi¢dao do cloro em 600 mL de dgua dopada mantida
sob agitacdo magnética. Apos o tempo de contato determinado, retirou-se 200 mL para a anélise
do pH, condutividade, cloro livre e cloro total. O cloro foi analisado utilizando o método DPD
com o kit da Hach® na faixa de 0,02-2,00 mg.L‘l de Cl,. Nos 400 mL restantes adicionou-se
metabissulfito de s6dio a 3% (m/v), na propor¢ao de 0,2 mL para cada 100 mL de amostra, a
fim de eliminar o cloro residual. Em seguida, retirou-se 100 mL para a determinacdo da cor,

turbidez, temperatura e os 300 mL restantes foram separados para a extragdo. Todos os



parametros foram lidos em triplicata, com excec¢do do cloro livre e total que foram lidos apenas

uma veEz.

2.2 Metodologia de Extracdo em Fase Sdlida

Com o objetivo de concentrar o El e detectd-lo no teste YES, utilizou-se a Extracdo em
Fase Solida (SPE) baseada na metodologia proposta por Pereira (2011), alterando apenas o
volume da amostra para 300 mL e a ressuspensao do analito em 1 mL de etanol, concentrando-
aem 300 vezes. A extragdo foi realizada utilizando cartucho C18 (Agilent Technologies, 500mg
de 6 mL), acoplado em um manifold de 20 posi¢des ligado a uma bomba a vacuo.

Para o condicionamento do adsorvente C18, utilizou-se 6 mL de hexano, seguido por 2
mL de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de dgua em pH 3 (ajustado com &cido cloridrico).
Ap6s o condicionamento, houve a passagem de 300 mL da amostra e a etapa clean-up, que
constitui em 10 mL solu¢dao de metanol e 4gua deionizada (proporcao 1:9). Apds esse processo,
a bomba permaneceu ligada durante 10 minutos para a secagem do cartucho.

A elui¢do do analito de interesse, no caso o El, foi feita a partir da passagem de 4mL de

acetona, que foi seca em fluxo de nitrogénio e ressuspendida em 1 mL de etanol.

2.3 Teste Yes (Yeast Estrogen Screen)

A atividade estrogénica foi analisada através do Teste in vitro YES (Yeast Estrogen
Screen). Esse método utilizou a levedura Saccharomyces cerevisiae modificada, cedida pelo
Laboratério de Ecotoxicologia Aquética da UFV e pelo Laboratério de Engenharia Sanitaria
(LES) da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UER]J).

A fim de evitar contaminagdes e falsos positivos no teste, todo o teste foi preparado dentro
da capela de fluxo laminar e o material envolvido no preparo das solucdes, sendo esses
exclusivos do teste, fo previamente limpo com dgua de torneira, deixadas em banho 4cido (4cido
nitrico 10%) por 24 horas, enxaguadas com dgua deionizada, rinsadas com etanol absoluto e
autoclavados. De acordo com Bila (2005), todos os reagentes devem apresentar alto grau de
pureza e devem ser utilizados exclusivamente para a realizacdo deste teste. Ressalta-se que todo
material que entrou em contato com a levedura, foi autoclavado antes do seu descarte.

As solugdes de meio minimo, vitamina, glicose, dcido L-aspértico, L-treonina, sulfato de
cobre (II), CPRG (10 mg.mL™), meio de cultivo, meio de andlise e solucdo estoque de 17f-
estradiol (E2) em etanol (54,48 pg.L™! — curva do Teste YES), utilizadas no teste foram

realizadas de acordo com a metodologia descrita por Routledger & Sumpter (1996).



