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“Nem tudo que se enfrenta
pode ser modificado,

mas nada pode ser modificado
até que seja enfrentado.”
(Albert Einstein)
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RESUMO

CONTAMINANTES EMERGENTES EM AGUA TRATADA E SEUS MANANCIAIS:
SAZONALIDADE, REMOCAO E ATIVIDADE ESTROGENICA.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, através de um perfil anual, a qualidade dos
mananciais e da agua tratada de Campinas (SP) em relacdo a presenca de cafeina,
estrona, 17B-estradiol, estriol, progesterona, testosterona, 17a-etinilestradiol, mestranol,
levonorgestrel, dietilestilbestrol, triclosan, 4-n-octilfenol, 4-n-nonilfenol, bisfenol A,
fenolftaleina e atrazina empregando extracdo em fase sélida (SPE) e cromatografia
liquida acoplada ao espectrdmetro de massas (LC-MS/MS), e verificar o potencial
estrogénico das amostras usando o bioensaio Bioluminesce Yeast Estrogen Screening
(BLYES). Os resultados mostraram a presenca de seis dos 16 compostos investigados
em pelo menos uma amostra de agua tratada. A estrona foi detectada apenas uma vez.
Concentrages de atrazina de até 687 ng L' foram determinadas nas amostras
provenientes do rio Capivari, e nas amostras de agua tratada provenientes do rio
Atibaia as concentracdes nao passaram de 42 ng L. A fenolftaleina foi determinada em
apenas uma campanha em todas as amostras provenientes do rio Atibaia em
concentragdes de até 20 ng L. As concentracdes médias de bisfenol A e triclosan
foram 7 e 17 ng L, respectivamente. Nos mananciais foram determinados 13 dos 16
compostos investigados. Todas as amostras de agua bruta e tratada apresentaram
concentragbes de cafeina que variaram significativamente entre os periodos de seca e
cheia dos rios. As esta¢des de tratamento de agua de Campinas, operando no sistema
convencional foram capazes de remover entre 30 e 99 % dos contaminantes
investigados. No mais, 40 % das amostras de agua tratada apresentaram atividade
estrogénica positiva (entre 0,01 e 1,33 ngE2quv L) e todas as amostras de &gua bruta
apresentaram estrogenicidade entre 0,06 e 6,54 NngE2,uv L. Sendo que estas foram
maiores nos periodos de estiagem.

Palavras-chave: contaminantes emergentes, compostos interferentes enddcrinos,

cafeina, agua tratada, mananciais, Campinas (SP), SPE-LC-MS/MS, BLYES bioensaio.
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ABSTRACT

EMERGING CONTAMINANTS IN SOURCE AND DRINKING WATERS:
SEASONALITIE, REMOVAL AND ESTROGENIC ACTIVITY.

The purpose of this work was to evaluate an annual profile of both source of supply
and drinking water quality in the city of Campinas (Sao Paulo State) in relation to the
presence of caffeine, estrone, 17B-estradiol, estriol, progesterone, testosterone,
17a-ethynylestradiol, mestranol, levonorgestrel, diethylstilbestrol, triclosan,
4-n-octylphenol, 4-n-nonylphenol, bisphenol A, phenolphthalein and atrazine using Solid
Phase Extraction (SPE) and Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry
Detection (LC-MS/MS), and make sure the estrogenic potential of samples using
Bioluminesce Yeast Estrogen Screening bioassay (BLYES). Results showed the
presence of six of the 16 compounds investigated in least one sample of drinking water
(estrone, triclosan, bisphenol A, phenolphthalein, atrazine and caffeine). Atrazine
concentrations up to 687 ng L™ were found in drinking water samples from the Capivari
River. In drinking water samples from the Atibaia River, the concentrations did not
exceed 42 ng L. Phenolphthalein was determined in only one campaign in both raw
and treated water from the Atibaia River at concentrations around 20 ng L. Average
concentrations of bisphenol A and triclosan in drinking water samples were 7 and 17
ng L7, respectively. Thirteen of the 16 investigated compounds were determined in
surface waters. All samples of raw and treated water showed concentrations of caffeine
that varied significantly between dry and wet seasons. The conventional water treatment
plants in Campinas were able to remove between 30 and 99 % of the investigated
contaminants. The estrogenic activity was evaluated using BLYES bioassay, where 40%
of drinking water samples showed positive estrogenic activity (between 0.01 and 1.33
ngE2.qiv L) and all samples of surface water presented estrogenic activity between
0.06 and 6.54 ngE2¢quiv L. These values were higher in dry winter periods.

