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RESUMO

Diversos compostos quimicos sdo produzidos e utilizados mundialmente em larga escala para
diferentes finalidades, aumentando a quantidade de residuos que podem chegar aos corpos
d’agua. Os compostos desreguladores enddcrinos (EDC), tais como 0s horménios, séo
considerados contaminantes emergentes por serem detectados no meio ambiente em baixas
concentracdes e pelo fato de serem desconhecidos os efeitos nocivos que podem causar em
longo prazo a saude humana. Entre os EDC, os hormonios estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e
17a-etinilestradiol (EE2) sdo considerados pseudo persistentes, pois embora apresentem curto
tempo de meia vida, sdo diariamente excretados, acumulando-se nos corpos aquaticos,
provocando sua contaminagdo. Tendo em vista que as estagdes de tratamento de agua ndo
foram projetadas para remover completamente tais compostos, esses contaminantes tém sido
encontrados em aguas brutas e aguas destinadas ao consumo humano. Diversas técnicas podem
ser empregadas para a remoc¢ado de analitos em niveis traco de amostras ambientais, no entanto
destacam-se as técnicas de extracdo em fase solida por membranas (SME) e a filtracdo por
membranas. A preocupacdo em se obter materiais de baixo custo, faceis de preparar e que
apresentem alta eficiéncia de remocdo, tornaram as membranas poliméricas produzidas por
eletrofiacdo materiais bastante promissores. Diante destes aspectos, o presente trabalho visou
preparar por eletrofiacdo membranas poliméricas utilizando os polimeros poliamida 6 (PA6),
poli(€-caprolactona) (PCL), poli(acido latico) (PLA) e poli(butilenoadipato-co-tereftalato)
(PBAT) e aplicar na remocéo de trés hormonios em amostras aquosas: estrona, 17p-estradiol e
17a-etinilestradiol, utilizando a técnica de SME e filtragdo por membrana. A técnica de SME
apresentou maiores porcentagens de remocdo dos horménios E1, E2 e EE2 quando se
empregou as membranas de PCL e PBAT, enquanto para a técnica de filtracdo por membrana,
as maiores porcentagens de remocdo dos compostos foram obtidas para a membrana de PBAT.
O método utilizado de HPLC-DAD para deteccdo dos horménios apresentou coeficientes de
correlacdo adequados e limites de deteccdo e quantificacdo compativeis com as concentracdes
utilizadas neste trabalho. Desta forma, a utilizacdo da membrana de PBAT para remoc¢éo dos
hormbnios E1, E2 e EE2, por meio da técnica de filtracdo, é realizada de uma forma réapida e
simples. A membrana polimérica de PBAT produzida atraves da técnica de eletrofiacdo é tdo
eficaz quando uma membrana comercial de celulose na remogdo e na recuperagdo dos
hormonios estudados, além de apresentar menor custo de producédo e possibilitar modificagGes
internas e externas.

Palavras-chave: Membranas poliméricas; contaminantes emergentes; compostos desreguladores
enddcrinos.
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ABSTRACT

Several chemical compounds are produced and used worldwide in a large scale for various
purposes, increasing the amount of waste that can reach the bodies of water. Endocrine
disrupting compounds (EDCs), such as hormones, are considered emerging contaminants
because they are detected in the environment at low concentrations and because the harmful
effects that would cause long-term human health are unknown. Among the EDCs, the
hormones estrone (E1), 17B-estradiol (E2) and 17a-ethinyl estradiol (EE2) are considered
pseudo persistent because although they have a short half-life, they are excreted daily,
accumulating in the aquatic bodies, causing their contamination. Since water treatment plants
were not designed to completely remove such compounds, these contaminants have been found
in raw water and intended for human consumption. Several techniques can be employed for the
removal of analytes at trace levels of environmental samples, however, the techniques of solid
phase extraction (SME) by membranes and membrane filtration stand out. The concern to
obtain low cost materials, easy to prepare and with high removal efficiency, made the polymer
membranes produced by electro-spinning very promising materials. In view of these aspects,
the present work aimed to prepare polymer membranes using the polymers polyamide 6 (PA6),
poly(€-caprolactone) (PCL), poly(lactic-acid) (PLA) and poly(butylene adipate-co-
terephthalate) (PBAT) and to remove three hormones in aqueous samples: estrone, 17f3-
estradiol and 17a-ethynylestradiol using the SME technique and membrane filtration. The SME
technique presented higher percentages of removal of the hormones E1, E2 and EE2 when PCL
and PBAT membranes were used, whereas for the membrane filtration technique, the highest
removal percentages of the compounds were obtained for the PBAT membrane. The HPLC-
DAD method used to detect hormones had adequate correlation coefficients and limits of
detection and quantification compatible with the concentrations used in this work. In this way,
the use of the PBAT membrane to remove the hormones E1, E2 and EE2, through the filtration
technique, is performed in a quick and simple way. The PBAT polymer membrane produced by
the electro-spinning technique is as effective as a commercial cellulose membrane in the
removal and recovery of the studied hormones, besides presenting lower production costs and
allowing internal and external modifications.

Keywords: Polymeric membranes; emerging contaminants; endocrine disruptor compounds.
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1. Introducéao

Nos dltimos anos, a investigacdo dos aspectos fundamentais e aplicados em
quimica analitica ambiental tem se destacado no contexto cientifico. Neste sentido, o
desenvolvimento de novas técnicas para avaliacdo e quantificacdo de espécies de
importancia ambiental vem despertando interesse. Diversos compostos quimicos sao
produzidos mundialmente em larga escala para as mais variadas aplica¢des. Portanto,
existe um aumento significativo na quantidade de residuos gerados, sejam eles
derivados das atividades industriais ou ap6s consumo humano, que podem chegar até os

corpos d’agual?.

Dentre os principais compartimentos ambientais existentes, se
destacam os corpos hidricos, que consistem em receptores de esgotos domésticos,
industriais e agropecuérios, sendo os principais veiculos de dispersdo ambiental de
contaminantes quimicos®.

O impacto da contaminacdo quimica tem focado interesse quase que
exclusivamente nos produtos convencionais, especialmente nos agrotoxicos e
intermediarios industriais que mostram persisténcia no meio ambiente. Outros
contaminantes até entdo negligenciados vém chamando a atencdo da comunidade
cientifica, devido a recente preocupacdo, sendo denominados de contaminantes
emergentes®. Um exemplo de classe dos contaminantes emergentes sdo 0s compostos
desreguradores enddcrinos (EDC, do inglés endocrine disruptor compounds), tais como
0s horménios naturais e sintéticos. Esses compostos vém demonstrando diversos efeitos
nocivos as espéecies aquaticas, como a feminizacdo de peixes machos, desenvolvimento
de alguns tipos de canceres podendo causar a reducdo de espécies ou reducdo da
populacdo de anfibios, mamiferos, aves, répteis, peixes marinhos e de agua doce e
também de invertebrados. Além disso, em humanos, a exposi¢do aos hormdénios durante
o desenvolvimento (Utero, infancia e primeira infancia em seres humanos) pode causar
efeitos caso esta exposicdo ocorra durante o periodo de desenvolvimento de tecidos
especificos, como por exemplo, do cérebro e do sistema reprodutivo, tornando-se
perceptiveis apenas décadas mais tarde®. Sendo assim, estudos para remogdo desses
compostos do ambiente aquatico tornam-se fundamentais.

Dentre as principais técnicas analiticas empregadas para a determinacdo de

horménios encontra-se a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC, do



inglés high performance liquid chromatography). Esta técnica € amplamente empregada
na determinagdo de analitos presentes em amostras ambientais devido a sua alta
sensibilidade, facil adaptacdo em determinacGes quantitativas e sua ampla
aplicabilidade®. A técnica de HPLC vem sendo utilizada para determinacio de
desreguladores enddcrinos em amostras aquosas’®°, como pode ser observado no
estudo de determinagdo simultanea de quatro diferentes desreguladores endocrinos em
quatro tipos amostras (agua destinada ao consumo, agua de rio, efluentes e embalagens
plasticas de alimentos), no qual foi utilizada a técnica de HPLC com detector de arranjo
de diodos, permitindo a obtencéo de limites de detecgdo na ordem de ng L1 10,

Diversos métodos vém sendo empregados para a remogdo de EDC presentes nos
sistemas aquaticos, tais como adsor¢do em carvéo ativado®, filtragio em membrana'?,
ozonizagdo®, UV solar**, e processos avancados de oxidacio'>!®. No entanto, alguns
destes métodos apresentam alto custo e podem gerar produtos de transformacdo mais
toxicos do que os compostos de origem. A escolha adequada de uma técnica para
preparacdo de amostras é um fator primordial para obtencdo de resultados analiticos
exatos e confiaveis. A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase extraction)
tem sido um dos procedimentos mais empregados para extracdo e/ou pré-concentracao
de analitos em niveis traco em amostras ambientais. Esta técnica emprega adsorventes
empacotados em cartuchos, que sdo vendidos comercialmente com diversos tipos de
adsorventes!’. No entanto, a obtencéo de adsorventes produzidos em laboratorios vem
sendo cada vez mais empregados, tendo em vista a facilidade de modificagéo e o baixo
custo'®?®, Quando a técnica de SPE emprega membranas como material adsorvente,
passa a ser chamada de extracdo em fase sélida por membranas (SME, do inglés solid
membrane extraction). A utilizacdo de membranas permite a utilizacdo de altos volumes
de amostras em baixas concentragdes com alta taxa de enriquecimento?.

Outra técnica empregada para remocdo de contaminantes emergentes de
amostras aquosas € a filtracdo por membranas. Nesta técnica emprega-se membranas
gue podem apresentar diferentes tamanhos de poros, caracterizando os diversos tipos de
filtracdo: microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa. Suas principais
vantagens sdo: economia de energia pois, de maneira geral, ndo envolvem mudancas de
fase, facilidade na operacdo, possibilidade de modificacdo das membranas tornando o
processo seletivo, possibilidade de utilizar grandes volumes de amostra, além do seu

baixo custo?!.



Recentemente, membranas poliméricas tém sido consideradas materiais
promissores por possuirem elevada area superficial??, permitindo sua aplicagdo em uma
vasta gama de sistemas®?*. De acordo com Thavasi e colaboradores?, a elevada relacéo
superficie/volume das nanofibras permite uma maior superficie de adsor¢do de
contaminantes, aumentando o tempo de vida dos sistemas de filtragdo. Um exemplo da
utilizacdo de membranas poliméricas para extracdo de estrogénios de amostras aquosas,
é um trabalho publicado por Xu et al.?°, no qual membranas de poliamida (PA)
preparada pela técnica de eletrofiacdo obtiveram um melhor desempenho analitico em
termos de recuperagdo, reprodutibilidade, limite de deteccdo quando comparadas a
membrana microporosa de poliamida comercial. Diversas técnicas sdo utilizadas para
producdo das fibras poliméricas, porém a técnica de eletrofiacdo é vantajosa em relacao
as demais, pois produz fibras em escala nano e sub-micrométricas por meio da acéo de
um campo elétrico externo imposto sobre a solugdo polimérica. Considerando as
vantajosas caracteristicas e propriedades das membranas poliméricas, elas surgem como
materiais adsorventes bastante promissores em SME e como membranas de filtracdo
para a remocdo de EDC.

A partir de informacdes coletadas na literatura, mais de 260 mil trabalhos
cientificos foram publicados desde o ano de 2003 referentes ao uso de membranas
poliméricas para as mais diversas aplicacGes. Quando se busca publicacdes referentes a
membranas poliméricas produzidas por eletrofiacdo, o nimero de trabalhos encontrados
desde 2003 reduz para 9 mil. Aplicagdes das membranas poliméricas produzidas por
eletrofiacdo na remocédo de contaminantes foram identificadas em 750 publicagdes, no
entanto apenas 93 foram relacionadas a remocdo de desreguladores enddcrinos, desde o
ano de 2003 (Anexo I). Ndo foram encontrados trabalhos cientificos que utilizem as
membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT, através das técnicas de SME ou
filtracdo por membrana, para remogdo de hormdnios em amostras aquosas. Dessa
forma, observa-se o ineditismo, originalidade e importancia do estudo realizado. Diante
destes aspectos, este trabalho preparou membranas poliméricas por eletrofiacdo para
serem aplicadas na remocdo de EDC em amostras aquosas por meio de extracdo em fase
solida por membrana e filtragdo por membrana. Foram utilizados quatro polimeros para
a confeccdo destes materiais: poliamida 6, poli (e-caprolactona), poli (acido lactico) e
poli (butilenoadipato-co-tereftalato). Para este trabalho, foram selecionados trés
horménios, dois naturais e um sintético, que sdo frequentemente identificados no

ambiente aquatico, provocando sua contaminacao.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho consistiu em preparar membranas
poliméricas por meio da técnica de eletrofiacdo e aplicar na remocdo de diferentes

hormdénios em amostras aquosas.

2.2. Objetivos Especificos

e Preparar membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT por meio da
técnica de eletrofiacéo;

e Caracterizar as membranas por meio de microscopia eletronica de varredura
(SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy), analise termogravimétrica
(TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis), espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglés Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy), angulo de contato e porosidade;

e Aplicar as membranas poliméricas preparadas na remoc¢do dos hormonios
empregando o processo de extracdo em fase sélida por membrana (SME);

e Aplicar as membranas poliméricas preparadas na remoc¢do dos hormonios
empregando a técnica de filtracdo por membrana;

e Otimizar o processo de remoc¢do dos horménios através da técnica mais
eficiente;

e Avaliar a capacidade de remocdo de hormonios empregando as membranas
sintetizadas, utilizando a técnica HPLC;

e Aplicar a membrana polimérica mais eficiente na remogdo de hormoénios em
amostra real;

e Comparar a membrana com melhor resultado e de melhor técnica com

membrana comercial de celulose.



3. Revisao Bibliogréfica

3.1. Contaminagéo da Agua

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde?, saneamento é definido como “o
controle de todos os fatores do meio fisico do homem que exercem ou podem exercer
efeitos nocivos sobre o bem estar fisico, mental e social. E o conjunto de medidas
adotadas em um local para melhorar a vida e a salde dos habitantes, impedindo que
fatores fisicos de efeitos nocivos possam prejudicar as pessoas no seu bem-estar fisico
mental e social”. Essas medidas devem ser adotadas de forma a contemplar o
abastecimento de agua tratada, coleta e tratamento de esgoto, limpeza urbana, manejo
de residuos solidos e drenagem das aguas pluviais.

As principais formas de contaminacdo dos recursos hidricos sdo: os residuos
lancados pelas industrias no esgoto, a disposicdo inadequada de medicamentos néo
utilizados ou vencidos, sejam eles de uso humano ou animal, os residuos hospitalares e
de instituices de pesquisa e também de excretas de humanos e de animais. Dados do
relatorio anual do Sistema Nacional de Informacbes sobre Saneamento (SNIS)?’
elaborado pela Secretaria Nacional de Saneamento Ambiental apontam que em 2015, na
média do pais, o indice de atendimento total com rede de esgotos foi de 52,3% e o
atendimento urbano de 58%, porém apenas 42,7% dos esgotos gerados tiveram
tratamento. Esses dados indicam que aproximadamente 100 milhdes de brasileiros nao
possuem acesso ao servico de coleta de esgoto e mais de 3,5 milhdes de pessoas nas 100
maiores cidades do pais, despejam esgoto irregularmente, mesmo tendo redes coletoras
disponiveis. Além disso, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica?® afirma que
2.569 cidades depositam o lixo hospitalar no mesmo aterro dos residuos urbanos e
68,5% dos residuos gerados pelos municipios sdo despejados em lixdes e em alagados.

O trabalho publicado por Filho?® afirma que a agua distribuida em 16 capitais
brasileiras, onde vivem aproximadamente 40 milhGes de pessoas, apresenta
contaminagdo por substancias ainda ndo legisladas, mas com potencial risco a saude: 0s
contaminantes emergentes. A ineficiéncia dos sistemas de coleta de esgoto e da oferta
de agua potavel somada a inexisténcia de uma legislacdo que controle as mais diversas

substancias presentes na agua tem feito com que, a cada dia, mais contaminantes



emergentes sejam detectados nos sistemas aquaticos e até mesmo na &gua distribuida

para consumao.

3.2. Contaminantes Emergentes

Diante da crescente industrializacdo desde o século XIX, diversos compostos e
produtos quimicos sdo produzidos anualmente, gerando dessa forma, uma grande
quantidade de residuos. Segundo as estimativas, sdo produzidas quantidades superiores
a um milh&o de toneladas por ano de diferentes substancias quimicas. De acordo com a
CAS-ACS (do inglés, Chemical Abstracts Service uma divisdo da American Chemical
Society), estdo catalogados aproximadamente 348 mil compostos quimicos e biologicos
utilizados em todo o mundo e 50 novos compostos séo adicionados ao catélogo a cada
semana. No entanto, apenas 800 deles apresentam recomendacdo de valores limite de
concentraco para ambientes de trabalho®.

Os contaminantes emergentes vém chamando a atencdo da comunidade
cientifica devido a sua constante presenca no meio ambiente*. Podem ser definidos, em
termos gerais, como “substancia quimica, de ocorréncia natural ou antrdpica, ou
qualquer microrganismo que nao é normalmente controlado no ambiente, mas que tem
potencial para entrar no ambiente e causar efeitos adversos ecoldgicos e/ou sobre a
salide humana, sendo estes efeitos conhecidos ou suspeitos™. Por outro lado, a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency), define o0s contaminantes emergentes como
“contaminantes (bioticos e abioticos) que, atualmente, ndo séo incluidos em programas
de monitoramento e que podem se tornar candidatos para legislagcbes futuras
dependendo de pesquisas sobre (eco)toxicidade, efeitos sobre a salde, percepcdo pelo
publico e dados sobre sua ocorréncia em varios compartimentos ambientais”. Existem
estudos que consideram 0s contaminantes emergentes como micropoluentes
recentemente identificados que sdo encontrados nos meios hidricos em concentragdes
em niveis tragco e apresentam caracteristicas, como por exemplo, alta estabilidade
quimica, baixa biodegradabilidade, elevada solubilidade em &gua e baixo coeficiente de
adsorcéo/absorcdo® que dificultam sua remogdo através das metodologias tradicionais

utilizadas nas estacdes de tratamento®?.



De acordo com NORMAN (do inglés, Network of Reference Laboratories,
Research Centers and Related Organizations for Monitoring of Emerging
Environmental Substances)®?, até o ano de 2016, mais de mil substancias ja haviam sido
listadas como contaminantes emergentes, tais como, pesticidas, compostos organicos
(parafinas, perfluorados, pirenos, naftalenos, etc.), indicadores de atividade antropica,
subprodutos industriais, hormdnios naturais, drogas ilicitas, produtos de uso veterinério,
farmacos e produtos de higiene pessoal, dentre outros.

Atualmente, pouco se sabe sobre 0s riscos provocados por estes contaminantes
aos seres humanos e séo quase inexistentes as normas que regulamentam sua presenca
no meio ambiente. A legislacdo atual que define os padrbes de potabilidade da agua
para consumo, a Portaria do Ministério da Saude n® 2914 de 12 de dezembro de 2011,
insere apenas alguns contaminantes em seu escopo. Assim, 0s demais contaminantes
que a Portaria 2914 ndo contempla, tais como 0s hormdnios, ndo s&o monitorados para
agua distribuida para o consumo humano. Alguns estudos indicam que muitos desses
compostos sdo lipofilicos, persistentes e podem causar efeitos a nivel
bioquimico/molecular, alterando o sistema enddcrino, podendo até mesmo causar
deficiéncias no sistema imunoldgico, abortos espontaneos, distirbios metabdlicos,
incidéncia de neoplasias malignas e inducdo de bactérias mais resistentes em
humanos®*33¢ e feminizacdo de peixes, acimulo de medicamentos do leite, entre
outros, mas seus efeitos a longo prazo ainda sdo desconhecidos.