Com a finalidade de isolar a levedura Saccharomyces cerevisiae de possiveis
contaminagdes microbioldgicas, seguiu-se o protocolo elaborado pela professora Dr. Daniele
Maia Bila da UERJ com modifica¢des (Figura 1). No processo de congelamento, adicionou-se
de 3-4 gotas de glicerol autoclavado em 900 pL. do meio de cultivo contendo a levedura, em
tubo criogénico de 2 mL conservado a -20°C. J4 o descongelamento, feito em temperatura
ambiente, foi realizado colocando todo o contetido do tubo criogénico em 10 mL de meio de

cultivo.

Figura 1 - Procedimento de isolamento da levedura para o Teste YES.

A preparacdo da levedura, assim como todo o procedimento do Teste YES foi o mesmo
utilizado no AquaTox. No preparo da cultura para o teste, adicionou-se 10 mL de meio de
cultivo e 100 uL de levedura em um frasco T, mantidos em uma estufa a 28°C nas 24 horas
anteriores ao teste. A levedura usada no teste obteve 0,734 de absorbéncia (turbidez relacionada
com o nimero de células), medida no espectrofotdometro a 620 nm.

O teste foi feito em placas de 96 pocos de fundo chato, onde as amostras e a curva foram
elaboradas em duplicatas (linhas A, C, E e G, Figura 2), e entre essas sdo deixadas linhas em
“branco”, para controle de contaminagao (linhas B, D, F e H, Figura 2). A curva utilizada para
quantificar as demais amostras é uma solucdo de 54,48 ng.L!' de E2 em etanol e sua dilui¢do
foi feita juntamente com as amostras em placas iguais a Figura 2, na propor¢do 1:2. Comegando
com um volume de 200 puL. da amostra no primeiro po¢o e 100 uL de etanol nos demais, sendo
assim retirados 100 uL do primeiro pogo e passado para o segundo, fazendo o procedimento
até o dltimo pocgo, que ficou com 200 pL.

As amostras que estavam na placa de dilui¢do foram transferidas para a placa de analise

a partir de uma aliquota de 10 uL. Além disso, 10 pL de etanol foram colocados nas linhas do



branco. Essa placa de andlise foi deixada em repouso por 15 minutos para que sofresse
evaporacao. Apds esse periodo, 200 uL. do meio de andlise (composto por 25 mL de meio de
cultivo, 25-50 uL do meio de cultivo com levedura e 200 pL. de CPRG 10 mg.mL!, propor¢io
definida para uma placa) foram adicionados nos pogos com a pipeta automatica multicanal, com
o cuidado de trocar as ponteiras a cada fileira para evitar a contamina¢do do meio de andlise.
Em seguida, as placas foram seladas e inseridas em um agitador orbital ajustado para
100 rpm por dois minutos. As placas foram entdo incubadas a 32°C por 72 horas. Apds esse
periodo, foram agitadas novamente e em seguida permaneceram em repouso por uma hora,
estando prontas para serem submetidas a determinagdo da absorbancia a 540 nm para cor e 620

nm para turbidez na leitora de placas (Thermo Scientific, Multiskan FC).
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Figura 2 — Placa utilizada no Teste YES.

2.4 Analise dos dados do teste YES

Os resultados obtidos pela leitura a 540 nm, correlaciona o valor da cor com a atividade
estrogénica da amostra. Para tanto uma correcdo € feita para cada pogo, como demonstrado na
Equacdo 1.

Acor amostra = Asa0 amostra — (As20 amostra — As20 branco) Eq. 1

A partir do valor corrigido, elaborou-se a curva padrdo, onde as absorbancias corrigidas
(eixo Y) correlacionam-se com as concentragdes da curva padrio de 17 B-estradiol (eixo X) em
escala logaritmica (Figura 3). O cdlculo realizado através do software Origin® (Versao 6.0,
OriginLab Corporation) através de regressao nao linear, obtendo o valor de ECso (concentracdo
correspondente a uma atividade igual a 50% do controle positivo do 17 B-estradiol), de A
(maxima indugdo da B-galactosidade), B (limite de detec¢d@o) e p (inclinac¢do do trecho linear

da curva entre A e B), como representado na Figura 3.
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Figura 3 - Curva dose — resposta hipotética. Fonte: Adaptado de Alexander et al (1999).