Keywords: emerging contaminants, endocrine disruptor compounds, caffeine, drinking
waters, surface waters, Campinas (SP), SPE-LC-MS/MS, BLYES bioassay.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

CONTAMINANTES EMERGENTES

Rio Atibaia, junho 2011.

No Brasil, a fragilidade das politicas publicas e a precariedade dos servigos de
saneamento, somadas ao crescimento populacional desordenado nas grandes cidades
tém sido considerados os principais responsaveis pela diminuicdo da qualidade dos
nossos recursos hidricos. Além disso, a escassez na alocagao de recursos financeiros
e a inexisténcia de um planejamento baseado em critérios toxicolégicos e ambientais
conduziram a um quadro onde o langcamento de esgoto doméstico ndo tratado, em
conjunto com cargas industriais remanescentes, vem causando sérios impactos aos

sistemas de aguas superficiais.
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A producgéo e o uso crescente de compostos quimicos aliados a ineficiéncia dos
sistemas de coleta e tratamento de esgoto e ao langcamento inadequado de efluentes
industriais tém levado ao aparecimento dos chamados contaminantes emergentes no

ambiente.

Os contaminantes emergentes sdo compostos que tém sido detectados nos
diferentes compartimentos ambientais, tanto os de origem antrépica como aqueles de
ocorréncia natural, que podem apresentar algum risco ao ecossistema e que nao estao
incluidos nos programas de monitoramento de rotina, ou seja, ainda nao sao legislados.
Estes sdo candidatos a uma futura regulamentacéo dependendo dos resultados obtidos
em estudos de ecotoxicidade, efeitos a saude humana e animal, potencial de
bioacumulacao, transporte e destino no ambiente, além da concentragdo e quantidade
em que sao lancados no meio (Petrovic et al., 2006).

Mais especificamente, pode se considerar dois grandes grupos de substancias, as
novas, dentre as milhares que sdo produzidas anualmente e que estdo entrando no
mercado, sobre as quais se irdo conhecer os destinos e 0s riscos ambientais e a saude
humana daqui a algumas décadas, e as substancias nao tdo recentes, ja amplamente
consumidas e que, nos dias de hoje, tém preocupado pesquisadores do mundo todo
quanto a sua presenca no ambiente devido a suspeita de efeitos prejudiciais causados

a saude humana e a biota oriundos da exposigao cronica.

Diversos grupos de substancias tém sido considerados contaminantes
emergentes, incluindo, novos agrotéxicos, drogas ilicitas, farmacos, produtos de higiene
pessoal, protetores solares, estrogénios, alquilfendis e seus derivados, alguns sub-
produtos provenientes de processos de desinfeccdo de agua, retardantes de chama
bromados, compostos perfluorados, siloxanos, benzotriazdis, &cidos nafténicos,
percloratos, liquidos iénicos, dioxinas, o antiménio, dentre os adogantes a sucralose,
além dos nanomateriais e alguns microorganismos e toxinas de algas (Richardson e
Ternes, 2011).

Dentre os contaminantes emergentes, alguns compostos sao ainda classificados
pelos seus potenciais ou capacidades de alterarem as fung¢des do sistema endocrino e,
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conseqlentemente, causar efeitos adversos em um organismo saudavel ou em seus
descendentes (IPCS, 2006). Sado os chamados interferentes endécrinos definidos pela
Agéncia de Protecao Ambiental Americana (USEPA) como “um agente exégeno que
interfere na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo dos horménios
naturais no corpo que sao responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducao,

desenvolvimento e/ou comportamento” (USEPA, 1997).

Os interferentes enddcrinos podem pertencer a diferentes classes, incluindo os
estrogénios naturais e sintéticos, os fitoestrogenios, os alquilfendis, os retardantes de
chama bromados, o bisfenol A, além de outras substancias ja bastante estudadas como
os ésteres ftalicos usados como plastificantes, os agrotoxicos, alguns hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, as bifenilas policloradas, os acidos nafténicos, algumas dioxinas
e furanos (Richardson e Ternes, 2011; Liu et al., 2010; Ghiselli e Jardim, 2007).