Existem diferentes classes de contaminantes emergentes, 0s quais estdo
classificados de acordo com diversos parametros, como: toxicidade humana,
ecotoxicidade, persisténcia no meio ambiente, entre outros®’. Abaixo estio listados

alguns exemplos de contaminantes emergentes.

e Poluentes organicos persistentes (POPs): geralmente sdo compostos
semivolateis, halogenados, hidrofébicos que se ligam com particulas na agua,
fazendo com que se depositem nos sedimentos por meio do processo de
sedimentacdo. Sdo compostos amplamente comercializados, utilizados em
alimentos, aditivos, perfumes, drogas, cosméticos, gelatinas, plasticos, tintas,
pesticidas e outros produtos industriais e produtos de consumo®®2°. Conforme
Hung et al.*°, esses compostos sdo resistentes a degradacéo e distribuidos via
solo, agua e ar. Estudos indicam sua presenca no tecido placentario humano®,

leite materno®? e amostras de sangue, em diversas partes do mundo*®. Podem ser



citados como exemplos de POPs os pesticidas (DDT, Aldrin, Dieldrin, etc.),
Oleos isolantes em equipamentos elétricos como os bifenilos policlorados
(PCBs), retardantes de chama como o hexabromobifenil (HBB), os compostos
perfluorados, como o acido sulfonico perfluorooctano (PFOs) e seu sal fluoreto
de perfluorooctanosulfonil (POSF), utilizados em partes elétricas e eletrénicos,
espuma de combate a incéndios, fotos e imagens, fluidos hidraulicos e téxteis,

entre outros.

e Contaminantes inorganicos: grupo dos metais como mercurio, arsénio e chumbo.
Podem ser acumulados em sedimentos e atuar como fontes de metais por
ressuspensdo. Diversos estudos indicam que altos niveis destes contaminantes

podem causar destruicdo celular, tanto de animais quanto de vegetais*.

e Produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal (PPCPs, do inglés Pharmaceuticals
and personal care products): grupo que inclui drogas prescritas e ndo prescritas
(antibidticos, anti-inflamatorios, antissépticos, analgésicos, etc.), medicamentos
de uso veterinario, produtos quimicos como fragrancias, protetores solares,
batons, tinturas de cabelos, entre outros. Estudos indicam que esses compostos
podem possuir caracteristicas toxicas, carcinogénicas e afetar o desenvolvimento
embrionério. A exposi¢do prolongada e em niveis trago ainda é desconhecida, no
entanto pesquisadores ja demonstram preocupacdo com seus efeitos sobre

criancas, fetos e imunodeficientes*>46,

3.3. Compostos Desreguladores Endécrinos (EDC)

Os compostos desreguladores endocrinos podem ser definidos como ‘“‘agentes
exogenos, que mesmo em concentracdes-traco, possuem a capacidade de interferir na
sintese, secregdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormdnios naturais,
responsaveis pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento e comportamento dos
organismos*’. Esses compostos podem alterar ou dificultar a sintese normal, secrecéo,
transporte, ligacdo e metabolismo de hormonios naturais, causando alteragdes na

reproducéo e no desenvolvimento de humanos e animais®.



De acordo com WHO?, aproximadamente 800 compostos sdo conhecidos ou
suspeitos de interferirem com receptores hormonais, sintese hormonal ou conversao
hormonal. Porém, apenas uma pequena parte destes compostos foi investigada em testes
capazes de identificar efeitos endocrinos em organismos intactos. Apesar disso, ao
longo dos ultimos 50 anos, tem-se observado uma alta incidéncia e tendéncia crescente
de disturbios enddcrinos em humanos, tais como a baixa qualidade do sémen reduzindo
a capacidade de fertilidade, incidéncia de malformacdes genitais, prematuridade e baixo
peso de bebés, transtornos neurocomportamentais associados a tireoide, aumento das
taxas de cancer associados ao sistema enddcrino como ovario, prostata e endométrio,
além do aumento do desenvolvimento de diabetes tipo 2%’. A Tabela 1 traz um resumo

dos EDC mais utilizados e encontrados no meio ambiente.

Tabela 1. Compostos desreguladores enddcrinos mais comumente utilizados pelo

homem.

Grupo Desregulador Exemplos

Fendis Surfactantes utilizados em detergentes e desinfetantes
Plastificante na constituicdo de plésticos e outros
Ftalatos )
polimeros
Hidrocarbonetos policiclicos Erupc@es vulcanicas, fogos, queima de combustiveis
aromaticos (HPA) fésseis e incineracdo de residuos
Hormaonios sintéticos Componentes da pilula anticoncepcional
o o Organoclorados e organofosforados usados na
Pesticidas e biocidas _ _ _ )
agricultura, tintas antivegetativas
Policloretos de bifenilas
(PCB) e dioxinas

Produtos naturais Plantas

Subprodutos de co-incineragao

Fonte: Adaptado de Peres®.

No ambiente aquatico, ja foram observados efeitos adversos a exposi¢do aos
EDC, tais como problemas reprodutivos e diminui¢do da populacgdo de jacarés na China,
expostos ao pesticida DDT (diclorodifeniltricloroetano)®®, masculinizacio e feminizagéo
dos sapos leopardo no Centro-Oeste norte-americano, no qual, entre 10 a 92% das ras
leopardo apresentaram anormalidades nas gb6nadas, incluindo atrasos no

desenvolvimento e hermafroditismo, causadas pela exposicdo a atrazina® e também o
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aparecimento de graves anomalias morfoldgicas e fisioldgicas em peixes®*®. Os EDC
também foram identificados em aproximadamente 40 itens usuais da alimentacdo dos
Estados Unidos, indicando que o risco advindo da ingestdo destes alimentos amostrados
pode ser de 4 a 21 mil vezes superiores ao da ingestdo de agua de abastecimento®,

A contamina¢do dos recursos hidricos pode ocorrer tanto por residuos
domeésticos, industriais ou hospitalares, descartados diretamente sem o devido
tratamento ou ainda através dos efluentes de estagdes com baixa ou moderada eficiéncia
de remog&o®. Além disso, os EDC podem atingir os corpos d’agua via lixiviagdo de

aterros e drenagens superficiais agricolas, conforme pode ser observado na Figura 1.

Origem agropecuaria: Origem industrial:

Origem humana: ¢+ Medicamentos veterinarios + Indistria farm

Medicamentos Excreciode horménios naturais

acéutica

Contaminacio dos corpos d'dgua

- . . ¢ + Producio de plisticos
* Excreciode hormonios naturais + Promotores de crescimento animal - Produtos de limpeza
* Produtos de limpeza higiene pessoal «  Pesticidas +  Outras indistrias
T " |+ Reusodelodo de ETE na agricultura
| l l
v
Residuos I Alimentos e bebidas | . | Frodutos Residuos Despejos
sélidos l contaminadas industriais sélidos liguidos
g oy | .
Estacdode A 5
= gua Estaciode
Tratamento de Lodo EXPOSICAO | “— | coptaminada Trat;mento
Esgoto HUMANA Aterro -
T de Despejos
Industriais
Estacidode l
Escoamento Tratamento
superficial de Agua

Fonte: Aquino et al.%,

Figura 1. Possiveis rotas de contaminagdo dos corpos d’agua pelos compostos

desreguladores enddcrinos.

Uma reviséo bibliografica realizada por Lima et al.>” aponta diversos estudos
gue demonstram que a concentragdo dos compostos detectados na agua tratada é da
mesma ordem de grandeza que aquela observada nos afluentes das EstacGes de
Tratamento de Agua (ETA), indicando que os desreguladores enddcrinos nio s&o
eficientemente removidos pelos processos cléssicos de clarificacdo e desinfeccdo
utilizados nas ETA. Isso pode ser verificado no trabalho de Raimundo® que avaliou a
qualidade dos mananciais e da agua tratada de Campinas em relacdo a diversos

compostos farmacéuticos e EDC. A concentracao de atrazina identificada na agua de rio
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é da mesma ordem de grandeza (687 ng L) que a concentracio do composto
identificado na é&gua tratada (42 ng L™). Além disso, o autor constatou que
aproximadamente 40% da agua tratada apresentou atividade estrogénica positiva (entre
0,01 e 1,33 ng E2equiv L) e toda agua bruta apresentou estrogenicidade ou atividade
estrogénica (resposta bioldgica via ativacdo dos receptores estrogénicos ou por outro
mecanismo de acio) entre 0,06 e 6,54 ng E2equiv L.

Os estrogénios naturais estrona (El), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) e o
sintético, 17a-etinilestradiol (EE2) merecem destaque, pois sdo compostos com alta
estrogenicidade, mesmo em baixas concentragdes, podendo causar graves efeitos em
organismos. Além disso, estes EDC tém sido frequentemente identificados no meio
ambiente®®, conforme observado na Figura 2. Pelo fato de serem excretados
continuamente e diariamente e, levando-se em consideracdo a falta ou inexisténcia de
sistema sanitario eficiente, sdo encontrados nas aguas superficiais que, muitas vezes, sao

usadas para o abastecimento de agua potavel para a populag&o®®®?,

Hormonios sexuais
(estrogénios)

‘ Excrecidohumana ‘

‘ Esgoto domeéstico ‘

‘ Estaciode Tratamento de Efluentes ‘

Lixiviacdo, dissipacio,
escorrimento

Corpos hidricos e

. Agua subterrinea
sedimentos g

Fonte: Filho et al.®2,
Figura 2. Representacdo das formas de contaminagdo do meio ambiente por

estrogénios.
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A quantidade de hormonios excretada diariamente depende de diversos fatores
como idade, estado de salde, dieta ou gravidez. Uma estimativa dos valores excretados
diariamente per capita de estrogénio por humanos € apresentada na Tabela 2. Os
estrogénios naturais sao excretados na urina por mulheres, animais fémeas e, em menor
quantidade, por homens na forma de conjugados polares inativos, predominantemente
como glucuronides e sulfatos. Na fase gestacional, os niveis de estrogénios excretados
podem aumentar em até quatro mil vezes, como é o caso do E3%*. Na menopausa,
devido a diminuicdo da producdo hormonal, ha uma reducdo dos niveis de estrogénios
excretados diariamente por mulheres e animais fémeas, chegando a niveis semelhantes
aos da excrecdo masculina. Além disso, estima-se que a excre¢do de hormonios
sintéticos ingeridos seja de aproximadamente 80%, principalmente através da urina®®.

Os estrogénios E1, E2 e EE2 recebem uma atencdo especial, pois, embora
apresentem tempo de meia vida curto (aproximadamente 10 dias), sdo continuamente e
diariamente excretados, podendo apresentar um risco a saide humana e animal, tendo
em vista sua estabilidade e persisténcia no meio ambienteb4. Por estas razdes, estudos

referentes a remocdo destes contaminantes do ambiente aquético sdo fundamentais.

Tabela 2. Excrecao diaria (ug) per capita de estrogénio por humanos.

Excrecio & Excrecioq —-XCregao © Excrecdo @  Excregéo @

Estrogénio menstruacao gravidez menopausa
(gizah) — (Hol240)  “qgpany  (ug2ah) (g4 h)
17 p-estradiol 1,6 - 3,5 259 2,3
Estrona 3,9 - 8,0 600 4.0
Estriol 15 - 4.8 6000 1,0
17a-

. . - 35 - - -
etinilestradiol

Fonte: Bila e Dezotti.
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3.3.1. Estrona (E1)

A estrona, também conhecido como E1 (Figura 3) € um hormonio natural,
metabdlito do horménio 17B-estradiol (E2), lipofilico, produzido por humanos,
mamiferos e alguns vertebrados, mas também é um ingrediente ativo de um estrogénio

utilizado em reposicdes hormonais®.

H
Figura 3. Estrutura quimica do hormdnio estrona.

Pelo fato de ser relativamente estdvel no meio ambiente, tem sido
frequentemente detectado nos ambientes aquaticos em concentracdes que variam de 20
a55ng L™ %, jaem aguas superficiais ha relatos da presenca de E1 que variam de 0,7 a
143 ng L1 676869 Além disso, 0 horménio E1 apresenta log Kow = 3,43, indicando que
possui carater hidrofébico, com afinidade pelas particulas do solo e sedimento’®. Porém
estudos de Bowman et al.”* indicam que a sor¢do dos hormonios seja limitada, fazendo
com que a maior parte permaneca no meio aquoso. O mesmo comportamento é
verificado por Holthaus et al.”?, que aponta que apenas 1% dos hormdnios seja
removido pelos sedimentos.

O hormonio E1 foi identificado como o estrogénio natural mais importante com
relagcdo aos efeitos provocados ao ambiente. Apesar de E1 apresentar um potencial de
agir como interferente enddcrino menor em relagdo ao E2, as concentracfes tipicas
encontradas no efluente sdo maiores, provavelmente por ser um dos metabolitos
naturais de E2>7*. Na literatura, alguns métodos sdo utilizados para remogdo e/ou
degradacéo de E1 no meio aquoso, tais como: utilizacdo de enzimas’™ com remocédo de
90%, membranas de nanofiltracio™ com eficiéncia de remogdo de 63%, adsor¢do em
nanotubos de carbono funcionalizados com polimeros molecularmente impressos com
altas remocdes de 90%°’, fotodegradacio por irradiacdo solar com remocdes inferiores a

60%’® e ozonizagéo apresentando remocdes superiores a 80% do horménio’.
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3.3.2. 17p-Estradiol (E2)

O hormonio 17B-estradiol, conhecido como E2 (Figura 4), é o hormodnio
responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais femininas e
reprodutivas. E um estrogénio natural e também ¢é produzido em larga escala para
aditivo em contraceptivos orais e reposicdo hormonal®. Entre os estrogénios, E2 é o
mais hidrofdbico, com log Kow = 3,94%,

Este hormonio estd diretamente relacionado ao ciclo menstrual, que pode ser
dividido em 3 fases: folicular, ovulatéria e luteinica. Na fase folicular, na qual se
desenvolvem os foliculos dos ovarios, os baixos niveis de E2 (20-120 ng L?) e
progesterona fazem com que o revestimento uterino (endométrio) degenere e se
desprenda na menstruacdo. Inicia-se entdo a fase ovulatéria com a liberacdo do évulo e
aumento dos niveis do E2 (120-400 ng L) até que atinja seu nivel maximo. Por fim, a
fase luteinica se inicia apds a ovulacdo e tem duracdo de aproximadamente 14 dias.
Caso o ovulo ndo seja fecundado, o corpo lteo se degenera, o corpo para de produzir
progesterona e os niveis de E2 diminuem (60-260 ng L), iniciando um novo ciclo

menstrual®®.

H

Figura 4. Estrutura quimica do horménio 17p-estradiol.

O E2 tem sido identificado em diversos sistemas ao redor do mundo, tais como
rios®283, corregos®, ecossistemas aquaticos costeiros®, sedimentos®®, esgoto in natura e
esgoto tratado®” e em &agua destinada ao consumo®. Diversos métodos estdo sendo
empregados para remocgdo ou degradacdo do E2 no meio ambiente, tais como adsorgéo
utilizando carbono poroso, com remogdo de 90 % do hormonio®, utilizagdo de

membranas de nanofiltracio’®, fotodegradacdo com tratamento UV apresentando
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degradacéo superior a 80%, mas gerando 20 subprodutos® e ozonizagdo removendo
quase 100% do E2 de efluente secundario sintético®®.

3.3.3. 17a-Etinilestradiol (EE2)

Os esteroides sintéticos sdo obtidos, em geral, por reacdes de alquilacado
(principalmente grupos metila e etila) ou esterificacdo dos hormonios naturais,
prevenindo-os da metabolizacdo rapida quando no organismo e garantindo assim o
efeito desejado. Um dos horménios sintéticos mais estudados e utilizados é o 17a-
etinilestradiol, conhecido como EE2°%. Sua estrutura é similar a dos estrogénios naturais

com a substituicdo do etinil no carbono 17, conforme pode ser observado na Figura 5.

OH

Figura 5. Estrutura quimica do hormoénio 17a-etinilestradiol.

O EE2 ¢ encontrado nas pilulas anticoncepcionais, com dosagem tipica diaria
administrada por mulheres de 20 a 50 pg, em um periodo de 21 dias. Ap6s a
administracdo, aproximadamente 25% do EE2 conjugado é excretado®. E um pouco
mais hidrofobico que os demais estrogénios, com log Kow = 3,67%, apresentando
moderado potencial bioacumulativo no ambiente (log Kow > 3). De acordo com a
Convencao de Estocolmo, compostos com log Kow iguais ou superiores a 5,00 possuem
elevado potencial bioacumulativo®.

O desregulador endocrino EE2 vem sendo identificado em diversos sistemas,
tais como esgoto tratado®, esgoto in natura®, estacbes de tratamento de agua®®,
sedimentos®, rios®” e até mesmo em agua destinada ao consumo®. Alguns dos métodos
de remocédo ou degradacgéo identificados na literatura foram: utilizacdo de membranas
de nanofiltracdo que apresentaram remoc&o de 90% do composto’®, fotodegradagdo com
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degradacéo de 80%%°, utilizagdo de biorreatores de membrana com 87% de remocéo do
hormonio'®, utilizagio de resinas de troca ibnica magnéticas apresentando remogdes de

80%'%! e utilizagdo de bactérias com remocdo de EE2 maxima de 61%'%.

3.4. Avaliacdo Toxicoldgica e Risco Ambiental

De acordo com a Diretiva 93/67 da comisséo sobre avaliacéo de risco para novas
substancias notificadas, Diretiva 98/8 do Parlamento Europeu e do Conselho relativa a
colocacdo de produtos biocidas no mercado e com o Regulamento n° 1488/94 da
comissdo sobre avaliacdo de risco para substancias existentes, é exigida uma avaliacdo
do risco ambiental em novas substancias notificadas, em substancias prioritarias
existentes, em substancias ativas e substancias preocupantes em produtos biocidas®.

Devem ser verificados na seguinte ordem:

e Identificacdo de perigo;
e Avaliacdo de dose (concentracdo) — resposta (efeito);
e Avaliacdo da exposicao;

e Caracterizacgdo de risco.

Recentemente, tém-se encontrado estudos ambientais que utilizam os SARs (do
inglés, Structure-Activity Relationships) e os (Q)SARs (do inglés, Quantitative
Structure-Activity Relationships), definidos coletivamente por (Q)SARs, que séo
ferramentas que iro “prever” as propriedades fisico-quimicas e toxicolégicas de um
composto novo ou ainda ndo estudado através da similaridade quimica estrutural com
substancias quimicas de toxicidade previamente conhecida'®. Um estudo de Van der
Jagt!® sugere a utilizacio deste tipo de ferramenta como uma abordagem alternativa aos
testes com animais. E demonstrado que, se as autoridades reguladoras aceitassem 0s
métodos alternativos como avaliacdo do risco toxicolégico e ambiental, cerca 1,9
milhdes de animais deixariam de ser utilizados em testes.