O valor de ECso das amostras, determinado através do ajuste a curva sigmoidal dose
resposta (Equacao 2), no qual seu valor € calculado em fung¢do dos fatores encontrados na curva
padrdo do 17 B-estradiol. O valor de y corresponde a absorbancia corrigida do ECso referente a
cada amostra.

EC = EC U=B) _ 1y Eq.2
50amostra — 50padriao X ((y—B) ) q.

Os valores de ECsp das amostras sdo expressos em equivalentes em estradiol (EQ-E2),
com o objetivo de comparar os testes entre si, relacionando todas as amostras a atividade do

estrogénio E2. Essa relacdo foi feita no software Excel®, assim como todo ajuste.

3 Resultados e Discussao

O teste YES representou os resultados dos ensaios de cloracdo feitos no LAQUA. NA
Figura 4, tém-se a curva padrio de 54,48 ug.L! de E2 (linhas “C”) e as linhas do branco (linhas
“B”). Observa-se a mudanca de cor da curva, indicando a atividade estrogénica. A curva
atendeu a faixa de concentracdo de 5448 a 21,3 ng.L'' de E2. Faixa préxima foi obtida em
Fischer (2013), 5448 a 27 ng.L'!, e em Bila (2005), 5448 a 26,61 ng.L"!. Ressalta-se ainda que
os resultados de todas as curvas dose — resposta, sao feitos através da média das duplicatas do

YES como, por exemplo, as linhas “C”, que representam as duplicatas da curva do E2.
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Figura 4 - Microplacas do ensaio YES com a curva padréo do 17 B-estradiol (Linhas “C”), (a) no tempo zero e
(b) apds 72h de incubacdo a 32°C.
A partir dos dados das leituras das placas (Figura 4), fez-se o ajuste sigmoidal através

de regressdo ndo linear, obtendo assim a curva padrdo de 17 B-estradiol, como representado na

Figura 5.
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Figura 5 - Curva padrao de 17 B-estradiol e do branco (referente a Figura 4).

A curva apresentou formato sigmoidal esperado, como apresentado na Figura 3, tendo
como resultados os seguintes valores: concentracdo correspondente a uma atividade igual a
50% do controle positivo do 17 B-estradiol (ECso = 139 + 9 ng.L'!); maxima inducdo da p-
galactosidase (A= 2,952 + 0,043); limite de deteccdo (B = 1,135 + 0,028 ng.L'l) e inclinagdo
do trecho linear da curva entre A e B (p = 1,681 £0,169).

O valor de ECs0 (0,139 ug.L'l) foi inferior ao encontrado na literatura, visto que Fischer
(2013) obteve 0,48 pg.L!, e Bila (2005) 2,13 pg.L!. Tal fato pode ser explicado visto que esse
valor € influenciado pelo nimero inicial de células e o tempo de incubagdo (FISCHER, 2013).

Como a densidade 6ptica do teste no valor de 0,734, estd abaixo da faixa recomendada (0,8 a
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1,0), deve-se entender que o menor nimero de células influenciou o baixo valor do ECso (BILA,
2005).

A dgua de mina foi analisada para a verificacdo de auséncia de atividade estrogénica,
como forma de valida¢do dos resultados. A Figura 6, apresenta a curva dose-resposta, em escala
logaritmica, da 4gua de mina pura e da 4gua de mina dopada com 1 pg.L! do estrona, ambas
concentradas no fator de trezentas vezes durante a extracao, assim como as demais amostras

apresentadas. Constata-se portanto, que a 4gua mina € livre de atividade estrogénica.
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Figura 6 - Curva dose-resposta paras as amostras de 4gua de mina, d4gua dopada e do branco apés SPE.