As diversas agéncias ambientais e organizagdes nao-governamentais de todo o
mundo classificam os interferentes endécrinos em trés classes principais: 0s
estrogénios naturais, os estrogénios sintéticos e os xenoestrogénios. Os estrogénios
sintéticos apresentam maior capacidade de interferir no sistema endécrino humano em
comparacao aos demais tipos de estrogénios, enquanto que os xenoestrogénios sao

menos potentes, porém mais facilmente encontrados no ambiente.

Os estrogénios naturais fazem parte de um grupo de varios hormonios
lipossoluveis produzidos principalmente nos ovarios, mas também em quantidades
consideraveis na placenta, e em menores quantidades nos testiculos e no cértex
adrenal. Outros tecidos, como o figado ou o tecido adiposo, também podem produzir
estrogénios (Rang et al., 1997). O estradiol (E2), a estrona (E1) e o estriol (E3) sdo os
trés principais estrogénios enddgenos. No figado o estradiol & convertido em estrona,
podendo este ser convertido em estriol. O estradiol € o estrogénio mais produzido pelo
ovério e o mais potente. E doze vezes mais ativo que a estrona e oitenta vezes mais do

que o estriol (Lark, 1999).
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Os estogénios naturais sdo conhecidos como horménios femininos, pois
determinam as caracteristicas femininas e controlam os ciclos reprodutivos da mulher,
além disso, influenciam no crescimento, desenvolvimento e comportamento, atuam nos
sistemas imunoldgico e cardiovascular e exercem um papel importante no

desenvolvimento da pele, 0ssos, figado e cérebro (Ferreira e Rocha, 2004).

Outros dois horménios menos abordados pela comunidade cientifica, mas
importantes do ponto de vista ambiental que foram abordados neste trabalho sdo a
progesterona (PROG) e a testosterona (TTN).

A progesterona é um esterdide feminino produzido pelo corpo luteo a partir da
puberdade e pela placenta durante a gravidez; € fundamental nos processos de
menstruacao, fecundacao, transporte e implantagao do évulo fertilizado, manutencao da
gravidez e lactagdo. A concentragdo em que € produzida pelo organismo varia com a
idade e o periodo menstrual da mulher.

A testosterona é o hormonio ester6ide masculino produzido pelos testiculos e em
pequena quantidade pelas glandulas supra-renais, tanto nos homens quanto nas
mulheres que também a produzem em baixas concentracdes nos ovarios. No entanto, o
organismo de um adulto do sexo masculino produz cerca de vinte a trinta vezes mais a
quantidade de testosterona que o organismo de um adulto do sexo feminino. E,
portanto, responsavel pelo desenvolvimento e manutengdo das caracteristicas

masculinas e func¢des sexuais normais do homem.

Os estrogénios sintéticos, encontrados em produtos farmacéuticos, sao esterdides
que tiveram suas estruturas moleculares alteradas. Os principais usos estao
relacionados aos contraceptivos, terapias de reposicdo hormonal e tratamento de
neoplasias. S&o compostos sintetizados para agirem diretamente no sistema endocrino,

por isso possuem alto potencial estrogénico.

De acordo com dados obtidos pelos Censos do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a taxa de fecundidade entre o0s brasileiros diminuiu
consideravelmente apds a implantacdo de uma politica publica voltada a disseminacao
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de contraceptivos orais e ao incentivo de um planejamento familiar. A taxa de
fecundidade total que era de 6,2 filhos por mulher em 1950 e, de 5,8 em 1970, diminuiu
para 4,2 em 1980 quando os contraceptivos orais estavam se consolidando. Em 1990
essa taxa foi igual a 3, em 1996, igual a 2,5, em 2005, igual a 2,3 e em 2010 igual a
1,86 filho por mulher. O dado mais recente é semelhante ao de paises desenvolvidos e
abaixo do considerado ideal para a taxa de reposicao populacional, que é de 2,1 filhos
por mulher, ou seja, duas criancas substituem os pais e a fragdo 0,1 € necessaria para

compensar os individuos que morrem antes de atingir a idade reprodutiva.