O ECOSAR (do inglés, Ecological Structure-Activity Relationship) é um
software livre do tipo SARs bastante simples, que foi desenvolvido e é amplamente
utilizado pela USEPA. Este programa tem como finalidade prever a toxicidade aquética

em peixes, daphnias e algas verdes!. Foi desenvolvido no inicio da década de 1990 e
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sua versdo mais recente é programada para identificar 111 classes quimicas e acessar
704 (Q)SARs para inumeros pontos finais e organismos. Os resultados baseiam-se em
uma relacdo matematica linear entre os valores de log Kow previstos e o log
correspondente dos valores de toxicidade medidos (mmol L?). Depois de coletar as
informagdes do conjunto de teste para cada produto quimico, as técnicas de regressao
sdo aplicadas aos conjuntos de dados especificos da classe para derivar relacfes
matematicas entre log Kow € toxicidade. Os resultados obtidos s&o descritos em termos
de concentracdo de efeito toxico, ou seja, LC50, que representa a concentracdo de uma
droga capaz de provocar a mortalidade de 50% da populagdo e EC50 que corresponde a
dose necessaria para provocar alguma resposta em 50% da populagao®?’.

A avaliacdo de toxicidade dos contaminantes emergentes, como 0S
desreguladores enddcrinos, vem sendo estudada através de diferentes (Q)SARs. Como
pode ser observado no trabalho de Sanderson et al.®® o qual avaliou 4 classes de
preocupacdo ambiental (antibidticos, antineoplésicos, cardiovasculares e hormonios
sexuais), considerando a classe dos hormdnios sexuais como a classe mais toxica das 4
avaliadas. Das 92 amostras de hormdnios sexuais investigados, 2/3 foi considerado
muito toxico (EC50 < 1 mg L) para algas e daphnias e 37% dos compostos foi
considerado extremamente toxico (EC50 < 0,1 mg L) para algas e daphnias. Mais da
metade foi prevista como extremamente toxica para peixes, 80% foram previstos como
muito toxicos e apenas 1% foi considerado ndo toxico. Além disso, das 4 classes, 0s
hormOnios sexuais apresentaram a maior tendéncia a bioacumulagdo. Outro estudo
realizado por Judson e colaboradores!® identificou, através de modelos QSAR que, das
32.464 amostras de produtos quimicos avaliadas, aproximadamente 4 mil apresentavam
atividade desreguladora endocrina e 38 geravam metabolitos mais toxicos que 0s
compostos originais.

Este tipo de ferramenta tambeém é utilizado para avaliar a relagao/interacdo do
desregulador enddcrino com o método escolhido de remocgdo ou degradacdo do
composto, como pode ser observado no trabalho publicado por Yangali-Quintanilla et
al.}? que utilizou um modelo (Q)SAR para prever a remogao de diversos contaminantes
emergentes, dentre eles os desreguladores endocrinos, utilizando membranas de
nanofiltracdo. Foram identificadas as variaveis que influenciariam diretamente na

remocao dos compostos em estudo.
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3.5. Extracdo em Fase Soélida (SPE)

Tendo em vista a complexidade das amostras ambientais e a baixa concentracédo
dos contaminantes nas aguas residuais, a realizacdo de uma etapa de preparacdo de
amostra antes da determinacgdo instrumental, é fundamental. A extracdo em fase sélida
(SPE), representada esquematicamente pela Figura 6, é uma das técnicas mais
utilizadas para extracdo e/ou concentracdo de analitos, permitindo sua deteccdo por
métodos extremamente sensiveis como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés High Performance Liquid Chromatography), cromatografia em fase gasosa
(GC, do inglés Gas Chromatography) e eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary
Electrophoresis). Além disso, possui um vasto campo de aplicacdo como analises de

farmacos, alimentos e meio ambiente, em diferentes areas*'!,

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5

v a
‘me

Ir 7% 74 4

“

1 [l

[ANALITO » INTERFERENTES # .*]

Fonte: baseado em https://www.sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4600/4538.pdf.
Figura 6. Desenho esquematico do funcionamento da técnica de extracdo em fase

s6lida (SPE).

O processo de SPE inicia-se pela selecdo do tamanho e adsorvente adequado do
cartucho a ser empregado (Etapa 1). O volume de amostra determinara o tamanho do
cartucho e o tipo de adsorvente devera ser escolhido de acordo com as caracteristicas do
analito para que exista a interagdo da fase modvel e fase estacionéria, aumentando a
eficiéncia da extragdo. Em seguida, realiza-se o condicionamento do cartucho (Etapa 2)
para ativacdo do adsorvente e eliminacdo de possiveis impurezas do cartucho. O
solvente utilizado nesta etapa dependera do material a ser ativado!!2. A Etapa 3 consiste
na adicdo da amostra no cartucho e a Etapa 4, na lavagem do adsorvato com 0 mesmo

solvente de preparacdo da amostra ou outro solvente que ndo remova os analitos. Dessa
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forma, serdo retirados os interferentes da amostra. A Ultima etapa (Etapa 5) € a eluicdo
dos compostos de interesse que ficardo retidos no adsorvato.

Esta técnica apresenta caracteristicas vantajosas em comparacdo a extracdo
liquido-liquido, tais como: diversos tipos de sistemas disponiveis (manual, sistemas de
cartuchos multiplos, discos e placas multi-poco), possibilidade de automacéo, alta
concentracdo do extrato, seletividade, altas porcentagens de recuperagdo do analito,
volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de aumentar seletivamente a
concentracdo do analito e disponibilidade comercial de adsorventes, permitindo sua
aplicacdo em uma vasta gama de compostos de solugbes aquosas ou matrizes
organicas''3, Apesar desses aspectos, a técnica apresenta desvantagens como o elevado
tempo de analise e altos custos dos cartuchos e dos dispositivos comerciais.

Diversos estudos sé@o encontrados na literatura utilizando a extracdo em fase
solida como uma técnica de preparacdo de amostras utilizando EDC empregando
variados tipos de materiais adsorventes empacotados. Um estudo de Sun et al.l’®
utilizou cartuchos de C18 para pré-concentracdo de diversos contaminantes emergentes,
dentre eles cinco estrogénios, permitindo identificacdo em 50% das amostras de agua do
rio Huangpu na China. Por outro lado, no trabalho de Tizaoui, Fredj e Monser'!® foram
utilizados cartuchos do polimero PA6 como material adsorvente para a técnica de SPE,
que promoveram a recuperacdo de 100% dos EDC 17pB-estradiol e 17a-etinilestradiol e
do produto de oxidacdo 2-hydroxiestradiol.

Diferentes materiais adsorventes sdo encontrados comercialmente para a técnica
de SPE, tais como os adsorventes derivados de silica C18 e C8, poliestireno-
polivinilpiridina (PS-PVP) e carvdo ativado!!’, porém, atualmente, tem-se dado atencéo
para os adsorventes produzidos em laboratério tendo em vista sua capacidade de
modificacdo a fim de aumentar sua eficiéncia de remogédo. Diversos sdo 0s materiais
alternativos estudados como grafite, silica, nanotubos de carbono'®® e mais
recentemente as membranas poliméricas®.

Em geral, quando se utilizam membranas para a realizacdo da técnica de
extracdo em fase solida, a técnica passa a ser chamada de extracdo em fase solida por
membrana (SME — do inglés, Solid Membrane Extraction). As vantagens desta técnica
com relacdo a SPE incluem a alta area de sessdo transversal e menor queda de pressao,
apresentando um maior fluxo para processamento da amostra. A utilizacdo de

membranas na técnica de SME geralmente € empregada quando se utilizam grandes

19



volumes de amostra e baixas concentragdes, permitindo a obtencdo de melhor
coeficiente de enriquecimento?. Um desenho representativo da técnica de SME é

demonstrado através da Figura 7.

Seringa

Amostra
Filtro

Membrana polimérica

Tubo coletor

Fonte: Xu et al.Z,

Figura 7. Dispositivo de extracdo em fase sélida por membrana (SME).

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam membranas poliméricas
como membranas filtrantes para o processo de SME, como pode ser observado em um
estudo de Chigome et al.. Neste estudo foram utilizadas membranas de poliestireno
produzidas por eletrofiacdo para remocao de 4 esteroides do plasma e da 4gua através da
técnica de SME, com determinacdo por HPLC-DAD. A eficiéncia de remocdo dos
compostos variou entre 51,14 a 80,13% em plasma e 66,07 a 93,43% em agua*®. No
estudo de Xu e colaboradores, foram obtidas remoges na faixa de 85,3 a 95,9% quando
se utilizou uma membrana de PA6 através do processo de SME para remocao dos
horménios E1, E2 e EE2 de amostras aquosas ambientais, utilizando a técnica de
HPLC-UVZ,

3.6. Filtracédo por Membrana

O processo de filtragdo por membranas envolve a utilizagdo de membranas com
diferentes tamanhos de poros, dividindo-se nos seguintes tipos: microfiltracdo (MF) de
0,1 a 1 pum, ultrafiltragéo (UF) de 0,01 a 0,1 um e nanofiltracdo (NF) de 0,001 a 0,01
pum. Além disso, podem ser utilizadas membranas seletivas semipermeaveis, tal como a

osmose reversa (OR), com tamanho de poro inferior a 0,001 um?*?°. Atualmente a
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utilizacdo de membranas filtrantes em sistemas inovadores de tratamento de &gua e
esgoto vem crescendo devido ao seu alto desempenho e economia quando comparadas

ao sistema tradicional de tratamento®?!,

Ja existem estacbes de tratamento que
empregam alguns tipos de filtracdo, principalmente em areas industriais, para
purificacdo da &gua tanto para abastecimento de agua potdvel ou para outros usos
industriais e humanos'?,

Em geral, o processo de transferéncia de massa é regulado pelas seguintes
interacdes membrana-soluto: exclusdo estérea (peneiramento), interacdo entre as cargas
e afinidade membrana-soluto (ou seja, interagcdes hidrofdbicas e hidrofilicas, ligacdes de
hidrogénio, efeitos dielétricos, etc.). No entanto, a definicdo de qual processo rege o
processo de filtracdo ainda € um processo dificil, pois as intera¢cbes da membrana com o
soluto sdo bastante complexas, afinal os contaminantes emergentes apresentam
propriedades variadas de massa molar, polaridade/hidrofobicidade/geometria molecular,
além de outros fatores que podem influenciar nessas interacGes tais como pH e
composicdo do compostot?3124.125,

Um estudo de Gallenkemper e colaboradores investigou a remocdo dos
desreguladores enddcrinos nonilfenol e bisfenol A empregando onze diferentes
membranas de nanofiltragdo. Alguma das membranas permitiu remogdes entre 70 a
100% dos compostos de efluentes de estacdes de tratamento'?®. Weber et al. também
investigou a remocdo de diferentes desreguladores enddcrinos (173-estradiol, estrona,
17a-etinilestradiol, mestranol, dietilstilbestrol, progesterona e B-sitosterina) de soluctes
estoque 100pg L%, empregando membranas de poliamida e polietersulfona. A
membrana de poliamida permitiu remog6es acima de 99% para todos os analitos,
enquanto a membrana de polietersulfona obteve eficiéncias de remocao entre 40 a 90%.
Diversos fatores foram atribuidos a essas diferencas obtidas na eficiéncia de remocao,

tais como as cargas na superficie, tamanhos dos poros e pressao*?’.

3.7. Membranas Poliméricas

Membranas poliméricas s&o membranas sélidas obtidas por meio de solugdes de
polimeros que podem ser formadas utilizando-se diferentes técnicas, como fiacéo a seco
(dry spinning), fiacdo Umida (wet spinning) e fiacdo via gel (gel spinning)?®12° As

membranas produzidas por essas técnicas possuem fibras com didametros micrométricos,
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no entanto, para a producdo de fibras com didmetros submicrométricos a nanométricos,
utiliza-se a técnica de eletrofiagdo (electrospinning). Essa técnica, conforme
apresentada na Figura 8, € um processo eletrodinamico com taxas que induzem o

movimento do fluido dentro de um campo elétrico'®.

Seringa <-----

Jato fluido €====eeens

Fonte de energia
de alta tensdo

Fonte: Raghavan et al.*3.

Figura 8. Esquema representativo da técnica de eletrofiacdo.

Para o processo de eletrofiagdo, uma seringa é preenchida com uma solucéao
polimérica, sendo a solu¢do mantida na forma de gota na ponta da agulha devida sua
tensdo superficial. Apos a aplicacdo de um campo elétrico, a repulsdo de cargas gera
uma forca oposta a tensdo superficial. A medida que a intensidade do campo elétrico é
aumentada, a superficie hemisférica da solucdo na ponta da seringa alonga-se para
formar um cone conhecido como Cone de Taylor. Quando o campo elétrico atinge um
valor critico no qual a forca elétrica repulsiva supera a forca da tensdo superficial, um
jato de solugdo polimérica carregado ¢ ejetado da ponta do Cone de Taylor em direcdo a
base coletora de carga oposta. A medida que o jato se aproxima da base coletora, 0
solvente evapora, formando uma fibra do polimero sobre o coletor'*?. Os principais
parametros que afetam o processo de eletrofiacdo sdo: condi¢cbes ambientais
(temperatura e umidade), propriedades intrinsecas das solugdes (viscosidade,

concentracdo, condutividade elétrica e tensdo superficial) e parametros de
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processamento (tensdo aplicada, distancia agulha-coletor, didmetro da agulha e fluxo de
injecdo da solugdo).

Os parametros de solucdo influenciam nas morfologias e na geometria das
membranas. Eles estdo relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos solventes,
dos polimeros e com as interacdes do tipo polimero-solvente. A escolha de um solvente
adequado para cada tipo de polimero é importante para que sua completa solubilizagdo.
Polimeros com alta massa molar sdo menos sollveis, produzindo solucGes mais

viscosas!®

. A viscosidade da solucédo influencia o grau de emaranhamentos das cadeias
poliméricas do polimero em solucéo. Valores minimos de emaranhamento (viscosidade
minima) sdo fundamentais para a formacéo de fibras uniformes e sem beads (n6dulos ao
longo da fibra)*®,

Nos parametros de processamento, a tensdo aplicada entre a agulha contendo a
solucdo e o coletor ¢ fundamental para otimizacdo da técnica. Assim que a forca
eletrostatica supera a tensdo superficial da solucdo, a alta tensdo ira induzir cargas na
solucdo junto com o campo elétrico externo'®. Evadas provocam elongacdo da solucio
devido a maiores forcas eletrostaticas no jato, como também um forte campo elétrico,
reduzindo o didmetro das fibras e uma répida evaporagdo do solvente. O controle da
vazdo da solucdo pode determinar a quantidade de solucdo disponivel para a
eletrofiacdo. Quando ocorre um aumento do fluxo, aumenta-se o diametro das fibras ou
o tamanho dos beads, devido ao aumento do fluxo da solu¢do que sai da ponta da
agulha®®®. Vazdo elevada necessita de um tempo maior para vaporizagio do solvente
para ndo originar fibras com defeitos!?. Para que o solvente tenha tempo suficiente para
evaporar, o ideal é que o fluxo seja continuo e o fluxo seja baixo*®. E necessaria uma
distdncia minima entre a agulha e a base coletora para que haja tempo suficiente para
evaporar o solvente antes de atingir a base!®’, e um valor maximo para que o campo
elétrico estabilize a formacdo das membranas™*. Em distancias muito proximas ou
muito afastadas, pode ser observada a presenca de beads e gotas ao invés de fibras'®,

Os pardmetros ambientais, como umidade, temperatura e composi¢cdo do ar
também podem influenciar na formagdo e morfologia das nanofibras!®. Por isso é
interessante realizar o processo de eletrofiacdo em um ambiente em condicGes
controladas. O nivel de umidade e gases atmosfericos pode afetar a taxa de evaporagéo
de solventes a base de 4gua. Em um ambiente rico em agua, € observada a formagéo de
uma pele com contornos bem definidos ao redor do jato eletrofiado, enquanto que em

uma situagao oposta, uma fina estrutura permite uma evaporacéo rapida do solvente'®,
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As fibras poliméricas podem ser fabricadas empregando-se diferentes polimeros
e permitem diversas modificacbes a fim de controlar o didmetro da fibra, sua
morfologia, as caracteristicas da superficie, tornando-as funcionais de acordo com a
aplicacdo de interesse'®. Devido a essas caracteristicas, elas tém uma ampla gama de
aplicacbes em diferentes areas como curativos de feridas, enxertos vasculares,
imobilizacdo enzimatica, detecgdo eletroquimica, materiais compositos, engenharia de

141 "a3lém de resultados muito satisfatorios como

vasos sanguineos, engenharia de tecidos
membranas de filtragio de agua'*.

Estudos recentes tém utilizado as fibras poliméricas para a remogdo de
contaminantes dos corpos aquaticos, como por exemplo, o estudo de Vanraes et al.1**no
qual foi utilizada a nanofibra de poliamida 6, obtida por meio da técnica de eletrofiacéo,
para extracao de atrazina em baixas concentracfes. Os resultados obtidos na remocao de
atrazina foram mais eficazes (Carazina = 4,6 Pg L) quando comparados a testes
realizados sem a utilizacdo da membrana de poliamida 6 (Catrazina = 11,7 pug L) e a
testes simulados utilizando as técnicas de 0zonizagio (Catrazina = 29 pg L) e oxidagéo
com perdxido (Catazina = 26,9 pg L2). Outro exemplo é o trabalho de Peter et al.!* o
qual utilizou um compdsito de nanofibras de carbono/nanotubos de carbono para a
remocao, considerada pelos autores como alta (> 90%) e moderada, de diversos
compostos farmacéuticos.

As fibras poliméricas podem ser obtidas a partir de misturas de diferentes
polimeros, os chamados compésitos ou blendas. Os compdsitos combinam propriedades
distintas dos diferentes polimeros empregados, com o intuito de desenvolver
caracteristicas especificas para determinada aplicagdo*°. Em alguns casos, essa mistura
de polimeros é mais eficaz para obter-se o resultado desejado, como pode ser observado
no estudo desenvolvido por Prabhakaran e colaboradores!®, no qual foi utilizado um
composito policaprolactona/quitosana para a regeneracdo do nervo periférico. A adigédo
de quitosana no polimero policaprolactona (PCL) aumentou e melhorou a
hidrofilicidade do material e suas propriedades mecanicas, proporcionando resultados
mais satisfatorios.

Os polimeros selecionados para a confec¢do das membranas poliméricas deste
trabalho foram a poliamida 6, a poli(€-caprolactona), poli(acido lactico) e
poli(butilenoadipato-co-tereftalato), que sdo amplamente comercializados, bastante

estudados e possuem diferentes caracteristicas de hidrofobicidade. No entanto, estudos
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referentes as suas aplicagdes como membranas para a técnica de SME e como

membranas de filtracdo sdo escassos ou inexistentes.

3.7.1. Poliamida 6 (PA6)

A poliamida 6 (PA6) (Figura 9) € um importante termoplastico semicristalino,
amplamente comercializado devido ao seu desempenho (popularmente conhecido como
Nylon 6), versatilidade e processabilidade. Possui propriedades como alta resisténcia
mecanica, baixo desgaste a abrasdo e boa resisténcia quimica. Produzido a partir da

polimerizacdo por abertura de anel da e-caprolactama®®’-48,

M
H

Figura 9. Estrutura quimica da poliamida 6.