Além disso, verificou-se a recuperacdo do cartucho C18 utilizado na extracio de fase
sOlida, para concentrar as amostras em trezentas vezes. Para isso, comparou-se os valores de
absorbancia entre a 4gua dopada com 1 pg.L "' do E1, extraida no manifold, com uma solucio
de E1 300 pug.L!' em etanol. O resultado apresentado, Figura 7, indicou uma boa recuperacio
do analito E1. A dgua dopada ultrapassa a absorbancia mdxima da curva padrao, demonstrando

a alta atividade estrogénica devido a sua concentracao.
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Figura 7 - Curva dose-resposta para as amostras de dgua dopada (1 pg.L' E1 ap6s SPE) e solucdo de E1 300
ug.L! em etanol.
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3.1 Ensaio de Cloragio — Dose de 0,5 mg.L! de cloro

Na Tabela 2, t€m-se os parametros fisico-quimicos aferidos antes e depois da cloragao.

Tabela 2 - Resultados obtidos nos ensaios de cloragdo com dose de 0,5 mg.L! de cloro.

Depois da cloracao Depois da cloracao
Antes da cloracao

Parametros (1 minuto) (30 minutos)
Média £ DP (n=3) Média £ DP (n=6) Média = DP (n=6)
pH 7,7+0,1 8,5+0,1 8,1+£0,2
Cor (uC) 5,5+0,2 5,9+0,6 6,3+0,9
CE (us.cm™) 17,4 +£0,0 19,3 +£0,1 19,4 £0,6
Turbidez (uT) 1,9+£0,2 1,6 £0,3 1,4+0,3
Temperatura (°C) 24,0+ 0,0 240+ 1,0 26,0+ 1,1
Cloro livre (mg.L1) 0,5%* 0,44 £ 0,06 0,33 £0,01*
Cloro total (mg.L1) - 0,46 £ 0,06 0,40 +0,04*

DP= Desvio padriao; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *média e desvio de apenas de duas

aliquotas; **cloro adicionado.

A temperatura do ensaiou variou de 24°C a 26°C. Ja a condutividade aumentou apds a
cloragdo, como também observa-se nos demais testes, sendo essa proporcional a dose de cloro
adicionada (Tabela 2, 4 e 6). A cor diminuiu de acordo com o tempo de contanto, sendo que o
oposto ocorre com a turbidez, tal fato pode ter como causa a oxidacao do material em suspensdo
da amostra.

Os resultados das curvas dose-respostas das duplicatas de cada amostra, obtidas no teste
YES, estao representados na Figura 8. A curva correlaciona o valor das absorbancias corrigidas
versus o fator de dilui¢do, observa-se que ambas as curvas apresentaram formato sigmoidal

como da curva padrdo.
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0.50
0.0 0.0 0.1 0.5
Fator de Diluicao

Figura 8 - Curva dose-resposta paras as amostras do ensaio de clora¢io de 0,5 mg.L"! de cloro.
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Através das curvas, observa-se que ocorreu uma maior remog¢ao da atividade estrogénica
no maior tempo de contato (30 minutos). A diferenciacdo entre as duplicatas, principalmente
as de 30 minutos, pode estra relacionada com o menor nimero de células encontrados nos pogos
das amostras, erro causado devido ao grande volume do meio de andlise, resultando em uma
baixa dispersdo da levedura. Assim, recomenda-se um maximo de nove amostras por teste YES.

Para uma melhor comparag@o entre os resultados, calcula-se o equivalente de 17 -
estradiol (EQ-E2) para cada amostra. O EQ-E2, causado pelo El no caso destes ensaios,
compara a poténcia estrogénica da amostra com a que € causada pelo 17 B-estradiol. Estes
resultados estdo apresentados na Tabela 3, assim como a eficiéncia de remog¢do para cada tempo

de contato do cloro.

Tabela 3 - EQ-E2 das amostras do ensaio de 0,5 mg.L! de cloro.