Os principais estrogénios sintéticos abordados neste trabalho foram:
17a-etinilestradiol (EE2) e mestranol (MEE) que sao estrogenos derivados do E2, o
levonorgestrel (NGT) que é derivado da progesterona, ambos utilizados como
contraceptivos, e o dietilstilbestrol (DES). Este ultimo foi usado durante anos em
mulheres gravidas para evitar aborto, mas observaram-se sérios problemas de saude
durante a idade de puberdade nas filhas das mulheres que consumiram DES durante a
gestacao. Atualmente é usado apenas no tratamento do cancer de prostata e do cancer

de mama em mulheres na idade da menopausa.

Estrogénios naturais e sintéticos sdo excretados, através da urina, como
conjugados sollveis em agua e, em menor propor¢ao, por meio das fezes. Sob
condi¢des naturais, estes metabdlitos podem ser rapidamente hidrolisados retornando a
sua forma original. Varios organismos excretam quantidades diferentes de horménios
dependendo da idade, do estado de saude, da dieta ou do estado de gestagéao
(Johnson et al., 2000).

Wise et al. (2011) descreveram sobre a contribuicdo dos contraceptivos orais na
estrogenicidade da agua tratada servida a populagdo e apresentaram alguns dados
sobre a contribuicdo estimada de estrogenos excretados pela populagdo holandesa
(Figura 1). A porcentagem de excrecgéo atribuida aos contraceptivos foi de apenas 1 %
do total. Os resultados mostraram que mulheres gravidas excretam quantidades
maiores de estrégenos (44 %), seguido pelas mulheres ndo gravidas (36 %) e os
homens (12 %). Criancgas, jovens e idosos contribuem muito pouco com a excregéo de
E1, E2 e ES.
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Figura 1: Excrecao estimada de estrégenos naturais (E1 + E2 + E3) e EE2 do total
de estrogenos excretados pela populacao holandesa (adaptado de Wise et al., 2011).

O EE2 é o contraceptivo mais administrado no mundo e ha grande preocupacao

com a presenca dele no ambiente, a qual esta relacionada com o aporte de esgoto

bruto, de efluentes industriais e descarte inadequado de medicamentos. Eventos de

feminizagdo de peixes foram atribuidos a exposigcéo crénica desses animais a efluente

de estacdoes de tratamento de esgoto contendo EE2. As pilulas comercializadas

atualmente contém entre 20 e 50 ug de EE2, que séo ingeridos em doses diarias.

Destas, entre 20 e 48 % sao metabolizadas no organismo e o restante é eliminado na

sua forma original ou em conjugados sulfatos ou glucoronideos. A forma de conjugado

EE2-sulfato ndo é ativa, porém conjugados glucoronideos geralmente voltam a forma

livre em ambientes naturais (Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo de transformagdo de EE2 no organismo e formas de
excrecao no ambiente (adaptado de Wise et al., 2011).
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O termo “xenoestrogénios” é aplicado livremente a uma série de substancias
quimicas produzidas pelo homem que confundem os receptores celulares dos
estrogénios no organismo, interferindo nas mensagens bioquimicas naturais. Podem ou
nao ser compostos do tipo esteroidais, tendo a habilidade de mimetizar ou bloquear a
atividade dos horménios endbégenos, bem como alterar a forma como os horménios e
seus receptores protéicos atuam, sdo produzidos e/ou metabolizados (Ghiselli e Jardim,
2007). Substancias organicas tais como o bisfenol A (BPA), os alquilfendis, o triclosan
(TCS), a atrazina (ATZ) e a fenoftaleina (Phph) foram os xenoestrogénios abordados

neste trabalho.

O bisfenol A (BPA) € um mondmero usado como intermediario na produgéao de
policarbonatos plasticos e resinas epdxi. As propriedades especificas dos
policarbonatos de plastico como leveza, transparéncia e alta resisténcia e das resinas
epoxi como durabilidade, resisténcia quimica e boa aderéncia, atribuidas pelo uso de
BPA como aditivo proporcionaram a sua utilizacdo em uma variedade de produtos de
uso doméstico e industrial (Klecka et al., 2009). Além disso, o BPA também é
empregado como revestimento em embalagens plasticas ou metalicas de produtos
alimenticios formando uma barreira protetora entre o material e o produto,
proporcionando uma melhora na conservagdo de bebidas e alimentos. No entanto,
pode migrar da embalagem contaminando o alimento (Schecter et al, 2010;
Vandenberg et al., 2007).