O polimero PA6 possui carater hidrofilico'*® devido & presenca de ligacdes de
hidrogénio e maior carater hidrofébico em funcdo de sua longa cadeia carbonica.
Diversos estudos sdo encontrados na literatura utilizando este polimero para a remocao
de contaminantes em amostras ambientais. A maior parte dos trabalhos encontrados
utilizando-se PA6 € referente a seu uso como membrana para processos de
microfiltracao®*!,

Um trabalho publicado por Song et al.'® mostrou que nanofibras de
PAG/quitosana modificadas com Fe*® foram utilizadas como material adsorvente para a
remocao de antibioticos de amostras aquosas. O percentual de remocéo obtido foi acima
de 90%. Este mesmo percentual de remogao foi obtido em um estudo de Maryskova et
al.’®3, no qual as nanofibras de PA6/quitosana foram modificadas com a enzima lacase
para a remogdo de desreguladores enddcrinos. Ainda utilizando esta mesma nanofibra
de poliamida com quitosana, em um estudo de Dotto et al.*>* obtiveram-se capacidades

de remog&o de corantes anidnicos de aproximadamente 500 mg g
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3.7.2. Poli(&-caprolactona) (PCL)

O polimero poli(€-caprolactona) (PCL), Figura 10, € um poliéster sintético
biodegradavel que possui cadeia linear, de facil preparo, com carater hidrofébico®,
obtido através da polimerizacdo de cadeias resultantes da abertura de anel da €-
caprolactona, um mondmero de baixo custo!®. E aprovado pela Administragdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and Drug
Administration) para uso na area médica através da reconstrucao de varios tecidos como
0ssos, pele, nervo e retina'®’, suturas'®, curativos®™, dispositivos contraceptivos!®?,
dispositivos de fixacdo para fraturas!®l, na odontologia para preenchimento de
tratamentos de canal*®?, pelo fato de possuir uma lenta taxa de degradacéo (entre 2 a 4
anos)*®, permitindo seu uso em implantes de longa duragdo. Possui varias vantagens,
incluindo o fato de ser biocompativel, reabsorvivel pelo organismo, de baixo custo,

elastico, possuir facilidade de processamento e baixa toxicidade!®.

n

Figura 10. Estrutura quimica da poli(€-caprolactona).

Poucos sao os trabalhos encontrados na literatura referentes a aplicacdo do PCL
puro ou em blendas como material para remocdo de contaminantes em amostras
ambientais. Em um estudo realizado por Li et al.'®®, granulos de PCL foram utilizados
como meio de biofiltracdo e fonte de carbono para desnitrificacdo de efluentes
secundarios em estacbes de tratamento na China. Um bionanocompdsito de
ciclodextrina-policaprolactona-dioxido de titanio desenvolvido pelo método sol-gel foi
utilizado como adsorvente para remocdo de 98% de chumbo de aguas residuais®.
Outras pesquisas foram desenvolvidas utilizando PCL para remocdo de corantes
téxteis!®’ e biorremediacdo de naftaleno em éagua'®® além da remocdo de nitrato em

zona umida construida®®® e absorcéo seletiva de 6leo em agua poluida®™.
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3.7.3. Poli(4cido lactico) (PLA)

O poli(acido lactico), Figura 11, é considerado o polimero do século XXI. Um
dos polimeros produzidos em escala industrial, sendo o Unico que € simultaneamente
biodegradavel, biocompativel e derivado de produtos bioldgicost’t. Além disso, é um
poliéster alifatico, de baixa toxicidade, altamente hidrolisavel no corpo humano e foi
considerado como um material seguro pela FDA?173, O 4cido lactico é um produto da
fermentacdo do amido de plantas como milho, cana-de-acUcar, batata e beterraba. O
polimero € entdo sintetizado por policondensacdo direta do é&cido lactico ou
polimerizagdo por abertura de anel lactico usando um catalisador adequado®™.

O 0

Figura 11. Estrutura quimica do poli(acido lactico).

Possui sua maior aplicacdo na area médical’’® através de suturas, implantest’’,
liberacdo controlada de drogas'’®, engenharia de tecidos!’®, entre outras. Também
possui ampla aplicacdo industrial em diferentes segmentos, tais como alimentos,
produtos farmacéuticos, téxtil, couro, industria quimica e embalagens. Além disso, o
polimero PLA vem sendo bastante empregado na confec¢do de embalagens plasticas,
como alternativa aos materiais poliméricos que sdo derivados do petréleo, recurso ndo
renovavel, contribuindo com a reducio da contaminagio ambiental*°.

Poucos exemplos sdo encontrados na literatura para a utilizagdo de PLA na
remocao de contaminantes em amostras ambientais. Um trabalho encontrado é referente
a remocdo de 60% de rodamina B, um corante bésico amplamente utilizado
industrialmente com propriedades carcinogénicas, em solu¢des aquosas utilizando um
compdsito PLA-carbono ativado®®l. Uma pesquisa de Sahithya, Das e Das'® utilizou
PLA modificado com o compdsito montmorilonita-CuO para a remogéo adsortiva de
83,9% de monocrotofos, um inseticida organofosforado (conhecido por Azodrin) que

possui caracteristicas extremamente toxicas a passaros e é descrito como citotdxico e
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genotdxico, utilizado para controle de insetos em plantios de algoddo, amendoim, cana
de acucar, tabaco e outros.

3.7.4. Poli(butilenoadipato-co-tereftalato) (PBAT)

O poli(butilenoadipato-co-tereftalato), Figura 12, € um copolimero alifatico-
aromatico formado pelos monémeros 1,4-butanodiol, acido tereftalico e acido
adipico!®, que mantém as propriedades benéficas dos poliésteres aromaticos, mas é
completamente biodegradavel em funcéo de seus componentes alifaticos®*. Possui alta
dureza®®, alta elasticidade, resisténcia ao desgaste e a fratura, resisténcia a agua e 6leo e
¢ atoxico. O polimero sozinho ndo possui grande resisténcia mecanica quando
comparado aos demais polimeros, por isso ndo tem grande aplicabilidade na érea
médica. No entanto, pelo fato de possuir boa adesdo a outros polimeros, vem sendo

aplicado na forma de compdsitos para melhora de suas propriedades®187,
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Figura 12. Estrutura do poli(butilenoadipato-co-tereftalato).

Estudos empregando PBAT modificado com diferentes compostos e/ou
polimeros na area médica, sdo referentes a recuperagdo do tecido 6sseo0®, tratamento de
células cancerigenas!®®, compostos antibacterianos!® e liberagdo controlada de
farmacos®®. Outras aplicagdes do PBAT relatadas na literatura s&0: uso como material
agricola biodegradavel na forma de filmes que aquecem o solo, mantém sua umidade e
previnem o crescimento de ervas daninhas!®®> e uso em embalagens®®. N&o foi
encontrado na literatura o uso do PBAT como material para remogéo de contaminantes

emergentes.
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3.8. Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Cromatografia € um processo fisico de separacdo, no qual os componentes a
serem separados estdo distribuidos em duas fases: a fase estacionaria e a fase movel. A
fase estacionaria geralmente costuma ser um sélido que apresenta grande area
superficial. A fase mével pode ser um gas, um liquido ou ainda um fluido supercritico.
Essa fase movel passara pela a fase estacionaria, arrastando consigo os diferentes
componentes da amostra’®*. O desenvolvimento de novas tecnologias exigiu
equipamentos sofisticados capazes de detectar analitos em niveis tragco no meio
ambiente e que apresentassem boa reprodutibilidade, alta resolucéo e sensibilidade.

A técnica analitica de separacdo HPLC (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography) é a mais utilizada devido a sua alta sensibilidade, facil adaptacdo em
determinagfes quantitativas e sua ampla aplicabilidade. Diversos compostos podem ser
detectados por HPLC, tais como aminoécidos, proteinas, acidos nucleicos,
hidrocarbonetos, hidratos de carbono, drogas, terpendides, pesticidas, antibidticos,
esteroides, espécies organometalicas e muitas substancias inorganicas®.

Nesta técnica, a fase mdvel é um liquido que deve apresentar alto grau de pureza
ou ser de fécil purificacdo; deve dissolver a amostra sem decompor 0S Seus
componentes; ndo deve dissolver a fase estacionaria; deve ser compativel com o
detector; ndo ser tdxico; deve possuir baixa viscosidade e ter polaridade adequada para
permitir uma separacgdo conveniente dos componentes da amostral®>1%, Se possivel, o
solvente da amostra deve ser a propria fase mdvel ou um dos seus componentes, para
que ndo ocorra precipitacdo no injetor ou na coluna, provocando diminuicdo na
resolucdo dos compostos®®’,

A fase estacionaria é formada por pequenas particulas com formas regulares,
contribuindo para a uniformidade do preenchimento da coluna. Outra caracteristica da
particula, que também € importante para a uniformidade, € a de ter uma faixa de
variacdo de didmetros bem pequena. Alguns destes materiais sdo bastante porosos e
outros superficialmente porosos, ambos podendo conter fases quimicamente ligadas a
sua superficie. A fase estaciondria de octadecil (C18) é a mais utilizada na
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo representada por ODS

(octadecilsilano)*®.
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A técnica de HPLC utiliza um conjunto de equipamentos especiais, 0s chamados
cromatografos. Eles podem diferir em caracteristicas, grau de automacdo e
caracterizam-se por terem 0s seguintes componentes:

e Reservatorio e sistema de bombeamento da fase movel;

e Sistema de introducdo da amostra;

e Sistema analitico — coluna cromatogréafica e termostato das colunas;
e Sistema de deteccdo (um ou mais detectores);

e Sistema de registo e tratamento de dados'®°.

O solvente que se encontra no reservatorio é bombeado com o auxilio da bomba
através do sistema de introducdo da amostra até a coluna cromatogréfica, situada ou nao
dentro de um termostato. Nela, efetua-se a separacdo dos componentes da mistura de
acordo com a natureza da fase movel, fase estacionaria e a natureza dos componentes
analisados. A fase mdvel sai da coluna e passa por um sistema de detec¢do, onde sdo
identificadas alteracbes de propriedades fisicas especificas. Esta variacdo &
transformada em um sinal elétrico, que é registado e tratada matematicamente por um
processador conveniente. O grafico obtido chama-se cromatograma®®®.

Sdo encontrados diversos trabalhos publicados que utilizam HPLC para
determinacdo de desreguladores enddcrinos, como pode ser observado por Shahbazi,
Malekinejad e Tajik?® que identificaram 16,2 + 1,1 ng L™ do hormdnio E1 na carne
bovina, além de 23,3 + 1,3 ng L™ do hormonio E2 e 15,8 + 1,9 ng L do horménio E3,
no musculo e na carne do bdfalo, respectivamente. Este estudo mostrou que embora a
carne seja uma das valiosas fontes de nutrientes para os seres humanos, ha, no entanto,
preocupacles crescentes com a seguranca da carne devido a presenca excessiva de
hormonios esteroides. Um outro exemplo é um estudo de Nur et al.?®* que utilizou a
técnica analitica HPLC com detector de arranjo de diodos (DAD) para verificar a
presenca de bisfenol em 30 amostras de agua potavel, agua mineral, agua de rio, agua de
lago e bebidas e alimentos enlatados, apds micro extracdo em fase sélida utilizando
polimeros molecularmente impressos. O método desenvolvido permitiu a identificagdo
do composto em 4 amostras, com limites de deteccdo de 0,07 pug L. Além dos
exemplos citados, Gafian et al.?% realizou um estudo que permitiu a identificacio do
17B-estradiol em agua potavel utilizando a técnica de HPLC-DAD, com limites de

deteccdo de 0,38 mg L.
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Na literatura, sdo escassos estudos que utilizem membranas poliméricas
produzidas pelas técnicas de eletrofiacdo para a remogdo de contaminantes emergentes,
tanto empregando a técnica de SME quanto empregando a técnica de filtracdo por
membrana. Além disso, os trabalhos publicados referentes ao assunto utilizam
polimeros diferentes dos escolhidos neste trabalho para estudos de remocdo de
desreguladores endocrinos em amostras aquosas. Da mesma forma, poucos sdo 0s
estudos que comparem a eficiéncia de diferentes membranas poliméricas eletrofiadas
para remocdo de horménios de amostras aquosas. Diante destes aspectos, 0 presente
trabalho traz como diferencial dos trabalhos encontrados na literatura a comparacao da
capacidade de quatro membranas poliméricas removerem trés horménios de amostras
aquosas, por meio de duas técnicas diferentes, SME e filtracdo por membrana, com
deteccdo por HPLC-DAD.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais e Reagentes

Os padrdes dos hormonios foram obtidos da empresa Sigma Aldrich, estrona
(> 99%), 17p-estradiol (> 98%) e 17a-etinilestradiol (> 98%). Os solventes utilizados
foram: é&cido férmico (Synth, 85%), é&cido acético glacial (Vetec, 99,7%),
dimetilformamida (Vetec, 99,8%), diclorometano (Quimica Moderna, 99,5%), acetona
grau HPLC (Panreac, 99,9%), metanol grau HPLC (Panreac, 99,9%), acetonitrila grau
HPLC (J.T. Baker, 99,98%) e 2,2,2-trifluoretanol (TFE) (Sigma Aldrich, = 99,0%). O
polimero PAG foi adquirido da Radilons, o PLA da PURAC, o PCL da Sigma Aldrich e
0 PBAT da BASF Corporation. Solucdes estoque dos hormodnios E1, E2 e EE2
(100 mg L) foram preparadas, separadamente, em acetonitrila grau HPLC e mantidas
na temperatura de -5°C. A solucéo de trabalho com concentracdo de 1,5 mg L de cada
um dos 3 hormoénios foi preparada a partir da solugdo estoque e diluida em &gua
ultrapura, no dia da realizag&o dos testes. Todas as amostras foram filtradas com filtros
de PVDF 0,45 um x 13 mm (Vertical Chromatography Co., Tailandia) e armazenadas
sob refrigeracdo até analise. A agua utilizada neste trabalho foi a ultrapura preparada em

sistema Milli-Q, marca Millipore Integral 5, (Franca).

4.2. Obtencdo das Membranas Poliméricas

Conforme ja mencionado, o processo de eletrofiagdo sofre influéncia de varios
parametros, tais como massa molar do polimero, viscosidade da solucdo, tensdo
aplicada, vazdo da solucdo, temperatura, diametro da agulha, coletor e a distancia da
ponta da agulha, além de parametros ambientais (temperatura e umidade relativa do ar),
que permitem ajustar as dimensbGes e qualidades das fibras. A otimizacdo dos
parametros de eletrofiacdo constitui uma etapa longa e fundamental do trabalho, pois
permitem o preparo de materiais mais eficazes para a aplicacdo de interesse. As
membranas poliméricas produzidas neste trabalho foram baseadas em artigos cientificos

encontrados na literatura, no entanto diversos parametros foram otimizadas, conforme
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representado no fluxograma da Figura 13. Os resultados de otimizacdo do processo de
eletrofiacdo das membranas de PA6 e PCL foram publicados em artigo cientifico que

consta no Anexo 2 deste trabalho.
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Figura 13. Fluxograma de otimizacdo da técnica de eletrofiacéo.

O processo de obtencdo da membrana de PA6 foi baseado em Xu et al.?,
Utilizou-se uma solugdo 20% (m/v) do polimero em &cido férmico e o sistema se
manteve sob agitacdo magnética constante em temperatura ambiente por 24 h. A
solucdo polimérica foi transferida para uma seringa do tipo insulina que foi acoplada a
um equipamento electrospinning (Instor — Porto Alegre, Brasil) com uma distancia de
15 cm da base coletora. As voltagens utilizadas foram +24 kV na parte superior e -1,5
kV na parte inferior a uma velocidade de 1,7 mm h™. O tempo de eletrofiacéo utilizado
foi de 90 min.

O preparo da membrana de PCL foi baseada em Lavielle et al.?% e consiste na
utilizacdo de 15% (m/v) com uma mistura de acido acético e acido formico na razéo
90:10 (v/v), durante 24 h em temperatura ambiente. As tensdes aplicadas foram de
+20 kV e -1,5 kV na parte superior e inferior, respectivamente, a uma velocidade de
28,9 mm h! e a distancia entre a ponta da agulha e a base coletora foi de 15 cm. O
tempo de eletrofiacdo utilizado foi de 100 min.

Os parametros para obtencdo da membrana polimérica de PLA foram baseados
em um trabalho publicado por Li, Lim e Kotaki?®. Utilizou-se uma solugio 10% (m/v)
de PLA em diclorometano e dimetilformamida na proporgdo 3:1 (v/v), sob agitagédo
magnética constante e temperatura ambiente por 24 h. A solucdo polimeérica foi
transferida para a seringa do tipo insulina e uma tensdo de 20 kV e -1,5 kV foi aplicada
entre a ponta da agulha e a base coletora, que estavam a 12 cm de distancia entre si. A

velocidade utilizada foi de 127 mm h e o tempo de eletrofiacéo foi de 25 min.
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Para a obtencdo da membrana de PBAT seguiu-se o procedimento descrito por
Zehetmeyer?®, Utilizou-se uma solugdo 15% (m/v) de PBAT em 2,2,2-trifluoretanol
(TFE) sob agitacdo magnética constante e temperatura de 45°C por 24 h. A tensdo
aplicada foi de +16 kV e -1,5 kV, a velocidade foi de 58,1 mm h e a distancia entre a
ponta da agulha e a base coletora foi de 16 cm. O tempo de eletrofiagéo utilizado foi de
90 min.

O esquema representativo para obtencdo das membranas poliméricas e 0s

parametros utilizados estdo apresentados na Figura 14 e na Tabela 3, respectivamente.

\

Figura 14. Esquema representativo do preparo das membranas poliméricas.

Tabela 3. Parametros utilizados para o processo de eletrofiacéo.

5 . . Tempode
Membrana Solucéo Voltagem  Fluxo Distancia o -
o o eletrofiacio  Condicdes
Polimérica Polimérica (kV) (mL h?) (cm) )
(min)
0 (-
PAG 20% Té :r/nelg(‘) acido 24V 0,03 15 100  Agitacdo 24 h
-1,5kV 25°C
15% m/V em &cido o
PCL acético e 4cido férmico +12(5)E1// 0,498 15 90 Aglt;%igzll h
(90:10 v/v) ’
0,
dilc(l)o/(r)onr:{;:airg e +20kV Agitagao 24 h
PLA . . 2,24 12 25 25°C
dimetilformamida -1,5kV
(3:1viv)
15% m/V em +16kV Agitacdo 24 h
PBAT 2,2,2-trifluoretanol -1,5kV 1,002 16 90 45°C
(TFE)
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4.3. Caracterizacdo das Membranas Poliméricas

A analise de microscopia eletrénica de varredura (SEM, do inglés Scanning
Electron Microscopy) foi realizada em microscopio Hitachi (Téquio, Japdo) modelo
JSM 6060, operando a 8, 10 e 15 kV, dependendo da membrana. Pequenos pedagos das
membranas foram colados em stubs com o auxilio de uma fita de carbono e revestidos
com uma fina camada de ouro, durante 10 min, antes da analise. Com o auxilio do
software ImageJ, versao 1.52a, de dominio publico, foram avaliados os diametros das
fibras. Foi tragada uma linha perpendicular ao comprimento da fibra e para cada
amostra foram mensurados 100 valores de didmetros das fibras manualmente.
Posteriormente estes dados foram processados por meio do software Origin 8.6, gerando
o grafico de histograma, caracterizando a distribuicdo dos diametros das fibras com
relacdo a frequéncia com que ocorreram na membrana polimérica.

A anélise termogravimétrica foi realizada em um analisador termogravimétrico
Perkin-Elmer, modelo DSC-4 (New Castle, EUA). Uma vez que as amostras estavam
secas, sua analise ocorreu sob atmosfera inerte de nitrogénio, usando um suporte de
amostra de platina aquecido de 25°C a 900°C, com taxa de aquecimento de 10°C min™.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com um espectrometro
FT-IR Varian 640 IR Thermo Scientific (Kyoto, Japdo) com um cristal de diamante
coletando 32 varreduras e resolugdo espectral de 4 cm™, no modo de reflexéo total
atenuada (ATR).