Valor de EQ-E2 (ng.L") 1 minuto 30 minutos
Agua dopada 11,6 11,6
Amostra 1 11,5 4.9
Amostra 2 7,9 0,5
Média + DP (n=2) 9,7+25 2,7+3,1
Remocao EQ-E2 (%) 16,5 76,8

DP= Desvio padrdo; n= nimero de amostras.

A remocio do EQ-E2 € calculada em funcdo do valor médio da amostra sob o valor da
dgua dopada. A dose de cloro de 0,5 mg.L"! se mostrou pouco eficaz, ndo sendo adequada para
a remocao de estrona em ETA, principalmente quando observa-se os altos valores encontrados
nas dguas superficiais do Brasil (Tabela 1), sendo o maior valor relatado trés vezes maior que
o valor da dgua dopada.

Valores encontrados em Chen et al. (2007), mostram que a estrona foi removida em
28% a 25%, com a dose de cloro de 1 mg.L!' a 10 minutos de tempo de contato, nas
concentragdes iniciais de 100 e 500 ng.L"! de estrona, respectivamente.

O tempo de contato foi diretamente relacionado com a remocao de EQ-E2, visto que a
remoc¢ao foi maior para o tempo de 30 minutos, quando comparada ao de 1 minuto. O mesmo
ocorre em Pereira (2011), onde houve a remoc¢do em 44% e 95%, para a dose de cloro de 1

mg.L! e tempo de 10 e 30 minutos, respectivamente.
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3.2 Ensaio de Cloragio — Dose de 2,75 mg.L! de cloro

Para a cloracdo com 2,75 mg.L"! de cloro, os parAmetros fisico-quimicos aferidos estdo
na Tabela 4. Observa-se que ambos os parametros de cor e turbidez apresentaram decréscimo
apos a cloracao.

Tabela 4 - Resultados obtidos nos ensaios de cloragdo com dose de 2,75 mg.L™! de cloro.

Depois da cloracao
Antes da cloracao

Parametros (15,5 minutos)
Média + DP (n=3) Média + DP (n=6)
pH 7,2+0,0 7,5+0,0
Cor (uC) 7,0+£04 5,6 +0,8
CE (us.cm™) 16,9 £ 0,0 30,2+0,9
Turbidez (ut) 2,1+0,1 1,8 +0,1
Temperatura (°C) 22,0£0,0 24,8 +0,3
Cloro livre(mg.L!) 2,75%* 2,05 +0,07*
Cloro total (mg.L") - 2,58 + 0,04

DP= Desvio padrido; n= niimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *média e desvio de apenas de duas

aliquotas; **cloro adicionado.
As curvas dose-respostas estdo representados na Figura 9. Observa-se que ambas as

curvas apresentaram formato sigmoidal como a curva padrao.
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Figura 9 - Curva dose-resposta paras as amostra do ensaio de clora¢io de 2,75 mg.L"! de cloro.

O equivalente de 17 B-estradiol (Tabela 5), detalha a remocao de estrona para o ensaio
de 2,75 mg.L"! de cloro, como também observado na Figura 9.
A remocdo observada foi de 90,2% de EQ-E2, em relacdo a média das duplicatas. Em

Pereira (2011), houve a remocdo em 96% e 95% de E1, para dose de cloro de 2 mg.L"! e tempo
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de 10 e 30, respectivamente. Gerolin (2008) observou que a remocdo do E1 para doses de cloro
que variaram de 2,5 a 4,5 mg.L'1 em ETA, foi de 80,5% a 99,1%. Portanto, o valor encontrado
condiz com a faixa de remocgao relatada na literatura.

Tabela 5 - EQ-E2 das amostras do ensaio de 2,75 mg.L™! de cloro.

Valor de EQ-E2 (ng.L!) 15,5 minutos
Agua dopada 14,1
Amostra 1 2,2
Amostra 2 0,5
Média + DP (n=2) 1,4+1,2
Remocao EQ-E2 (%) 90,2

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras.