O langamento de bisfenol A no ambiente se deve principalmente ao aporte direto
de efluentes. Pequenas quantidades langadas sédo oriundas de efluentes de estacdes
de tratamento de aguas residuarias que sao capazes de remover entre 90 e 98 % de
BPA (Nakada et al., 2006; Drewes et al., 2005). O compartimento aquatico tem sido
identificado como o principal compartimento em que o BPA pode ser encontrado. O log
do coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) € 3,32, porém, uma fracdo apreciavel

de bisfenol A permanece na fase dissolvida (Klecka et al., 2009).

Os surfactantes sdo uma classe de compostos quimicos sintetizados para ter
propriedades de limpeza ou solubilizagdo. Sdo moléculas que consistem de um grupo
polar, que pode ser carregado (anidénicos ou catibnicos) ou sem cargas (ndo-iénicos)
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como os alquilfendis, os quais sdo bastante solUveis em agua, e um grupo apolar
composto por uma cauda de hidrocarbonetos insolluveis, 0 que confere a molécula
propriedades hidrofilicas e hidrofdbicas. Sao compostos amplamente utilizados em
detergentes de limpeza doméstica, produtos de higiene pessoal, téxteis, tintas,
polimeros, agrotéxicos, produtos farmacéuticos, industrias de mineragdo, de
recuperacao de petréleo, celulose e papel. Os alquilfenbis sao reconhecidamente
considerados interferentes endécrinos e, diversos estudos tém relatado a presenca e o
destino deles no ambiente (Loos et al., 2010; Benotti et al., 2009; Musolff et al., 2009;
Jonkers et al., 2009; Zhao et al., 2009; Moreira et al., 2009; Baugros et al., 2008;
Stackelberg et al., 2007; Chen et al., 2006). Neste trabalho foram investigados o
4-n-octilfenol (4n-OP) e o 4-n-nonilfenol (4n-NP).

O triclosan (TCS) é um composto organico clorado que tem sido amplamente
utilizado como um agente antimicrobiano, pois apresenta um amplo espectro de
atividade bacteriostatica contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, fungos e
leveduras, mesmo em niveis de 0,1 - 0,3 % (m/m) (Levy et al, 1999). Tem sido
amplamente utilizado por cerca de 30 anos em uma variedade de produtos de higiene
pessoal como xampu, sabonete, creme dental, cosméticos; em produtos de limpeza
doméstica, em téxteis e plasticos, tais como roupas esportivas, calgados, tapetes e
utensilios culinarios devido as suas propriedades desinfetantes.

O triclosan é um contaminante estavel e relativamente soluvel em agua, porém
uma das grandes preocupagdes relacionadas com a presenca deste contaminante nos
corpos d’agua estd na sua capacidade de absorver radiagdo solar, sofrer
fotodegradacao e gerar subprodutos clorados e dioxinas. Além disso, nas estacbes de
tratamento de agua e esgoto, o uso de cloro livre como agente desinfetante pode
desencadear a degradacéo do triclosan e formacao de varios derivados de dioxinas.
Alguns pesquisadores relataram que a formacao de subprodutos € uma reacéo rapida
que pode ocorrer mesmo com o cloro residual que permanece nas tubulagdes de agua.
As dioxinas s&o comprovadamente interferentes endocrinos e a sua toxicidade aumenta
com o aumento numero de cloros substituidos (Buth et al., 2009; Aranami e Readmen,
2007; Latch et al., 2005; Mezcua et al., 2004; McAvoy et al., 2002; Tixier et al., 2002).
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A fenolftaleina (Phph) € conhecidamente um indicador de pH que se apresenta
como um sélido em pé branco. E sollivel em agua e em etanol. Devido a sua
estabilidade, foi usada neste trabalho primeiramente como padrao interno. No entanto,
foi detectada em amostras de agua superficiais e a partir de entdo, passou a ser
monitorada durante todo o estudo (ISCID, 2011). A fenolftaleina é também utilizada
como laxante, porém no Brasil, o seu uso foi proibido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria por suspeita de ser cancerigeno. Os medicamentos que a
continham como laxante eram o Lacto-Purga e o Almeida Prado n® 46 (dito
homeopatico) que, agora, ndo mais a contém (ANVISA, 2002). Nao ha relatos da
presenca deste composto no ambiente e, este pode estar relacionado ao descarte de

efluentes industriais nao tratados nos rios.