A hidrofobicidade/hidrofilicidade das membranas foi avaliada pelo angulo de
contato com a agua, usando um equipamento Kruss, Drop Shape Analyzer - DAS30
(Hamburgo, Alemanha). O primeiro passo desta analise foi colocar a amostra em uma
fita de 1 cm?. Em seguida, as medidas de trés amostras independentes ocorreram usando
agua deionizada a temperatura ambiente como liquido de teste com gotas de 1 pL.

A porosidade total da membrana foi medida conforme procedimento descrito por
Zahari et al.?°® por meio da massa da membrana seca e imida ap6s imersdo em agua
ultrapura por 24 horas. A espessura média da membrana foi medida usando um
micrémetro mecanico Mitutoyo 0,01 — 10 mm (Suzano, S&o Paulo). A porosidade total

da membrana é determinada gravimetricamente e calculada de acordo com a Equagéo 1:
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Massagmigs — MaSS0.e0q (1)

P idade =
ororidade Pina XA

em que Massaumida € Massaseca representam a massa da membrana Umida e seca,

respectivamente; psgua € a densidade da agua a 25°C (0,9970 g cm™); A é a érea efetiva
da membrana (cm?); | é a espessura das membranas timidas (cm).

A analise de microscopia eletrénica de varredura e o teste de porosidade foram
realizados a fim de se verificar a morfologia das membranas poliméricas. A anélise
termogravimétrica foi realizada para verificacdo da temperatura de degradacéo enquanto
a analise de espectroscopia na regido do infravermelho verificou os grupos funcionais
das membranas poliméricas. Por fim o teste do angulo de contato avaliou a

hidrofobicidade ou hidrofilicidade das membranas produzidas.

4.4. Remogéo dos Hormonios

Inicialmente aos testes de remocao, verificou-se previamente a necessidade de
lavagem e condicionamento das membranas poliméricas. A lavagem consistiu na
imersdo da membrana em 50 mL de agua ultrapura durante 24 h. ApGs este tempo, as
membranas foram secas em capela, sob temperatura ambiente, durante 24 h e em
seguida, em estufa a 60°C por 2 h. Com exce¢do da membrana de PCL, que foi seca em
estufa a 30°C, pois funde a 60°C, tornando inviavel sua utilizacdo. Antes da realizacao
dos testes, cada pedaco de membrana polimérica foi pesado em balancga analitica Ohaus
Corporation (New Jersey, Estados Unidos) e sua espessura registrada com micrémetro
mecanico. O condicionamento das membranas (com e sem lavagem prévia) consistiu na
percolacdo de 200 L de acetona, 200 pL de agua ultrapura, 200 puL de metanol e 200
WL de agua ultrapura, nesta ordem, antes da passagem da solugdo contendo a mistura de
horménios. Este condicionamento foi testado para as membranas de PA6 e PCL,
enguanto as membranas de PLA e PBAT foram condicionadas com 800 uL de agua
ultrapura tendo em vista que as fibras produzidas se dissolvem nos solventes utilizados
para condicionamento das demais membranas estudadas. O fluxograma representativo
das etapas de lavagem e condicionamento realizados nas técnicas de SME e filtracéo

por membrana pode ser observado na Figura 15.
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SME E FILTRACAO

LAVAGEM ] CONDICIONAMENTO
| — | | ' !
PA6 e PCL:

Imersiio da Secagem em Secagem em PLA e PBAT:
T (&0 capela, a estufa por 2 h 200 pL acetona 800 pl dgua
50 mL de agua L] S I a 60°C (PAo, 200 pL agua ultrapura ultrapura

ultrapura por 24 h ambiente por 24 h PLA e PBAT) 200 pL metanol

e 30°C (PCL)

200 pl. agua ultrapura

Figura 15. Fluxograma dos testes realizados para as técnicas de SME e filtracdo por

membrana.

4.4.1. Extracdo em Fase Solida por Membrana (SME)

Para o procedimento de SME, um pedaco de membrana de 4 cm? foi alocado
adequadamente em suportes e acoplados a um sistema Manifold Supelco 24™ —
Visiprep DL da Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil), conforme a Figura 16. Foram
realizados 0s seguintes testes de extracdo: (i) membrana sem lavagem e sem
condicionamento; (ii) membrana sem lavagem e com condicionamento; (iii) membrana
com lavagem e sem condicionamento; e (iv) membrana com lavagem e com
condicionamento. Para os testes, foram percolados um volume de 5,0 mL de solugédo
contendo 1,5 mg L de cada um dos hormonios E1, E2 e EE2. Todos os testes foram
realizados em triplicata, com fluxo de 1 mL min, sob vacuo e temperatura ambiente.
Apos a passagem das amostras, o residuo foi coletado, filtrado em filtro PVDF 0,45 pum,

e analisado por HPLC.
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Figura 16. Esquema de montagem do sistema SME.

4.4.2. Filtracdo por Membrana

Para o teste de filtragdo por membrana, um pedaco de membrana de 5 cm? foi
alocado em um sistema de filtragdo com placa porosa sinterizada de 5,5 cm de diametro,
conforme a Figura 17. Foram realizados os seguintes testes de filtracdo: (i) membrana
sem lavagem e sem condicionamento; (ii) membrana sem lavagem e com
condicionamento; (iii) membrana com lavagem e sem condicionamento; e (iv)
membrana com lavagem e com condicionamento. Para os testes, foram percolados um
volume de 5,0 mL de solugdo contendo 1,5 mg L de cada um dos hormdnios E1, E2 e
EE2. Todos os testes foram realizados em triplicata, em temperatura ambiente, sob
vacuo, com duracdo de cerca de 1 min. Apds a passagem das amostras, o residuo foi
coletado, filtrado em filtro PVDF 0,45 um e analisado por HPLC. A filtragem das
amostras antes da analise por HPLC é fundamental para extensdo da vida datil do
equipamento de cromatografia, pois particulas e impurezas podem interferir em diversos
componentes do sistema. A membrana de PVDF foi escolhida para filtracdo das
amostras pois ndo interfere na remocao dos analitos.
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Figura 17. Esquema de montagem do sistema de filtracéo.

As amostras foram analisadas em HPLC e os resultados obtidos foram

submetidos ao célculo de eficiéncia de remocéo, utilizando a Equacéo 2:
C
==L v 100 (2)

em que R = remocéo (%); Ci = concentracdo inicial; C¢= concentracéo final.

4.5. Otimizagao da Técnica de Filtracdo por Membrana

Ap6s definicdo das membranas poliméricas e técnica que possibilitam maior
eficiéncia de remocdo dos hormonios E1, E2 e EE2 de uma amostra 1,5 mg L*
contendo os analitos, estudos foram realizados para otimizagdo da técnica escolhida: (i)
reutilizacdo das membranas poliméricas; (ii) estudo de dessorcdo e (iii) estudo do
volume de quebra, conforme pode ser observado no fluxograma da Figura 18 e sera
descrito mais detalhadamente nos itens a seguir.
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OTIMIZACAO

|
| 1

REUTILIZACAO
DAS ESTUDO DE ‘];(S){%R[%]]))%
MEMBRANAS DESSORCAO QUEBRA
POLIMERICAS
5 mL solugiio 1,5 mg L de 5 mL solugio 1,5 mg L de
E1l, E2 e EE2 E1,E2 e EE2 5,550,250 e 500 mL de
5mLACN 100% ACN solucio 1,5mg L' de E1,
E2 e EE2
5 mL H,O 45:55% ACN/H,0
vacuo 15:85% ACN/H,0

Figura 18. Fluxograma representativo da otimizacdo da técnica de filtracdo por

membrana.

4.5.1. Reutilizacao das Membranas Poliméricas

A reutilizacdo das membranas poliméricas foi avaliada repetindo-se 0 processo
de percolagio da solugdo contendo 1,5 mg L de cada um dos hormonios E1, E2 e EE2,
seguida da passagem de 5 mL de acetonitrila grau HPLC e lavagem da membrana com
5 mL de 4gua ultrapura. Por fim, a membrana foi submetida a vacuo para secagem antes
da passagem de nova solugdo dos analitos. Esse procedimento foi repetido por dez
vezes. Apds o décimo ciclo, as membranas foram lavadas com acetonitrila grau HPLC,
agua ultrapura, secas a vacuo e foram guardadas em dessecador para avaliar sua
utilizacdo apds uma semana. Todas as aliquotas, de cada ciclo de reutilizagdo, foram
previamente filtradas em membrana de PVDF 0,45 um e analisadas por sistema HPLC-
DAD.
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4.5.2. Estudo de Dessorcao

O estudo de dessorcdo foi realizado, inicialmente, pela percolacdo de 5 mL da
solugdo contendo 1,5 mg L de cada um dos horménios E1, E2 e EE2 (Etapa 1),
seguido da percolacdo de 5 mL de diferentes porcentagens de acetonitrila grau HPLC
(Etapa 2). Foram testadas as seguintes porcentagens: 100% ACN, 45:55% ACN:H.O
(v/v) e 15:85% ACN:H20 (v/v). Foram recolhidas aliquotas tanto da Etapa 1 quanto da
Etapa 2 para analise em HPLC-DAD. Os testes foram realizados em triplicata e a
remocao e dessorcdo dos compostos foram calculadas conforme a Equacdo 2 e Equacao

3, respectivamente.

G x100 3)
D=7

em que D = dessorgéo (%); Ci= concentracdo inicial; Cs= concentracéo final.

4.5.3. Estudo do Volume de Quebra

O estudo do volume de quebra procedeu-se com a utilizacdo da membrana
polimérica de PBAT de 5 cm?, conforme procedimento descrito anteriormente para
filtracdo por membrana. Foram avaliados diferentes volumes de solugéo (5, 50, 250 e
500 mL) contendo 1,5 mg L™ de cada um dos horménios E1, E2 e EE2 percolados pelas
membranas. Ap0Os 0 processo, as solucbes foram filtradas em membrana de PVDF 0,45
pm e analisadas em sistema HPLC-DAD. Os testes foram realizados em triplicata,
sendo a remocdo dos compostos calculada conforme a Equagéo 2.

4.6. Aplicacdo da Membrana Polimérica em Amostra Real

A amostra de agua superficial empregada neste trabalho foi coletada no Lago
Guaiba, em Porto Alegre (coordenada: latitude S 30° 7° 8.645”, longitude W51° 52° 0”)
em uma regido bastante urbanizada. A coleta ocorreu no dia 8 de agosto de 2018 e foi

207

realizada de acordo com o protocolo de técnicas limpas-*’. ApGs a coleta, a amostra foi
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transportada imediatamente para o laboratério, onde foi mantida em temperatura de
-5°C até a andlise. Inicialmente, verificou-se a presenca dos hormoénios E1, E2 e EE2 na
amostra. Em seguida, a membrana polimérica de PBAT foi empregada na remocéao dos
analitos em uma amostra de agua superficial com adicdo de padrdo na concentracdo de
1,5 mg L de cada um dos hormdnios. Os testes foram realizados em triplicata e o
calculo da remocéo e dessor¢do dos compostos foi realizada através das Equacdes 2 e 3.
O fluxograma representativo dos testes realizados em amostra real pode ser observado

na Figura 19.

Amostra real

Remocgao Dessorgao
| [ | |
5 mL solugdo 5 mL solugdo S mL
[,5mg L1 de 1,5mg L1 de ACN/H,O
El, E2 e EE2 El,E2 ¢ EE2 (45:55%)

Figura 19. Fluxograma representativo dos testes realizados em amostra real.

4.7. Comparacdo da Membrana de PBAT com Membrana Comercial

Para que seja possivel verificar a eficiéncia de remocéo dos hormonios E1, E2 e
EE2 utilizando-se a membrana polimérica de PBAT, foram realizados testes
comparativos empregando-se uma membrana comercial de filtracdo HA em ésteres de
celulose (nitrato 75-80% e acetato), 0,45 um, 47 mm (Millipore), hidrofilica. Os testes
foram realizados em triplicata, empregando-se a técnica de filtracdo por membrana, com
percolagdo de uma solugdo contendo 1,5 mg L de cada um dos horménios E1, E2 e
EE2 e outra solugdo contendo a &gua superficial. O calculo da remocao dos compostos
foi realizado atraves da Equacdo 2. O fluxograma representativo dos testes realizados

em amostra real pode ser observado na Figura 20.
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Membrana

comercial

Remogdo J Dessor¢io J
[
l 1
5 mL solugio 5 mL agua superficial 5mL Sf)llugéo 5 mL ACN/H,0
1,5mg L' de com adigio de 1,5mg L de El, (45:55%)
El, E2 e EE2 1,5mg L't de EI,E2 ¢ E2 e EE2
EE2

Figura 20. Fluxograma representativo dos testes realizados em membrana comercial.

4.8. Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A determinacdo dos horménios foi feita em um cromatografo em fase liquida de
alta eficiéncia (HPLC) marca Agilent (Estados Unidos), modelo 1200 Infinity, com
injetor automatico e detector de arranjo de diodos (DAD), utilizando-se o comprimento
de onda de 230 nm. A coluna utilizada foi a Nova-Pak C18 Column, 60A, 4 um, 3,9
mm x 150 mm, com temperatura de 20°C. Utilizou como fase moével uma condicéo
isocratica de agua ultrapura (55%) e acetonitrila (45%), com vazdo de 0,6 mL min. O
volume de injecdo utilizado no método foi de 20 pL. O método de analise foi realizado
considerando os seguintes parametros de mérito: (i) faixa linear de trabalho; (ii) limite
de deteccdo (LOD) e (iii) limite de quantificacdo (LOQ), por meio de curva analitica
com padronizacdo externa com as concentragdes de 0,05; 0,15; 0,35; 0,50; 0,75, 1,0;
1,25; 1,50, 1,75 e 2,0 mg L de cada um dos hormonios E1, E2 e EE2 em agua
ultrapura, conforme procedimento descrito pelo Inmetro?®. Também foi feita uma curva
de calibracéo para os hormonios estudados em agua superficial com concentragdes de
0,15; 0,35; 0,50; 0,75, 1,0; 1,25; 1,50, 1,75 e 2,0 mg LY. O LOD e LOQ foram
calculados através da razdo sinal/ruido (S/R). Foi considerado como LD do método a

razdo S/R igual a 3 e LQ do método a razdo S/R igual a 10.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Avaliagdo Toxicoldgica e Risco Ambiental

A Tabela 4, aléem dos dados fisico-quimicos dos farmacos estudados, traz os
dados de previsdes sobre toxicidade e risco ambiental fornecido pelo software
ECOSAR. Os resultados obtidos sdo descritos em termos de LC50, que representa a
concentracdo de uma substancia capaz de provocar a mortalidade de 50% da populagéo
e EC50 que corresponde a dose necessaria para provocar alguma resposta em 50% da

populacéo.

Tabela 4. Previsoes de toxicidade e risco ambiental para o E1, E2 e EE2 realizados pelo
software ECOSAR.

Concentracao (mg L)

o Solubilidade
Composto K g em agua pKa Peixes Daphnia  Algas
ow (mg LY 96h 48h Verdes
LC50 LC50 EC50
E1 (CAS N°53-16-7) 3,43 30 10,5 3,82 3,16 0,355
E2 (CAS N°50-28-2) 3,94 3,9 10,4 1,71 1,78 0,162
EE2 (CAS N°57-63-6) 4,11 11,3 10,4 1,42 1,60 0,135

O valor de log Kow (coeficiente de particdo octanol-agua) indica o potencial de
determinado composto acumular-se nas porc¢oes lipidicas. Valores de log Kow estimados
acima de 3 indicam que o contaminante possui potencial de bioacumulagdo, com grande
tendéncia de acimulo em solos, sedimentos e biota?®?. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 3, observa-se que todos os hormdnios estudados mostraram
tendéncia para bioacumulacéo.

Para E1 a ordem de suscetibilidade é: algas verdes > daphnia > peixes e para E2
e EE2 é: algas verdes > peixes > daphnia, embora os valores obtidos para peixes e
daphnia serem bastante semelhantes. Em geral, algas verdes mostraram-se mais
suscetiveis a contaminacdo por horménios, fazendo com que esses contaminantes se

acumulem nesses organismos aquéticos. Estudos mostram que os horménios podem até
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mesmo ser transmitidos através da cadeia alimentar?®, porém estes estudos de
biomagnificacéo trofica ainda sdo bastante escassos.

Uma forma de avaliar o risco ambiental referente a um determinado
contaminante é por meio do calculo do quociente de risco (HQ, do inglés Hazard
Quotient). Este pardmetro é usado para estimar o risco de efeitos prejudiciais serem
provaveis ou ndo na presenca de determinado contaminante. Pode ser obtido dividindo-
se a concentracdo maxima medida do composto no ambiente de interesse pela

concentragéo prevista sem efeito?'°

. Valores de HQ menores que 1 indicam que ndo sédo
provaveis efeitos nocivos, HQ iguais ou maiores que 1 indicam que efeitos nocivos ndo
devem ser descartados. Porém, de acordo com Yuan et al.?!, deve-se considerar a
interacdo dos poluentes e o efeito de enriquecimento dos organismos aquéticos (taxa
bioldgicas de dados toxicoldgicos, qualidade e quantidade de dados e a situacdo de
adaptacdo), portanto valores de HQ maiores que 0,3 ja indicariam potenciais de risco
ambiental. Este mesmo autor obteve valores de HQ que variaram de 0,02 a 1,87 para E1
e 1,28 a 23,22 para E2, correspondendo a um potencial de risco de 53,3% e 100%
respectivamente. Em outro estudo de Laurenson et al.?*?> mostrou que o valor médio de
HQ de 0,0065 para o horménio EE2 indicou baixo risco toxicolégico, porém em
determinados pontos este HQ pode atingir valores méaximos de 4,6, caracterizando alto

potencial de risco ambiental.

5.2. Caracterizagdo das Membranas Poliméricas

5.2.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

De acordo com Ahmed et al.?®® e Baji et al.!®, alguns pardmetros podem
influenciar a morfologia das fibras no processo de eletrofiacdo, como a concentracdo do
polimero na solucdo, o solvente utilizado, a condutividade das solucdes, a distancia
entre a agulha e a base do coletor, o tipo de base coletora, a tensdo aplicada, a
velocidade de passagem da solucdo polimérica, a umidade relativa e a temperatura do
ambiente. Na literatura, ndo ha provas de que a variacdo do tempo de eletrofiagdo possa
afetar caracteristicas importantes, que sdo relevantes para o estudo, como a aparéncia

dos fios, a hidrofobicidade e as condicGes térmicas.
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Na membrana de PA6 (Figura 21), as imagens obtidas por SEM, mostram
estruturas semelhantes a teias de aranha entre os fios. Esta formagdo de estrutura
peculiar ocorre devido a fortes ligacGes de hidrogénio entre a cadeia polimérica e as
espécies idnicas CONH2", que se formaram durante a dissolugdo do PA6 em acido
férmico. Essas estruturas sdo formadas por fios menos espessos que as demais fibras,
conferindo ao material uma maior area superficial. Os resultados apresentados
corroboram com Pant e colaboradores®**, no qual estrutura e uniformidade da membrana
dependem da tensdo aplicada, ou seja, quanto maior € a tensdo aplicada, menor sera a
espessura dos fios. A espessura média da membrana de PA6 foi de 0,02 mm. De acordo
com o histograma obtido, o didmetro dos fios da membrana polimérica de PA6 mais

frequentemente encontradas variam de 0,5 a 0,9 um (Figura 22).

Al 4 \/

Figura 21. Microscopia eletronica de varredura da membrana de PAG6 com
magnificacdo 5000x (a) e 10000x (b), obtido com a voltagem de 8 kV.