3.3  Ensaio de Cloracdo — Dose de 5 mg.L™! de cloro

A Tabela 6, apresenta os parametros fisico-quimicos aferidos antes e depois da cloracao
de acordo com o tempo de contato. O valor de cloro livre, como esperado, € maior para o tempo
de 1 minuto. Além disso, ambos os pardmetros de cor e turbidez aumentaram no primeiro tempo
e reduziram aos 30 minutos.

Tabela 6 - Resultados obtidos nos ensaios de cloragdo com dose de 5 mg.L! de cloro.

Depois da cloracao Depois da cloraciao
Antes da cloracao

Parametros (1 minuto) (30 minutos)
Média = DP (n=3) Média = DP (n=6) Média = DP (n=6)
pH 7,5+0,0 8,0+0,0 7,8+0,2
Cor (uC) 6,5+0,8 7,4+0.,8 59+04
CE (us.cm™) 17,4 £0,0 40,6 £0,4 40,4 £ 0,1
Turbidez (ut) 1,903 20+£03 1,8£0,3
Temperatura (°C) 22,0+£0,0 25,000 255+£05
Cloro livre (mg.L") 5,0%% 4,43 + 0,04 4,25 +0,07*
Cloro total (mg.L!) - 4,95 +0,00 4,70 + 0,00*

DP= Desvio padrido; n= nimero de amostras; CE= condutividade elétrica; *média e desvio de apenas de duas

aliquotas; **cloro adicionado.
As curvas dose-respostas (Figura 10), apresentam as absorbancias de cada amostra do

ensaio, em relacdo ao fator de diluigdo.
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Figura 10 - Curva dose-resposta paras as amostra do ensaio de clora¢do de 5 mg.L™! de cloro.

Os valores de remoc¢ao de EQ-E2 (Tabela 7), foi de 98,0 % e 93,8%, para 1 e 30 minutos,
respectivamente. Pereira (2011), relata a remog¢ao de 97% de estrona, para a dose de 6,4 mg.L
I'e tempo de 30 minutos. Valor préximo ao encontrado neste estudo.

O tempo de contato nao foi diretamente correspondente com a remog¢ao de EQ-E2, visto
que a remog¢ao foi maior para o tempo de um minuto do que para o tempo de 30 minutos. O
mesmo ocorre no estudo de Pereira (2011), para a dose de 3 mg.L! nos tempos de 10 e 30
minutos. Tal fato pode estar ligado a formacao de subprodutos pela reagdo com cloro, formando
compostos mais estrogénicos do que os formados anteriormente (GEROLIN, 2008; PEREIRA,
2011). Portanto, t€ém-se que a estrona € um composto de dificil degradacdo, pois mesmo em alta

dose de cloro e elevado tempo de contato, ndo hd remocao total do composto (PEREIRA,2011).

Tabela 7 - EQ-E2 das amostras do ensaio de 5 mg.L"! de cloro

Valor de EQ-E2 (ng.L") 1 minuto 30 minutos
Agua dopada 14,2 14,2
Amostra 1 0,1 1,1
Amostra 2 0,4 0,6
Média + DP (n=2) 0,3+£0,2 0,9+0,3
Remocao EQ-E2 (%) 98,0 93,8

DP= Desvio padrio; n= nimero de amostras.

3.4 Comparacdo entre os Ensaios de Cloragdo

Os valores de EQ-E2 de todos os ensaios (Figura 11), demonstram que a cloracio
contribuiu com grande redugdo do efeito da estrogenicidade das amostras, principalmente nas

maiores doses de cloro. Porém, como observado para a dose de 5 mg.L"!, o tempo de 1 minuto
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apresentou menor EQ-E2fi,. do que o tempo de 30 minutos, fato esse provavelmente causado
pelos subprodutos formados (PEREIRA, 2011; ALUM et al., 2004; WESTERHOFF et al,
2005).