A atrazina é um dos herbicidas mais consumidos no Brasil (IBAMA, 2010). Usada
no combate a plantas infestantes que competem por agua e nutrientes com a planta
cultivada € aplicada em inumeras culturas, inclusive a da cana-de-agucar, além de
rodovias e linha férreas. Varios processos fisicos, quimicos e biol6gicos determinam o
comportamento de um agrotoxico ap6s sua aplicacdo. Processos de retencéo,
transformacgao e transporte ditam o destino deles no ambiente. Nos corpos d’agua, os
agrotoxicos podem sofrer hidrélise, fotdlise, degradacao biologica, bioacumulagdo ou
biomagnificagdo. A atrazina € lentamente degradada por processos quimicos ou
biolégicos, sendo bastante persistente nos corpos d’agua. A presenga deste
contaminante em aguas superficiais esta diretamente relacionada a lixiviagdo de terras
agricolas e, portanto, pode ser sazonal. Em locais onde ha escoamento direto,
concentragbes mais elevadas sao encontradas até dois meses apos a aplicagao, porém
concentragbes baixas podem ser detectadas durante todo o ano, pois a atrazina

apresenta tempo de meia-vida de aproximadamente seis meses.

A principal via de exposi¢cao humana a atrazina é a ingestdo de agua tratada, uma
vez que a exposicdo por alimentos ndo € significativa (ATSDR, 2008), e as estacdes de
tratamento de 4gua ndo sdo capazes de remover este contaminante com eficiéncia
(Benotti et al., 2009; Verliefde et al., 2007; Quintana et al., 2001). Considerada um

interferente enddcrino muito ativo, mesmo em baixas concentragcées (Mnif et al., 2011),
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a atrazina foi responsavel pela feminizacdo de anfibios e completa castracdo de ras
africanas (Xenopus laevis) expostas em concentracdes de 2,5 ug L™ durante todo o
periodo larval e 3 anos apds a metamorfose (Hayes et al., 2010).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), pertence ao grupo de compostos quimicos
chamados metilxantinas, presentes em cerca de 60 espécies de plantas no mundo.
Produtos alimenticios como café, chas, cola e chocolate contém aproximadamente 100,
50, 40 e 10 mg de cafeina por porcao, respectivamente (Buerge et al., 2003). Também
€ encontrada no guaranda, no tabaco, em alguns condimentos além de medicamentos
do tipo analgésico, antigripais e inibidores de apetite. As xantinas sao substancias
capazes de estimular o sistema nervoso, produzindo um estado de alerta de curta
duracao (Gardinali e Zhao, 2002).

A absorgao da cafeina no organismo é muito rapida, assim como a distribuicao,
passando rapidamente para o sistema nervoso central. Toda a acao da cafeina no
corpo depende da forma de preparo do produto, da quantidade utilizada e das
condicoes do organismo que a consome, podendo o efeito variar de individuo para
individuo. O corpo humano nao necessita de cafeina, embora o0 seu consumo
moderado nao esteja associado a nenhum risco a saude, exceto em algumas situacoes
especiais, como a gestacao e a hipertenséo, por exemplo. Trata-se de um dos produtos
mais consumidos no mundo e, a presenga deste composto nos corpos d’agua é,
sobretudo de origem antrépica. Estudos tém mostrado que entre 3 e 10 % da cafeina
ingerida ndo € absorvida pelo organismo e é excretada na urina (Gardinali e Zhao,
2002).

Em paises onde ha tratamento de esgoto adequado, a cafeina tem sido usada
como tragcador de contaminagdo por esgoto doméstico em situagbes onde ha
vazamentos na rede coletora capazes de atingir outros cursos d’agua. E considerado
um marcador quimico sensivel e especifico que pode ser detectado rapidamente, pois
se apresenta em altas concentragdes no esgoto, € estavel e bastante soluvel em agua,
principais motivos pelos quais a cafeina tem substituido outros marcadores biolégicos
como o E. Coli, por exemplo (Froehner et al., 2010; Young et al., 2008; Gongalves,
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2008; Ferreira, 2005; Glassmeyer et al., 2005; Buerge et al., 2003; Chen et al., 2002;
Gardinali e Zhao, 2002; Piocos e de la Cruz, 2000).