Frequincia
=)
]

N\

- M N N N0 1 N
A 06 0 08 09 10

o —]
ka2
=]
=]
=

Diametro (um)

Figura 22. Histograma de distribuicdo do didametro dos fios da membrana de PAG.

46



Para a membrana de PCL, as imagens de SEM (Figura 23) mostraram a
ocorréncia de nddulos e microgotas ao longo dos fios. Estas nodulagBes, também
chamadas de beads, estdo relacionadas com a viscosidade da solucdo polimérica.
Quando a viscosidade da solucdo é muito baixa, micro ou nanogotas (granulos) se
formam, devido a insuficiéncia de material no jato, o que leva a um grau de
emaranhamento inadequado para uma formacéo do fio continuo. Por outro lado, ha uma
obstrucdo da agulha se a viscosidade das solu¢des for muito alta, tornando inviavel o
processo electrospinning™°. Dessa mesma forma, as fibras de PLA apresentaram beads
e microgotas (Figura 24). Além disso, obtiveram-se fios finos e uniformes e a
membrana mostrou-se bastante fragil, conforme previamente observado por Liu et
al.?15, As espessuras médias das membranas de PCL e PLA foram 0,04 mm e 0,02 mm,

respectivamente. De acordo com o0s histogramas obtidos, o didmetro mais

frequentemente encontrado nos fios das membranas poliméricas de PCL e PLA varia de
0,25 a 0,35 um (Figura 25).

Figura 23. Microscopia eletronica de varredura da membrana de PCL com
magnificagdo 5000x (a) e 10000x (b), obtida com a voltagem de 10 kV.
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Figura 24. Microscopia eletronica de varredura da membrana de PLA com
magnificacdo 2000x (a) e 5000x (b), obtida com a voltagem de 15 kV.
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Figura 25. Histogramas de distribuicdo do diametro dos fios das membranas de PCL (a)

e PLA (b).

A membrana de PBAT (Figura 26) apresentou fios uniformes, mas com
espessuras bastante variaveis, com pequena quantidade de beads. A espessura média da
membrana de PBAT foi de 0,08 mm. Através do histograma obtido, Figura 27,
observa-se que se tém fios mais espessos que as demais membranas poliméricas, com

diametros que variam mais frequentemente de 0,8 a 1,2 um.
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Figura 26. Microscopia

eletronica de varredura da membrana de PBAT com

magnificacdo 2000x (a) e 5000x (b), obtida com a voltagem de 10 kV.
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Figura 27. Histograma de distribuicdo do diametro dos fios da membrana de PBAT.

5.2.2. Analise Termogravimétrica

Conforme apresentado nas Figuras 28 e 29, sob atmosfera inerte, as duas
membranas poliméricas, PA6 e PCL, apresentaram uma degradacdo térmica de um
Unico estagio. A membrana PA6 (Figura 28) foi completamente degradada de 330 a
482°C, com notavel perda de massa (80,57%) em 473,3°C. Resultado semelhante foi
encontrado por Komalan e colaboradores?!®. Além disso, é possivel observar perda de
agua até 100°C devido ao carater hidrofilico da membrana de PAG.
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Figura 28. Curvas TG (—) e DTG (—) para a membrana de PA6

A membrana de PCL (Figura 29) foi completamente degradada de 345 a 443°C
com perda de massa (91,7%) em 392,6°C, conforme observado na literatura®t’. Por
outro lado, a membrana de PLA (Figura 30) foi completamente degradado de 253 a
382°C com perda de massa (98,3%) em 342,2°C, préximo do valor encontrado na
literatura®!8, Para os dois polimeros, PCL e PLA n&o se observa a presenca da perda de
agua tendo em vista o carater hidrofobico destes materiais. A membrana de PBAT
(Figura 31) foi completamente degradada de 352 a 452°C com perda de massa (92,0%)
em 390,0°C, conforme observado na literatura®.
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Figura 29. Curvas TG (—) e DTG (—) para a membrana de PCL.

50



N
[S)}

o — TG
100- 342,2C —Te
20
80 o
= =
o -
< g0 15 &
a (@)
»n e
S 4. 10 =
= =
20 - RS
04 0,0
200 300 400 500

Temperatura (°C)
Figura 30. Curvas TG (—) e DTG (—) para a membrana de PLA.
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Figura 31. Curvas TG (—) e DTG (—) para a membrana de PBAT.

5.2.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

A técnica FT-IR permite a identificacdo dos grupos funcionais dos polimeros
que compdem as fibras preparadas. Os espectros infravermelhos foram feitos numa
faixa de varredura entre 4000 a 400 cm™, que s&o as principais bandas de absor¢do de
polimeros. Ao analisar a membrana PA6 (Figura 32), os picos caracteristicos de
poliamidas devidas a ligagdo peptidica sdo observados em 3399 cm? (estiramento

vibracional do grupo NH), 1694 cm™* (estiramento vibracional do CO — grupo amida I),
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1593 cm™? (deformacdo de ligagdo do grupo NH + v de CN — amida II), 3020 cm™
(estiramento vibracional CH2 simétrico) e 2945 cm™ (estiramento vibracional CH2 nio-
simétrico)?20:22,
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Figura 32. Espectro FT-IR para a membrana de PAB.

Analisando a membrana de PCL (Figura 33), as bandas caracteristicas foram
encontradas em 3024 cm™ referente ao estiramento CH, assimétrico, 2945 cm™,
referente ao estiramento vibracional CH. simétrico, 1767 cm™, correspondente a ligagio
C=0, 1319 cm™ do estiramento C-O e C-C na fase cristalina, 1265 cm™ do estiramento

assimétrico COC e 1196 cm™ correspondente ao estiramento simétrico COC?21:222,
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Figura 33. Espectro FT-IR para a membrana de PCL.

As absorcBes caracteristicas do PLA sdo trés fortes bandas devidas a vibracbes
do grupo C-CO-0O-C, ou seja, a banda devida ao estiramento do C=0 em 1767 cm™, a
banda devida ao estiramento assimétrico do C-O em 1265 cm™ e em 1196 cm™ devido
ao estiramento simétrico C-O-C, além de bandas em 3026 e 2949 cm™ referentes ao

estiramento vibracional da ligagdo C—H (Figura 34)?%,
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Figura 34. Espectro FT-IR para a membrana de PLA.
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No espectro de infravermelho do PBAT (Figura 35) o0s estiramentos
vibracionais dos grupos C—H correspondem & banda presente em 2940 cm™. A banda
caracteristica de estiramento vibracional C—O esta presente em 1287 cm. Observam-se
bandas caracteristicas do estiramento C=0 do grupo éster presentes em 1762 cm™,

enquanto a banda em 728 cm™ corresponde as vibragdes do grupo CH2?,
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Figura 35. Espectro FT-IR para a membrana de PBAT.

5.2.4. Angulo de Contato e Porosidade

A molhabilidade das membranas preparadas foi estudada por meio de medidas
do angulo de contato em agua, em trés diferentes pontos da membrana. Conforme
Njobuenwu et al.??, a condi¢do 6 < 90° indica que o s6lido é molhado pelo liquido
(hidrofilico) e 8 > 90° indica ndo molhante (hidrofobico), com os limites 6 = 0° ¢ 6 =
180° definindo molhamento completo e completo ndo molhante, respectivamente.
Portanto, uma vez que as membranas de PCL e PLA apresentaram angulo de contato de
118,9° e 122,2° e 0 tempo de contato da gota com a superficie da membrana foi de 19,3
e 23,7 segundos, respectivamente (Figura 36), essas membranas sdo consideradas
hidrofobicas. Um motivo para a hidrofobicidade das mesmas é a existéncia de grupos

éster na molécula e longa cadeia carbonica. Esses resultados sdo semelhantes a
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trabalhos encontrados na literatura, tanto para a membrana de PCL (124°) quanto para a
membrana de PLA (128,5°)%%:227,

(@) (b)

SR

Figura 36. Angulo de contato das membranas poliméricas de PCL (a) e PLA (b).

Né&o foi possivel a obtencdo do angulo de contato da membrana polimérica de
PBAT por néo ter havido tempo de leitura suficiente (0,3 segundos), indicando que a
membrana apresenta caracteristica superhidrofilica (6 < 5° em 0,5 segundos). Por outro
lado, a membrana de PAG6 foi considerada hidrofilica por apresentar angulo de contato
abaixo de 90° (36,6°), com tempo de contato de 10,8 segundos. Bacovska et al.??
observou um angulo de contato de 22,7° para a membrana polimérica de PA6, devido a
presenca de ligacdes de hidrogénio (Figura 37). A Tabela 5 apresenta um resumo da
molhabilidade obtida para as membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT.

Figura 37. Angulo de contato da membrana polimérica de PAG.

Tabela 5. Molhabilidade das membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT.

Membrana Polimérica Angulo de Contato Caracteristica
PAG 36,6° Hidrofilica
PCL 118,9° Hidrofobica
PLA 122,2° Hidrofdbica

PBAT 0<5° Superhidrofilica
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A porosidade foi calculada de acordo com a Equacdo 1 e a média obtida para 0s
testes em triplicada seguem a seguinte ordem: PA6 (86,1%) > PBAT (17,7%) > PLA
(11,4%) > PCL (6,5%). Este resultado indica que as estruturas 3D dos fios entrelacados
desempenham um papel importante na formacgdo da estrutura porosa da membrana. As
membranas de PCL, PLA e PBAT produzidas sdo consideradas membranas de
microfiltragdo (MF), pois apresentam porosidade entre 5 e 50%. Geralmente membranas

de MF possuem poros com tamanhos que variam de 0,1 a 10 pm?%,

5.3. Desenvolvimento do Método de Anélise

Os parametros determinados do método de analise realizadas em HPLC-DAD
sdo apresentados na Tabela 6 e as curvas analiticas sdo apresentadas na Figura 38.
As equacdes da reta apresentaram linearidade dentro da faixa de concentragéo estudada,
com coeficientes de determinacdo (R?) adequados, superiores aos valores recomendados
pelo INMETRO, que é de 0,90%% ou de acordo com a ANVISA, que é de 0,99%%°. Os
limites de quantificacdo e deteccdo também foram considerados adequados aos
objetivos deste trabalho, de acordo com as concentragdes utilizadas.
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Figura 38. Curvas analiticas para o método HPLC-DAD para os hormonios E1 (a), E2

(b) e EE2 (c), em agua ultrapura.
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Tabela 6. Pardmetros de mérito do método de HPLC-DAD, em agua ultrapura.

Equacdo R? LOD(mgL?) LOQ(@mgL?)
El y =21,620x - 0,304 0,997 0,025 0,083
E2 y=17,441x - 1,170 0,999 0,036 0,119
EE2 y =26,075x - 0,783 0,998 0,044 0,147

Os resultados obtidos de LOD e LOQ séo semelhantes aos encontrados por Cais,
no qual foram obtidos limites de deteccdo de 0,200 mg L e limites de quantificagio de
0,300 mg L para os hormonios estriol, 17p-estradiol, 17o-etinilestradiol e estrona,
através da técnica de HPLC-DAD?. Um método desenvolvido por Verbinnen,
empregando HPLC-DAD, na qual foram estudados os mesmos horménios investigados
por Cais, foram obtidos LOD que variam de 33,43 ug L™ a 69,28 ug L e LOQ de
101,29 pg L™ a 209,95 pg L 22, Outros estudos encontrados na literatura mostram a
obtencdo de menores limites de quantificacdo e deteccdo para diversos tipos de
contaminantes (pg L™ a ng L), inclusive horménios, quando sdo utilizados detectores
de fluorescéncia e de espectrofotdmetro de massa, sabidamente bem mais sensiveis e
seletivos que o DAD, portanto passiveis de quantificar concentracbes muito menores
dos compostos?33234.235,

Curvas analiticas também foram construidas em agua superficial com adicéo de
padrdo dos hormdnios E1, E2 e EE2. Os parametros determinados do método de analise
realizadas em HPLC-DAD sdo apresentados na Tabela 7 e as curvas analiticas sdo
apresentadas na Figura 39. As equacOes da reta apresentaram linearidade dentro da
faixa de concentracio estudada, com coeficientes de determinacdo (R?) adequados,
superiores aos valores recomendados pelo INMETRO e pela ANVISA. Os limites de
quantificacdo e deteccdo também foram considerados adequados aos objetivos deste

trabalho, de acordo com as concentragdes utilizadas.
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Figura 39. Curvas analiticas para o método HPLC-DAD para os horménios E1 (a), E2

(b) e EE2 (c), em &gua superficial.

Tabela 7. Parametros de mérito do método de HPLC-DAD, em agua superficial.

Equacéo R? LOD (mgL?1) LOQ (mgL)
El y =24,503x — 0,936 0,994 0,070 0,234
E2 y = 20,738x — 0,186 0,993 0,104 0,347
EE2 y =31,557x — 1,937 0,990 0,081 0,269

O cromatograma obtido para os padrdes dos horménios E1, E2 e EE2, na
concentragéo de 1,5 mg L™ pode ser observado na Figura 40. Os picos correspondentes
a 10, 13 e 15 min sdo referentes aos hormonios E1, E2 e EE2, respectivamente. Nota-se
que os picos obtidos estdo bem definidos e separados, permitindo a identificagdo dos

trés hormonios simultaneamente.
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Figura 40. Cromatograma dos horménios E1, E2 e EE2 em solugdo padrdo 1,5 mg L.

5.4. Extracdo em Fase Solida por Membrana (SME)

Os gréficos apresentados a seguir representam os testes realizados por meio da
técnica de SME, para remocdo dos horménios E1, E2 e EE2. Cada gréafico traz a
porcentagem de remoc¢do dos hormonios obtida pelos diferentes testes realizados com
cada membrana polimérica. Conforme pode ser observado, as Figuras 41a-d mostram
que a remocdo maxima obtida para membrana de PA6 (sem lavagem e sem
condicionamento) corresponde ao hormonio E2 (23,9 £ 5,7%), para a membrana
polimérica de PCL (sem lavagem e sem condicionamento) corresponde ao EE2 (71,2 +
3,3%), para a membrana polimérica de PLA (com lavagem e com condicionamento)
corresponde ao hormonio E2 (34,6 + 2,5%) e para a membrana polimérica de PBAT

(sem lavagem e sem condicionamento) corresponde ao horménio EE2 (48,4 £ 0,2%).
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Figura 41. Remogdo dos hormonios E1, E2 e EE2 utilizando as membranas poliméricas
PA6 (a), PCL (b), PLA (c) e PBAT (d), © Com lavagem, com condicionamento,
O Com lavagem, sem condicionamento,@ Sem lavagem, com condicionamento, O Sem

lavagem, sem condicionamento, atraves da técnica de SME. (**) Remocéo nula.

Baseado no teste de Tukey, com nivel de significancia de 10%, tem-se que 0s
resultados de remocdo obtidos para os horménios E1, E2 e EE2, utilizando ou nao
lavagem e condicionamento das membranas poliméricas de PA6, PCL e PBAT, ndo sdo
significativamente diferentes. Dessa forma, para os polimeros citados, as etapas de
lavagem e condicionamento n&do interferem nos resultados de remogéo dos hormonios,
podendo ser descartadas. No entanto, para a membrana polimérica PLA obteve-se
diferenca significativa entre os resultados obtidos, ou seja, a etapa de condicionamento e
lavagem da membrana polimeérica é fundamental para obtencdo das maiores remocoes
dos hormonios estudados. Isso é notado na Figura 41c, quando a etapa de lavagem
prévia ndo é realizada, a remog&o é extremamente baixa (0,45% para o horménio E2) ou

nula (para os horménios E1 e EE2). Além disso, a etapa de condicionamento das
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membranas poliméricas de PLA provoca um aumento da remocdo de todos os
horménios: 8,1% para 31,9% (E1), 14,4% para 34,6% (E2) e 18,4% para 27,4% (EE2).

Utilizando o teste de Tukey para avaliar as diferencas entre as remoc¢des obtidas
para cada hormonio, considerando os testes realizados com e sem lavagem e
condicionamento, tem-se que as porcentagens de remogdo dos horménios E1 e E2 séo
significativamente diferentes para todos os resultados obtidos para as membranas PCL e
PAG e também para as membranas PLA e PCL, enquanto os resultados das membranas
PCL e PBAT séo considerados significativamente iguais. Pelo fato das membranas PCL
e PBAT apresentarem maiores porcentagens de remocdo dos hormonios E1 e E2, elas
foram consideradas como membranas 6timas para remocao destes compostos. Por outro
lado, para o hormonio EE2, as remocdes obtidas sdo significativamente diferentes para
as membranas PCL e PAG; PLA e PCL e PBAT e PCL. Neste caso, de acordo com 0s
resultados obtidos, as membranas que apresentaram maiores remoc¢Oes foram as
membranas de PBAT e PCL. No entanto, como sdo consideradas diferentes pelo teste
de Tukey, pode-se considerar PCL a membrana 6tima para remoc¢do de EE2. Portanto,
para a técnica de SME, as membranas de PCL e PBAT foram consideradas como as
mais eficazes, sem a necessidade da realizagdo das etapas de lavagem e
condicionamento.

As membranas de PCL e PBAT apresentaram remoc¢fes maximas sem a
realizacdo das etapas de lavagem e condicionamento. Por outro lado a membrana de
PLA apresentou remogles maximas com a realizacdo das etapas de lavagem e
condicionamento. A membrana de PA6 apresentou remoc¢des méaximas diferentes
conforme o horménio estudado, ou seja, para 0 hormonio E1 a maior remocao foi obtida
com lavagem e com condicionamento, para o horménio E2 e EE2 a maior remocao foi

obtida sem lavagem e sem condicionamento, conforme pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8. Remogdes maximas obtidas para os horménios E1, E2 e EE2 utilizando as
membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT, através da técnica de SME.