O resultado dos ensaios foram satisfatérios (Tabela 8), quando comparados com a
literatura. Além disso, todas as curvas apresentaram formato sigmoidal e a mesma faixa de
absorbancia, indicando que houve total indu¢dao da B-galactosidade (VILLENEUVE et al,
2000; FINNEY, 1965).

Tabela 8 - Valores de EQ-E2 das amostras e suas respectivas remogoes.

Dose de Cloro Tempo EQ-E2 inicial EQ-E2 final Remocio do EQ-
(mg.L1) (minutos) (ng.L1) (ng.L) E2 (%)
1 11,6 97+2,5 16,5
0,5
30 11,6 2,7+3,1 76,8
2,75 15,5 14,1 1,4+1,2 90,2
1 14,2 0,3+0,2 98,0
5,00
30 14,2 09+0,3 93,8
16.0
14.0 ‘
12.0 =
~ 100
:%f 8.0
;‘J 6.0
40
2.0 o g
0.0 i L
0,5 mg/L 2,75 mg/L 5 my
Dose de Cloro
‘ = Aguadopada 1 minuto 15,5 minutos  ® 30 minutos ‘

Figura 11 - Valores de EQ-E2 das amostras dos ensaios de cloragéo.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios realizados neste estudo, o tratamento mais
indicado para uso em ETA, seria a cloragio com 5 mg.L'! de cloro no tempo de 1 minuto
(remogdo de 98,0%), resultando em um residual de 20 ng.L"' de compostos formados a partir
da cloracdo do estrona, que podem ser identificados através de técnicas de cromatografia.

A literatura relata que a concentrag@o prevista para ndo provocar efeito negativo na vida
aquética (PNEC), é de 100 ng.L! de E1 (CALDWELL et al., 2012). Em humanos, a aquisi¢o

didria aceitdvel através de comida seria de 1000 ng.L! para homens e 50000 ng.L!' para
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mulheres (SHARGIL et al., 2015). Como consequéncia de ingestdo (via alimento ou dgua) de
elevadas concentracdes, t€ém-se a indu¢do menopausa prematura, problemas com o
desenvolvimento reprodutivo, aumento de casos de cancer de mama e de prostata (BOLONG

et al., 2009; SUMPTER e JOBLING, 2013; NELLES et al., 2011; MOORE et al., 2016).

4 Conclusoes

Através da andlise dos resultados, verifica-se que a implementacao do teste YES no
LAQUA foi bem sucedida, ndo apresentando contaminagdes e contabilizando de forma
coerente a atividade estrogénica. O teste YES valida-se devido a ndo atividade estrogénica da
dgua de mina usada, apresentando atividade somente apds a adi¢do do estrona. Além disso,
ressalta-se que para melhor entendimento dos resultados, o YES deve ser complementando com
andlises quimicas e ensaios in vivo.

Em relacdo a abrangéncia da curva padriao e consequentemente o valor de ECso padrao,
entende-se que para melhores resultados, o crescimento da levedura deve ser acompanhado para
a obtencao de uma maior concentragao inicial, indicado pela densidade Optica da mesma. Além
disso, para evitar a baixa dispersdao da levedura no meio de andlise, deve-se analisar menores
nimeros de amostras por teste YES, sendo nove amostras o valor recomendado.

Nota-se que a cloracio obteve bons resultados para a remocao da atividade estrogénica,
com remog¢ao de 16,5% a 98,0%. Sendo que nas condi¢des definidas pela Portaria 2914/2011,
a maior remogdo ocorreu para a dose de cloro de 5 mg.L"! no tempo de contato de 1 minuto.
Para a mesma dose de cloro, porém no tempo de 30 minutos houve formagao de subprodutos
com atividade estrogénica maior do que os formados anteriormente, deixando claro que mais

ensaios devem ser feitos, visando uma melhor andlise da remog¢ao dos compostos estrogénicos.
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