No Brasil, a presenca de cafeina em aguas naturais € notoriamente esperada
tendo em vista a situagcdo de saneamento basico precaria, principalmente das grandes
cidades que tiveram um rapido crescimento populacional € nao apresentaram um
sistema de esgotamento sanitario adequado para receber e tratar grandes volumes de
esgoto que, portanto, sdo langados nos corpos d’agua. O Censo 2010 do IBGE indicou
que apenas 32,9 % da populacao brasileira possuem rede coletora de esgoto, e apenas
parte deste esgoto coletado recebe algum tipo de tratamento antes de serem lancados

nos corpos d’agua.

Embora a cafeina ndo seja considerada uma substancia suspeita de causar
alteragédo no sistema endocrino, e ndo se conhega efeitos causados a biota oriundos da
exposicao a este contaminante, neste trabalho a determinacdo de cafeina foi usada

como indicador da qualidade do manancial relacionado ao aporte de esgoto doméstico.
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DESTINO NO AMBIENTE

Os destinos dos contaminantes emergentes no ambiente estdo relacionados as
propriedades fisico-quimicas como lipofilicidade e acidez de cada composto. A Tabela 1
apresenta os 16 contaminantes estudados neste trabalho e algumas de suas

propriedades fisico-quimicas.

O coeficiente de particdo octanol-agua é usado para determinar a sorcao efetiva e
a afinidade das substancias pela matéria organica. Sao verificados dois mecanismos de
sorcao: a absorcao que trata de interacées hidrofobicas caracterizadas pelo valor de
log Kow; € a adsorgao que esta relacionada com interagdes eletrostatica e a tendéncia
da substancia de se ionizar ou dissociar no meio aquoso, a qual é caracterizada pela
sua constante de dissociacdo acida, pKa. De acordo com essas propriedades, 0s
contaminantes podem ser divididos em trés grandes grupos: os lipofilicos, com alto
valor de log Kow; 0s neutros ou ndo-ibnicos; e os compostos acidos, que apresentam

hidrofilicidade e sao idnicos.

Os hormobnios naturais e sintéticos, bem como 0s xenoestrogénios apresentam
natureza lipofilica. A cafeina é um composto basico com pKa > 10 e log Kow menor que
0,1, que apresenta alta solubilidade em &agua. As condigcbes do meio tais como,
temperatura, pH, salinidade, existéncia de substancias humicas ou material particulado,
influenciam significativamente na solubilidade e no destino desses compostos,

facilitando ou dificultando sua degradagcéo no meio natural.

Os valores log Kow para os estrogénios livres (estrona, 17(3-estradiol e estriol)
estédo entre 2,45 e 4,01. No entanto, a esterificagcdo com gluconideos ou acido sulfarico
alteram drasticamente as propriedades fisico-quimicas desses estrogénios que, quando
conjugados passam a ser mais hidrofilicos e menos ativos biologicamente, podendo
permanecer por mais tempo em ambientes aquaticos (Birkett e Lester, 2003).

Lai et al. (2000) investigaram a adsorcdo de estrogenos em sedimentos e

relataram que os estrogénios sintéticos, com valores elevados log Kow, foram removidos
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mais facilmente da fase agua quando comparados aos estrogénios naturais, além
disso, a sorcao dos estrogénios para sedimentos foi diretamente relacionada com os
teores de carbono organico total do meio.

Fick et al. (2010) quantificaram concentracées de levonorgestrel entre 8,5 e 12
Hg L' no plasma sanguineo de peixes expostos & efluentes de ETE na Suécia. Essas
concentragbes excedem a dose terapéutica humana, e evid.encia a tendéncia de

bioacumulagédo desses contaminantes devido as suas caracteristicas de lipofilicidade.

Os alquilfenéis sdo compostos que possuem baixa solubilidade em agua, baixa
pressdo de vapor (2,9 x 10° atm a 25 °C para 0 4n-NP) e log Kow ~ 4, portanto estdo

presentes em todas as matrizes, mas muito pouco no ar (Muller e Schlatter, 1998).

Em Taiwan, foram determinados alquilfendis em concentracées entre 61 e 370
ng L' em matrizes aquaticas, 27 e 190 ng g em sedimentos e 20 e 5190 ng g na
biota. As concentragbes variaram significativamente com a sazonalidade sendo os

maiores valores obtidos no inverno (Chen et al., 2006).