PAG PCL PLA PBAT

E1l 9,0 + 6,3%? 438 +1,1%" 31,9 +2,1%? 44,7 + 4,7%"

E2 26,4 + 1,6%" 43,0 + 2,3%" 34,6 + 2,5%? 46,6 + 5,5%"

EE2 20,9 + 5,4%P 71,2 + 3,3%" 27,4 + 0,2%? 48,4 + 0,2%"

2Com lavagem e com condicionamento; ®sem lavagem e sem condicionamento.
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5.5. Filtracao por Membrana

As figuras apresentadas a seguir representam os testes realizados pela técnica de
filtracdo por membrana, para remocédo dos hormdénios E1, E2 e EE2. Cada grafico traz a
porcentagem de remog&do dos hormonios obtida através dos diferentes testes realizados
com cada membrana polimérica. As Figuras 42a-d mostram que a remogdo méaxima
obtida para membrana polimérica de PA6 (com lavagem e sem condicionamento)
corresponde ao horménio EE2 (84,7 £ 3,1%), para a membrana de PCL (com lavagem e
com condicionamento) corresponde ao EE2 (88,6 + 2,1%), para a membrana polimérica
de PLA (sem lavagem, com condicionamento) corresponde ao EE2 (54,2 + 2,7%) e para

a membrana de PBAT (sem lavagem e sem condicionamento) corresponde ao hormonio
E2 (91,8 2,0%).
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Figura 42. Remocéo dos horménios E1, E2 e EE2 utilizando as membranas poliméricas
PAG (a), PCL (b), PLA (c) e PBAT (d), © Com lavagem, com condicionamento,Q Com
lavagem, sem condicionamento, @ Sem lavagem, com condicionamento, O Sem

lavagem, sem condicionamento, através da técnica de filtragdo por membrana.
(*) Remocdo nula.
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Baseado no teste de Tukey, ao nivel de significancia de 10%, tem-se que 0s
resultados de remocgéo obtidos para os hormonios E1, E2 e EE2, utilizando ou nao
lavagem e condicionamento das membranas poliméricas de PCL e PBAT, ndo sdo
significativamente diferentes. Para os polimeros citados, as etapas de lavagem e
condicionamento néo interferem nos resultados de remocdo dos hormonios, podendo ser
descartadas. Para a membrana de PLA as etapas de lavagem e condicionamento
influenciam nos resultados obtidos, conforme observado nos testes de SME. Em geral, a
etapa de lavagem causou diminuicdo na eficiéncia de remoc¢éo dos compostos devido a
fragilidade da membrana, que pode ter sido ainda mais prejudicada pelo processo de
lavagem e secagem em estufa. Uma excecdo pode ser observada quando as etapas de
lavagem e condicionamento prévios ndo sdo realizadas, a remocdo do horménio E2
diminuiu 96%. A membrana polimérica de PLA apresenta alta fragilidade e rompe-se
com facilidade. Porém, apds passar pelo processo de lavagem e secagem em estufa,
torna-se um pouco mais resistente. Para a técnica de SME, sdo obtidos nove pequenos
quadrados a partir da membrana produzida, tendo-se o cuidado de selecionar aqueles
que apresentam maior uniformidade e aparente resisténcia para a realizacdo dos testes.
Para a técnica de filtracdo, sdo obtidos trés circulos a partir de uma membrana sem a
opcdo de se selecionar uma regido mais uniforme e mais resistente. Sendo assim, ha
uma maior probabilidade de se preparar membranas com regifes mais frageis e
possibilidade de ruptura em contato com a solucdo de trabalho. Diante disso, 0s
resultados obtidos com a lavagem prévia da membrana de PLA utilizando-se a técnica
de filtracdo sdo piores do que os resultados de remoc&o obtidos utilizando-se a técnica
de SME.

Outras membranas que sofrem influéncia da lavagem e do condicionamento
prévios sdo as membranas de PA6 e PCL que obtiveram diferenca significativa entre 0s
resultados sem lavagem/com condicionamento, portanto este caso das membranas de
PAG e PCL também foi considerado significativamente diferente dos resultados obtidos
para as demais membranas.

Utilizando o teste de Tukey para avaliar as diferencas entre as remogdes obtidas
para cada hormonio, a um nivel de significancia de 10%, tem-se que as porcentagens de
remocao dos hormonios E1 e E2 séo significativamente diferentes para a membrana de
PLA, para os casos da membrana PA6 sem lavagem prévia e também para o caso da
membrana de PCL sem lavagem, com condicionamento. Os demais resultados obtidos

utilizando-se a membrana de PCL e os resultados obtidos com a membrana de PBAT
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foram considerados significativamente iguais, assim como os resultados obtidos para a
membrana de PA6 com lavagem prévia. Dessa forma, comparando as médias dos
resultados que foram considerados significativamente iguais, temos que as maiores
porcentagens de remocdo dos hormonios estudados sdo referentes a membrana de
PBAT, sendo entdo considerada como membrana étima para o processo de filtracdo por
membrana.

Conforme se observa na Tabela 9, As membranas apresentaram remocdes
maximas que diferem conforme o hormonio estudado, ou seja, para a membrana de PA6
as maiores remocdes dos hormonios E1, E2 e EE2 foram obtidas com as etapas de
lavagem e sem a etapa de condicionamento. Para a membrana de PCL, as etapas de
lavagem e condicionamento proporcionam maiores remoc6es para 0 hormonio EE2,
enguanto para os hormonios E1 e E2 as remog6es maximas foram obtidas com lavagem
mas sem a etapa de condicionamento. A membrana de PBAT apresentou remocoes
maximas para 0s hormonios E1, E2 e EE2 quando ndo se realiza a etapa de lavagem,
porém a etapa de condicionamento sé proporciona maxima remoc¢do para o horménio
E1. Para a membrana de PLA os horménios E1 e EE2 apresentam remogao maxima sem
a realizacdo da etapa de lavagem e com a etapa de condicionamento, enquanto o
hormdnio E2 é mais eficientemente removido quando se realiza a etapa de lavagem mas

ndo se realiza a etapa de condicionamento.

Tabela 9. RemocBes maximas obtidas para os horménios E1, E2 e EE2 utilizando as
membranas poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT, através da técnica de filtracéo.

PAG PCL PLA PBAT
El 69,9 + 4,8%° 71,8 + 1,8%° 40,3 + 3,5%° 82,0 + 0,9%°
E2 78,6 + 6,2%° 68,3 + 8,7%° 15,9 + 0,4%? 88,7 % 6,0%
EE2 84,7 £ 3,1%° 88,6 + 2,1%" 54,2 £ 2,7%° 91,8 + 2,0%¢

a Com lavagem e sem condicionamento; °com lavagem e sem condicionamento; °sem lavagem e com condicionamento; %sem

lavagem e sem condicionamento.

A Figura 43 apresenta uma comparagdo entre 0s resultados apresentados nas
Tabelas 8 e 9, para remogéo dos hormonios E1, E2 e EE2 empregando as membranas
poliméricas de PA6, PCL, PLA e PBAT obtidos por meio das técnicas de SME e
filtracdo por membrana. De acordo com os dados, fica bastante evidente que, quando se

compara as duas tecnicas de extracdo, hd um aumento significativo na eficacia de
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remo¢do dos horménios quando se utiliza a técnica de filtracdo por membrana. 1sso
provavelmente seja devido ao fato da maior area efetiva da membrana disponivel para o
contato com a solucdo dos analitos. Diante dos resultados obtidos, foi escolhida a
técnica de filtracdo por membrana e as membranas de PCL e PBAT, sem a necessidade

da realizacdo das etapas de lavagem e condicionamento, para a realizacdo dos demais
testes.
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Figura 43. RemogGes maximas dos hormonios E1, E2 e EE2, obtidas atraves das
técnicas de SME e filtracdo por membrana com percolacdo de 5 mL de solucdo padréo

1,5 mg L%, utilizando-se as membranas poliméricas de PA6 (a), PCL (b), PLA (c) e
PBAT (d).

Conforme mencionado, para a remog¢do de compostos, a técnica de filtragdo por
membrana envolve, principalmente, a exclusao estérea (peneiramento), a interacdo entre
as cargas e a afinidade membrana-soluto (interacBes hidrofébicas ou hidrofilicas,

ligacbes de hidrogénio, efeitos dielétricos, etc.). As membranas polimericas mais
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eficientes apresentam caracteristicas superficiais opostas, ou seja, a membrana de PCL é
hidrofébica e a membrana de PBAT é superhidrofilica, enquanto os hormdonios
apresentam propriedades hidrofébicas. Assim, esse tipo de afinidade membrana-soluto,
com interacdes hidrofobicas-hidrofébicas, como processo principal de remocéo, €
descartado. Provavelmente, o principal processo de remocdo envolvido na técnica de
filtracdo em membrana seja 0 processo de exclusdo estérea, onde o tamanho dos poros
das membranas seja determinante para a sua eficacia. No entanto, estas interaces sdo
bastante complexas e podem ser uma somatdria de contribuicGes dos diferentes

processos, conforme ja apontado por Koyuncu e colaboradores!?,

5.6. Otimizacao do Método de Filtracdo por Membrana

Apobs a definicdo das melhores membranas (PCL e PBAT) e da técnica de
remocao dos hormonios (filtracdo por membrana), alguns estudos foram realizados para
otimizacdo do metodo e para avaliar a potencialidade de utilizacdo das membranas

poliméricas em uma amostra real.

5.6.1. Estudo da Reutilizacao

Apos dez ciclos de reutilizacdo, seguindo-se as etapas de percolacdo da solugdo
padrdo 1,5 mg L dos horménios E1, E2 e EE2, acetonitrila grau HPLC, agua ultrapura
e aplicacdo de vacuo para secagem da membrana, nesta ordem, pode ser observado
através da Figura 44 que, independente da membrana utilizada, foram obtidos valores
de remocao acima de 80% para a membrana de PCL e acima de 75% para a membrana
de PBAT. Além disso, estes valores mantiveram-se constantes apds os dez ciclos de
reutilizacdo para todos os horménios estudados. A média da remogdo obtida para a
membrana de PCL foi de 88,1 + 2,5% para o hormbénio E1; 92,2 + 2,8% para 0
hormonio E2 e 88,3 + 2,6% para o horménio EE2. Para a membrana de PBAT, a
remogdo meédia para o horménio E1 foi de 74,2 + 3,4%; para 0 horménio E2 foi de 83,8
+ 3,2% e para o0 hormonio EE2 foi de 78,7 £ 2,3%.
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Figura 44. Remoces dos hormonios E1, E2 e EE2 através da técnica de filtragcdo por

membrana com percolagido de 5 mL de solugdo padrdo 1,5 mg L7?, utilizando-se as

membranas poliméricas de PCL (a) e PBAT (b), ap6s 10 ciclos de reutilizagéo.

Também se verificou a possibilidade de reutilizacdo das membranas poliméricas
testadas anteriormente, apds uma semana guardadas em dessecador. A membrana
polimérica de PCL apresentou modificagdo visual na sua estrutura, tornando-se mais
fragil e rompendo, inviabilizando sua reutilizacdo. Por outro lado, a membrana de
PBAT permaneceu intacta visualmente podendo ser ainda reutilizada. A remocao obtida
para a membrana de PBAT, apds os dez ciclos de reutilizacdo e ap6s uma semana
guardada em dessecador, foi de 70,7% para 0 horménio E1; 77,8% para o hormonio E2
e 72,1% para o horménio EE2. Comparando-se aos resultados médios obtidos na
semana anterior, pode-se perceber que houve apenas uma pequena reducdo nos valores
de remocdo dos hormdnios. Assim, quando se utiliza a membrana polimérica de PBAT
através da técnica de filtracdo, além de ser eficaz na remocéao simultdnea dos compostos
estudados, pode ser considerada estavel e reutilizavel. Diante destes aspectos, 0s demais
testes foram realizados somente com a membrana de PBAT, sem lavagem e sem

condicionamento, atraves da técnica de filtracdo por membrana.
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5.6.2. Estudo de Dessorcéao

Para os testes de dessorcdo foram avaliadas diferentes proporcdes de acetonitrila
e agua para recuperacdo dos horménios E1, E2 e EE2. Conforme pode ser observado na
Figura 45, quando se utiliza 100% de acetonitrila, h4& uma leve dissolugdo da
membrana, tendo em vista que foram obtidas recuperacGes acima de 100% (132,7 + 2,8
para 0 horménio E1; 120,5 + 9,6% para o horménio E2 e 121,6 + 56,6% para o
horménio EE2). No entanto essa dissolugdo ndo é capaz de provocar a inutilizacdo da
membrana, tendo em vista que apos os testes, elas apresentavam-se intactas. Quando 0s
testes de dessorcdo sdo realizados utilizando-se 15% de acetonitrila e 85% de agua,
baixas porcentagens de recuperacdo dos hormoénios sdo obtidas (27,9 + 2,8% para 0
horménio E1; 27,9 £ 2,4 para 0 hormonio E2 e 21,59 + 3,6% para o horménio EE2).
Porém, pode-se notar que os testes de dessorcdo realizados com 45% de acetonitrila e
55% de agua apresentaram altas porcentagens de recuperacdo (83,4 + 1,4% para o
horménio E1; 100,0 + 7,4% para o horménio E2 e 91,8 + 6,1% para 0 hormonio EE2),
indicando que esta é a melhor proporcéao para recuperacao dos horménios E1, E2 e EE2.
Conforme Ribani, os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de

até + 15% 2%,
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Figura 45. Estudo de dessorcdo dos horménios E1 (a), E2 (b) e EE2 (c) de uma solucdo

padrdo 1,5 mg L realizadas pela técnica de filtragio por membrana de PBAT e

empregando-se diferentes propor¢des de acetonitrila/agua ultrapura.

5.6.3. Estudo do Volume de Quebra

A capacidade da membrana de PBAT na remogdo dos analitos quando séo

utilizados maiores volumes de amostra foi avaliada empregando quatro diferentes

volumes contendo 1,5 mg L™ de cada um dos horménios E1, E2 e EE2. Foram testados

0s seguintes volumes de quebra: 5, 50, 250 e 500 mL. De acordo com os dados

apresentados na Figura 46, conforme se aumenta o volume de quebra hd uma

diminuicdo da remocdo dos hormonios E1, E2 e EE2. Isso ocorre devido a saturagdo

dos poros da membrana, impedindo um efetivo processo de filtracdo, causando entéo
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uma diminuigdo do percentual de remocdo dos compostos estudados. Quando sdao
utilizados 5 mL da solugéo contendo 1,5 mg L™ de cada um dos horménios E1, E2 e
EE2, as remocOes obtidas foram: 88,9 + 1,0% (E1), 85,6 + 3,8% (E2) e 90,3 + 1,5%
(EE2). Aumentando o volume de quebra para 50 mL, nota-se uma diminuicdo na
remogdo dos hormonios, principalmente em relagdo ao hormoénio E1 que apresentou
uma reducdo mais acentuada quando comparada aos demais compostos (46,6 + 0,7%
para E1; 79,2 + 2,5% para E2 e 65,2 + 3,7% para EE2). Percolando 250 mL de amostra
se tem novamente uma reducdo na remocao dos trés hormonios estudados, mas ainda
mais perceptivel (11,1 + 1,2% para E1; 49,4 + 2,3% para E2 e 38,4 + 1,8% para EE2).
Por fim, utilizando-se 500 mL de amostra, hd mais uma diminui¢cdo no percentual de
remocdo dos analitos, especialmente para E2 e EE2 que apresentam reducdes de
aproximadamente 50% dos valores obtidos quando se utiliza 250 mL de amostra. Para o
hormbnio E1 nota-se certa tendéncia a estabilizacdo no percentual de redugdo, com
diminuicdo de apenas 9% em relagdo ao percentual obtido quando se utiliza 250 mL de
amostra (10,1 £ 2,9% para E1; 22,6 + 1,8% para E2 e 17,2 + 1,1% para EE2). Embora
haja esta diminuicdo na remocdo dos horménios, fica evidente que mesmo com a
utilizacdo de maiores volumes de amostra percolados através da membrana, ainda é

possivel obter certa porcentagem de remogéo.
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Figura 46. Remocgbes dos hormoénios E1, E2 e EE2 obtidas através da técnica de
filtracdo por membrana apos a percolacdo de 5, 50, 250 e 500 mL de solucdo padréo
1,5 mg L%, utilizando-se a membrana polimérica de PBAT, variando-se o volume de

amostra percolado.
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5.7. Aplicagdo da Membrana de PBAT em Amostra Real

A membrana de PBAT preparada foi testada em sistema de filtracdo em uma
amostra de agua superficial coletada no Lago Guaiba. Foram feitos testes de adicédo e
recuperacdo de 1,5 mg L™ de cada um dos hormonios E1, E2 e EE2 a um volume de
amostra de 5 mL. Um branco da amostra de agua superficial foi realizado e os analitos
El, E2 e EE2 ndo foram detectados na amostra, ou seja, apresentaram-se abaixo do
limite de detec¢édo obtido pelo método por HPLC-DAD.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 47), constata-se que a remogao dos
hormonios foi efetiva (86,2 + 4,5% para o hormonio E1; 87,4 + 7,9% para 0 hormonio
E2 e 88,3 £ 5,4% para 0 horménio EE2), mesmo em agua superficial. Comparando estes
valores de remoc¢do com os dados obtidos nos testes anteriores, em que foram utilizadas
apenas solugdes padrdo dos hormonios na concentracdo de 1,5 mg L7, a eficiéncia de
remocdo da membrana manteve-se constante, mesmo na presenca de interferentes da
matriz. Os resultados de dessorcdo foram considerados satisfatorios, uma vez que o
valor médio de cada hormdnio foi de 105,1 + 4,5% (E1), 110,7 £ 3,2% (E2) e 112,3 +
6,2% (EE2).
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Figura 47. Remocdo dos horménios E1, E2 e EE2 ap0s percolagdo de 5 mL de amostra
de agua superficial (a) e dessor¢do dos horménios E1, E2 e EE2 em amostra de agua
superficial com adigdo de padrdo 1,5 mg L (b), empregando-se a membrana polimérica
de PBAT.
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A Figura 48 apresenta um exemplo de cromatograma obtido apds a adi¢do de
1,5 mg L? de cada um dos hormonios E1, E2 e EE2 em uma amostra de agua
superficial. Percebe-se que, embora existam alguns interferentes na matriz da amostra
que ndo ficam retidos na membrana, é possivel a identificacdo dos analitos estudados. O
mesmo pode ser observado no cromatograma obtido através do processo de dessorcao.
Embora exista uma diminui¢do da resolucdo dos compostos e piora da linha de base,

ainda é possivel a identificacdo do pico de cada hormonio estudado (Figura 49).
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Figura 49. Cromatograma dos hormonios E1, E2 e EE2 em amostra de &gua superficial
com adicdo de padrdo 1,5 mg L™, apds processo de dessorc&o.
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5.8. Comparacédo da Membrana Preparada com Membrana Comercial

A eficiéncia da membrana de PBAT preparada foi comparada com uma
membrana comercial de ésteres de celulose, a qual € muito utilizada em purificacdo de
agua, bebidas e alimentos, em pesquisas médicas e bioldgicas?®’. Engloba toda gama de
filtracdo, desde a remog&o de particulas, microparticulas, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e

osmose reversaZ3e,

Esta membrana possui propriedades hidrofilicas e 79% de
porosidade, de acordo com dados obtidos na embalagem do produto. Inicialmente,
verificou-se a capacidade da membrana comercial na remogé&o hormonios E1, E2 e EE2
em uma amostra padrdo e uma amostra de agua superficial (Figura 50). Foram
utilizadas as mesmas condicdes experimentais empregadas para 0s testes com a
membrana de PBAT. Conforme pode ser observado, a membrana de celulose foi eficaz
na remocao dos hormonios, com valores de 62,5 + 1,3% (E1), 80,3 + 2,2% (E2) € 93,2 =
0,7% (EE2), para o teste com a solucdo padréo. A aplicacdo em amostra real resultou
em valores de remocdes de 69,4 + 2,1% (E1), 86,2 = 2,5% (E2) e 94,2 £ 0,3% (EE2).

Além disso, ap0s os testes a membrana de celulose manteve-se aparentemente intacta.
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Figura 50. Remocgédo dos hormonios E1, E2 e EE2 utilizando-se membrana comercial

de ésteres de celulose, apos percolagdo de 5 mL de amostra padrdo 1,5 mg L™ e amostra

real através da membrana PBAT.

Os resultados obtidos, tanto em solucdo padrdo quanto para a amostra de agua
superficial empregando-se as membranas de PBAT e celulose, foram representados na
Figura 51 e Tabela 10. De acordo com o teste de Tukey, a um nivel de significancia de
10%, tem-se que os resultados obtidos para remogdo dos hormonios E1, E2 e EE2 tanto
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para a amostra padrdo quanto para a amostra de &gua superficial, sdo considerados
significativamente diferentes para 0 hormonio E1 e séo considerados iguais para 0s
horménios E2 e EE2. Isso indica que as membranas de PBAT e celulose possuem a
mesma capacidade de remover os hormonios E2 e EE2, enquanto a membrana de PBAT

é mais eficiente do que a membrana de celulose na remoc&o do horménio E1.
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Figura 51. Remocdo dos hormonios E1, E2 e EE2 utilizando-se a membrana de PBAT

e a membrana comercial de ésteres de celulose, em amostra padrdo (a) e amostra real

(b).

Tabela 10. RemocBes maximas obtidas para os hormonios E1, E2 e EE2 utilizando as
membranas poliméricas de PBAT e celulose, através da técnica de filtragdo, em amostra
padrdo e amostra de dgua superficial.

Solucéo Padrao Agua superficial
PBAT Celulose PBAT Celulose
El 88,9 £ 1,0% 62,5+ 1,3% 86,2 £ 4,5% 69,4 £ 2,1%
E2 85,6 £ 3,8% 80,3 £2,2% 87,4 +7,9% 86,2 £ 2,5%
EE2 90,3+ 1,5% 93,2+ 0,7% 88,3 +5,4% 94,2 £ 0,3%

Na literatura ndo foram encontradas aplicacbes da membrana comercial de
ésteres mistos de celulose (nitrato/acetato) nem aplicacbes da membrana de PBAT
produzida por eletrofiagdo como membranas filtrantes para remocéo de horménios em
amostras aquosas. Outros tipos de membranas de celulose foram estudados para

remoc&o de desreguladores enddcrinos, como pode ser observado na Tabela 11.
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Tabela 11. Remocao de desreguladores enddcrinos por membranas comerciais.

Desregulador

Membrana Tipo ) Remocao (%) Referéncias
Enddcrino
CE-BWRO Osmose Bisfenol A 10-40 238
reversa
CK-Osmonics  Nanofiltracéo Estrona <48 239
PL-1 Ultrafiltracdo Bisfenol A 20 21

No trabalho de Magro?!, foi constatado que a remogc&o inicial do desregulador
enddcrino bisfenol A foi de 20%, no entanto, ap6s o aumento do volume de amostra a
remocdo torna-se nula em 50 mL?!. Embora ndo seja possivel a comparacio das
membranas comerciais com a membrana de PBAT produzida neste trabalho, tendo em
vista que os analitos estudados sdo diferentes, nota-se que, considerando 0s
desreguladores endocrinos em geral, a membrana de PBAT pode ser considerada eficaz
qguando comparada a membranas comerciais. Deve-se levar em consideracdo o fato de
que o custo da producdo industrial de membranas comerciais € mais que o dobro do
custo de producdo para as membranas poliméricas produzidas por eletrofiacdo,
conforme constatado por Decostere?®®, Além disso, a membrana de PBAT é
completamente biodegradavel, portanto atende as necessidades de evitar a geracdao de
residuos e contaminagio do meio ambiente?*!. Diante disso, é possivel observar que a
membrana de PBAT, obtida neste trabalho, apresentou alta eficiéncia de remocao
podendo ser utilizada como membrana de filtracdo na técnica de filtracdo por membrana
para remogao dos hormonios estrona, 17f3-estradiol e 17a-etinilestradiol.de solugdes

aquosas.
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6. CONCLUSAO

A caracterizacdo das membranas poliméricas esta de acordo com os resultados
encontrados na literatura, onde a membrana de PA6 apresentou a formacdo de teias
entre as fibras da membrana, caracteristica hidrofilica, degradacdo completa em
473,3°C, picos caracteristicos dos grupos amida na técnica de infravermelho e
porosidade de 86,1%. A membrana de PCL apresentou a formacdo de beads e gotas,
caracteristica hidrofébica, degradacdo completa em 392,6°C, a presenca marcante da
carbonila na técnica de infravermelho e porosidade de 17,7%. Por outro lado, a
membrana de PLA também apresentou formacdo de beads e gotas, propriedade
hidrofobica, degradacdo completa em 342,2°C, picos caracteristicos do grupo éster e
porosidade de 11,4%. Por fim, a membrana de PBAT apresentou fibras mais uniformes
e formacdo de poucos beads, degradagcdo completa em 390,0°C, picos caracteristicos do
grupo éster e porosidade de 6,5%.

As membranas de PCL e PBAT foram consideradas como as mais eficazes na
técnica de SME, com remocdes de 44-71%. Para a técnica de filtracdo por membrana,
0s maiores valores de remogdo foram obtidos para a membrana de PBAT (82-91%).
Diante disso, foi possivel constatar que a técnica de filtracdo por membrana foi mais
eficaz para a remocédo de hormdnios presentes em solucdes aquosas. Para a otimizacao
da técnica de filtragdo por membrana, obteve-se que a proporcao 45% ACN e 55% agua
foi a mais eficaz para recuperacdo dos hormonios E1, E2 e EE2. A membrana de PBAT
mostrou alta eficacia como membrana de filtragdo em uma amostra de agua superficial
do Lago Guaiba com adigdo de padrdo contendo 1,5 mg L™ de cada um dos horménios
E1, E2 e EE2, bem como no processo de dessorcao.

Comparando-se a membrana de PBAT produzida neste trabalho com uma
membrana comercial de acetato de celulose, foi possivel constatar que as duas
membranas apresentaram a mesma eficacia de remocao dos hormonios E2 e EE2. No
entanto, para o horménio E1, a membrana de PBAT foi considerada mais eficaz do que
a membrana de celulose, quando submetidas ao processo de filtragdo por membrana. No
entanto, a membrana de PBAT possui algumas vantagens como o fato de poder ser
reutilizada, ser completamente biodegradavel e o custo da sua producdo ser menor do
que o custo de producdo das membranas comerciais. A técnica de filtragdo por
membrana, empregada neste trabalho mostrou-se eficaz para remogéo dos horménios de

amostras aquosas, sendo realizada de uma forma répida e simples. Diante destes
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aspectos, a membrana de PBAT produzida neste trabalho apresentou excelente
capacidade de remocgdo dos hormonios estudados em solugdes aquosas, podendo ser

aplicada para remocao dos horménios E1, E2 e EE2 em amostras de reais.
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ABSTRACT: Mowadays, efficient, economical, and environmentally friendly materials for the removal of emerging contaminants from the
aquatic environment have been sought. Electrospun nanofibrows membranes contain fibers with diameters of submicron or nanometer
scale, making them very promising adsorbent materials for use in several areas. In this context, the present study aims to synthesize and
apply polymeric nanofiber membranes for solid-phase extraction of estriol from aqueous solution. Nanofiber membranes of poly
{e-caprolactone) (PCL) and polyamide-6 (PA-6) were tested as adsorbent materials and characterized by different techniques. The elec-
trospinning time was evaluated, and the highest removal obtained for the PA-6 nanofiber was 76.5%, spun for 100 min, whereas for the
PCL nanofiber, 80% time-independent removal was obtained. The thinner nanofibers had a larger contact area, therefore higher
removals, except for the PCL nanofiber, which presented exposed beads on smaller thicknesses that impaired their efficiency. Further-
more, the nanofiber membranes have been applied for the determination of 1.0 mg L' of E3 in superficial water sample with satisfac-
tory results. These aspects demonstrate that the synthesized nanofibers present an efficient material for the extraction of estriol: of high

simplicity, low cost, and using green chemistry. © 2018 Wiley Periodicals, Inc. ). Appl. Polym. Sci. 2018, 00, 47189

KEYWORDS: electrospun; estrial; nanofibrous membranes; SPE
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INTRODUCTION

Recently, worldwide concern has increased about emerging con-
taminants in the aguatic environment.' The term “emerging con-
taminants” refers to compounds of synthetic or natural
occurrence that are not currently covered by existing water-
quality regulations. Nowadays, more than 1000 emerging con-
taminants, their metabolites and transformation products are
listed as being present in the European aquatic environment’*
These contaminants have not been well studied, being ignored
but considered potential threats to environmental ecosystems and
human health and safety** It is believed that many of these con-
taminants can be endocrine-disrupting chemicals (EDCs),
because of their ability to mimic hormones and block receptor
sites, disrupting the proper function of the endocrine system.”
Among this large group are natural or synthetic hormones and
their metabolites, nonsteroidal synthetic compounds, plasticizers,
flame-retardants, surfactants, pesticides, and pharmaceutical and
personal care products.*® Although present in low concentra-
tions, in the ng Lt range, there are still few studies about the
long-term exposure risks of EDNC to nontarget organisms, as well
as to human health ***

£ 2018 Wiley Periodicals, Inc.
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Several methods have been used for the removal or degradation of
estriol from the aguatic environment, such as direct and indirect
]:lhntudcgral:hti.on,” a.dsm'pljnn,u advanced oxidative ]:lm-cts_u:s,”
biudu':gmdatinn,“ ozonation,” and reverse osmosis.'® However,
many of these methods generate matrixes of unknown byproducts
with toxicities equal to or greater than the original compound. The
use of membranes for nanohltration, ultrafltration, and microfl-
tration'™'® has been widely used for the control of micropollutants
such as ]:luti.cidl:s,” ]:ll'll‘tl'na.laaulu,m and hormones. '

Ultrafiltration and microfiltration involve only the screening process,
while nanofiltration uses as barrier membranes, allowing the water
malecules to pass through while the dissolved solids are retained *
Membranes formed by polymeric nanofibers are being explored for
their application in filtration and adsorption due to their large sur-
face area and high porosity. ™ One way of producing polymeric
nanofiber membranes is by the electrospinning technigue.

Electrospinning is an effective route to produce polymer fibers with
diameters of submicron or nanometer scale *** According to Ghor-
ani and Tudker,™ by controlling the process conditions and using dif-
ferent polymers, it is possible to obtain a variety of fiber cross-
sectional shapes and sizes, allowing their use in several materials, such

L APPL POLYM. SCT. 2018, DOL 10.10027APP 47189
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ANEXO 111

SOFTWARE ECOSAR

O software ECOSAR (do inglés, Ecological Structure-Activity Relationship
Model) ¢ uma ferramenta computacional do tipo QSAR (do inglés, Quantitative
Structure-Activity Relationships) que tem sido utilizada desde 1981 pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) para prever a toxicidade aquética de
novos compostos quimicos industriais na auséncia de dados de teste. Os dados
apresentados pelo software foram desenvolvidos pela classificacdo/subclassificacdo de
produtos quimicos baseados na similaridade quimica estrutural com outro composto que
tenha sua toxicidade aquatica conhecida. A toxicidade aquética € definida como o
estudo dos efeitos de uma substancia quimica em espécies aquéticas que é geralmente
determinada em organismos que representam os trés niveis troficos, ou seja, vertebrados

(peixes), invertebrados (crustaceos como daphnia) e plantas (algas).

A toxicidade aguda e crbénica de compostos quimicos vem sendo estudada para
peixes (agua doce e salgada), invertebrados aquéticos (daphnias de dgua doce e de agua
salgada) e algas (algas verdes de dgua doce e algas de agua salgada), porém a toxicidade
aquatica de outras classes quimicas estdo sendo investigadas para outros organismos,
como minhocas, ouri¢cos do mar e Lemna gibba). Aproximadamente 709 QSARs foram
desenvolvidos para mais de 111 classes de compostos quimicos organicos, juntamente
com QSAR adicionais para surfactantes, polimeros e corantes.

O download do ECOSAR pode ser feito através do site da USEPA
(http://www.epa.gov/oppt/newchems/tools/21ecosar.htm) e apds instalacdo e

inicializacdo, a seguinte tela sera apresentada (Figura 1):
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ECOSAR 13 developed and owned by the U.S. Environmental Protection Agency's Office of Chemical Safety and
Pollution Prevention and is protected by copynght throughout the world. Permission is granted for individuals to
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merge, adapt, or prepare derivative works of the sofiware. ECOSAR is a screening-level tool to estimate the ecological
hazards of chemicals when measured data are lacking and is pnmarily deveioped for chemicals regulated under the
Toxic Substances Control Act (TSCA)

Starting modules

Figura 1. Tela de inicializacdo do software ECOSAR.

Depois de clicar em "Aceitar” na tela de introducéo, a tela de entrada de dados
do médulo organico é exibido, conforme observa-se na Figura 2. O usuério pode inserir
um numero CAS (do inglés, Chemical Abstracts Service), SMILES (do inglés,
Simplified Molecular Input Line Entry System. Campo para notacdo da estrutura a ser
estimada. Um méximo de 360 caracteres é permitido) ou nome quimico (campo para o
nome e/ou descricdo da estrutura. Um maximo de 120 caracteres sdo permitidos) no
campo de entrada de produtos quimicos, a fim de gerar a previsdo ECOSAR baseada em
QSARs. O usuario também podera desenhar a estrutura quimica clicando no botéo
"Desenhar" ou digitar produtos quimicos através do modo batch, clicando no botéo
‘Batch’.

ECOSAR Spedial Cases

&

Organic

Organic

& Organic Module

Chemical Input

Draw Submit

CAS Number SMILES
e - Batch

Figura 2. Exemplo de tela de entrada de dados.
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Depois de inserir as informagdes acima e clicar no botdo "calcular”, seréo
obtidos os resultados de saida do ECOSAR. O resultado inclui propriedades quimicas,
se 0s dados medidos estdo disponiveis, classe ECOSAR escolhida, valores estimados de
toxicidade aquatica, valores de toxicidade de linha de base e informacdes especificas
para a interpretacdo dos resultados do QSAR. Geralmente, a janela de resultados
fornece a estrutura quimica e as propriedades quimicas em uma janela separada (Figura
3).

ECOSAR ‘ Spedial Cases

Y

Orgaric
Module

Organic

A Organic Module

Chemical Input

Draw Submit

CAS Number SMILES

Estra-1,3,5(10)-trien-17-one, 3-hydroxy- %

Chemical Name Organic Module Result | Experimental Data | Physical Properties | KewEstimate | Report

Estra-1,3,5(10)-trien-17-one, 3-hydroxy- | [2° Phenols | ()

cAs Organism Duration End Point Concentration (mg/L) Max Log Kow Flags

53167 Fish 96h LCs0 3.82 7.0
‘. Daphnid 48h LC50 3.16 7.0
©. Green Algae 96h EC50 0.355 6.4

[Fish chv 0.438 8.0

Log Kow Daphnid Chy 0.444 8.0

(Green Algae chv 108 8.0

34318 Ef IFish (SwW) 9sh LCs0 2.53 7.0

Water Solubility (mg/L) Mysid (Sw) 48h LC50 0.821 7.0

(Green Algae (SW) 96h LCs0 0.540 6.4

30.0 [Eig lLemna gibba 7d EC50 1.92 6.4

Melting Paint (°C)

Figura 3. Janela de resultados do software ECOSAR.

A estimativa de toxicidade aquética aguda é dada em LC50 ou EC50 (mg L™?)
dependendo da espécie (peixe, daphnia ou algas). Quanto menor os valores obtidos,
maior a toxicidade. A estimativa da toxicidade cronica aquatica é expressa em ChV (em
mg L?1). O ChV, ou Valor Crénico, é definido como a média geométrica da
concentracdo do efeito ndo observado (NOEC) e a menor concentracdo do efeito
observado (LOEC). A Concentracdo de Preocupacgdo (COC) é o menor ChV dividido
por um fator de incerteza (avaliagdo ou fator de seguranca) de 10. LC50 corresponde a
concentracdo em agua de um compost capaz de provocar mortalidade em 50% de um
lote de animais teste dentro de um periodo continuo de exposicdo, que geralmente é de
96 horas. EC50 corresponde a concentracdo capaz de provocar alguma resposta em 50%
da populacdo. Para daphnia, EC50 representa a concentragcdo capaz de imobilizar

metade da populacdo em um lote de teste dentro de um periodo continuo de exposicao
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que normalmente ¢é de 48 horas. Enquanto para algas, EC50 corresponde a concentragdo
da substancia teste que resulta em 50% de reducdo no crescimento ou taxa de

crescimento em relacdo ao controle dentro da exposicéo de 72h.
O programa ECOSAR apresenta algumas limitacdes, tais como:

1. O ECOSAR s6 pode ser usado para avaliar substancias quimicas organicas
com estruturas discretas. Ndo funciona para produtos quimicos inorganicos ou
organometalicos, polimeros e produtos quimicos com massa molar acima de 1.000,

misturas e nanomateriais.

2. Os valores estimados de toxicidade aquética fornecidos pelo ECOSAR apenas
podem ser utilizados para fins de pesquisa e para determinar se é necessario testar a
toxicidade aquatica adicional. Eles também podem ser usados para determinar espécies
mais sensiveis. No entanto, os valores estimados ndo podem ser usados para avaliacao

quantitativa do risco ambiental.

3. Existe um valor de corte do log Kow para que o ECOSAR funcione. Em geral,
quando log Kow < 5,0 para peixes e daphnia, ou log Kow < 6,4 para algas verdes, o
ECOSAR fornece estimativas confiaveis para efeitos agudos. Se o log Kow exceder
esses limites, os dados empiricos indicam que a solubilidade diminuida dessas
substancias quimicas lipofilicas resulta em “nenhum efeito na saturacdo” durante um
teste de 48 horas a 96 horas. Para exposic¢Ges cronicas, o log Kow cortado é 8,0 ou mais
(indicando um produto quimico pouco soluvel) e “sem efeitos na saturagdo” sdo

esperados em solucdes saturadas, mesmo com exposi¢des de longo prazo.

4. Para substancias quimicas solidas, é importante comparar as estimativas de

toxicidade com a solubilidade em agua.

Referéncia: USEPA ECOSAR User Guide (2017).
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ANEXO IV

TESTE DE TUKEY

O Teste proposto por Tukey (1953) € também conhecido como teste de Tukey da
diferenca honestamente significativa (do inglés, Honestly Significant Difference - HSD)
e teste de Tukey da diferenca totalmente significativa (do inglés, Wholly Significant
Difference - WSD). E um teste exato em que, para a familia de todas as ¢ = 1/2k (k-1)
comparagOes duas a duas, a taxa de erro da familia dos testes (FWER) é exatamente a (e
o intervalo de confianca é exatamente 1-a). Métodos de comparac¢des maltiplas exatos
sdo raros. O teste de Tukey tem sido mostrado analiticamente 6timo, no sentido que,
entre todos os procedimentos que resultam em intervalos de confianga com mesmo
tamanho para todas diferencas duas a duas com coeficiente de confianca da familia de
pelo menos 1-a, o teste de Tukey resulta em intervalos menores. Isso quer dizer que, se
a familia consiste em todas as comparagdes duas a duas e o teste de Tukey pode ser
usado, ele resultara em intervalos menores que qualquer outro método de comparagéo

maultipla de uma etapa.

A estratégia de Tukey consiste em definir a menor diferenca significativa. Tal
procedimento utiliza a amplitude da distribuicdo studentizada. Suponhamos que temos k
observacdes independentes, Yi,...,Yk, de uma distribuicdo normal com média p e

variancia . Seja w a amplitude para esse conjunto de observagdes, assim:
w = méix (¥.) —min (¥;)

Suponhamos que temos uma estimativa s? da variancia o2, que é baseada nos N-k
graus de liberdade e é independente de Yi, em que N é o nimero total de observagdes.
Dessa forma, a razdo w/s é chamada amplitude studentizada e é denotada por
g(k, N-k) = w/s, em que q é um valor tabelado. Para tamanhos de amostras iguais (dados
balanceados), o teste de Tukey declara duas médias significativamente diferentes se o

valor absoluto de suas diferengas amostrais ultrapassarem:

QME
T

|
TSD = gk, N—K) |
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em que n é o numero de réplicas do nivel. Em outras palavras, rejeitamos a igualdade da

média de dois niveis se |¥, — ¥,| = TSD.

Um intervalo de confianga de 100(1-a)% para a diferenca entre todos os pares

das médias é dado como:

QME

T T i
Y,— ¥,— qE(sc,N—sc}J QME

sw-w=¥-¥+ qE(hN—R}JT:i 1]

T

Referéncia: http://www.portalaction.com.br/anova/31-teste-de-tukey.
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