Os alquilfendis sao facilmente biodegradados em estacbes de tratamento de
esgoto e metabdlitos téxicos como o p-octilfenol e p-nonilfenol etoxilados sao formados,
0s quais apresentam potencial estrogénico. O produto da degradacdo tem a
hidrofobicidade aumentada comparada aos precursores, onde valores de log Kow entre
3,9 e 6,0 sdo encontrados. Devido a esse aumento no coeficiente de particdo octanol-
agua os metabolitos apresentam uma tendéncia a bioacumulagdo nos organismos.
Algas, peixes, patos, mexilhdo e caranguejo, todos bioacumulam nonilfenol e derivados
(Lintelmamm et al., 2003).

Em geral compostos com alta massa molecular e alto log Kow (> 5) séo facilmente
adsorvidos aos sedimentos e podem ser removidos por processos de coagulagéo. Por
outro lado, os compostos com baixo valor de log Kow (< 2,5) tém baixa tendéncia a se

adsorverem e, portanto, ficam mais disponiveis nos corpos d’agua (Pal et al., 2010).

13



Contaminantes emergentes em dgua tratada e seus mananciais: sazonalidade, remogao e atividade estrogénica.

Tabela 1: Estrutura e propriedades fisico-quimicas dos 16 compostos estudados.

Compostos Estrutura Formula M PK, Log Kow <psa,a‘2§° (o Uso
(g mol’) (mg L")
Horménios naturais
o)
Estrona Hormonio
E1 ‘ C1gH220, 270,4 10,3 3,13 13 esteroide
(E1) @‘ feminino
OH
OH
17B-Estradiol C Horménio
‘ C1gH2402 272,4 10,4-10,7 3,1-4,01 13 esterdide
(E2) @‘ feminino
OH
Estriol I Hormonio
Stro CigH40s 2884 10,4 245-26 13-32 esteroide
(E3) O‘ feminino
HO /O - .
Progesterona Hormonio
C21H3002 314,5 - 3,87 5,6 -8,8 esteréide
(PROG) feminino
o7
Testosterona Horménio
(TN C19H2502 288,4 17,4 3,32 - esteroide
masculino
Horménios sintéticos
17a- [ = N
etinilestradiol ‘. CooH2405 296.,4 10,5 29-367 48 E;tr:?g[iecrgo
(EE2) oH O‘
Mestranol Al
Estrogénio
(MEE) C21H260- 310,4 - 41-48 0,3 Sintetico
\\ OH
Levonorgestrel ' Estrogénio
CoiHesO2 3125 - - 2.1 sintético
(NGT)
0%
Dietilstilbestrol | @ Estrogénio
~ C18H2002 268.4 9,73 5,07 12 sintético

(DEE)

continua
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continuacdo

Compostos Estrutura Formula (9 n% r PK; Log Kow q;;‘;’; f%oc Uso
Xenoestrogénios
Bisfenol A HOOH CisHiOs 2283 9.6-11,3 332 120-300 plastificante
(BPA)
4-n-Octifenol CuHzO 2063 10,38 4,02-422 126 surfactante
(4n-OP) HO
4-n-Nonilfenol
(4n-NP) . C15H240 220,4 10,25 4,48 49-70 surfactante
Triclosan : ’ agente

Ci2H,Cl30, 289,5 7,8 4,76 10 _agente
(TCS) \@(,@/ antimicrobiano
Fenoftaleina O CaoH14O, 318,3 9.4 i i Ingécaaor
(Phph) o @ @ p
Atrazi o’

razina
N 414 - .
(ATZ) NH{@% CgH14CINs 2151 107 2,61 33 herbicida
(0]

Cafeina ~y /ltN/

CgH1oN,O 194,2 10,1 0,01 21.700 estimulante
(CAF) O/)\N | N/> 811042

|

Fontes: NIST National Institute of Standards and Technology; Munif et al., 2011; Montagner e Jardim,
2011; Zhao et al., 2010; Rodil et al., 2009; Baugros et al., 2008; Verliefde et al., 2007; Stackelberg et al.,
2007; Bodzek e Dudziak, 2006; Campbell et al., 2006; Westerhoff et al., 2005; Lai et al., 2000.
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Inimeras atividades contribuem para o aporte de substancias quimicas no
ambiente. Entretanto, o descarte de esgoto bruto e de efluentes de estacdes de
tratamento de esgotos vem sendo consideradas as principais vias de aporte dos
contaminantes emergentes para sistemas aquaticos. Na Figura 3 estdo mostradas as
vias de transporte desses compostos no ambiente tendo os estrogénios como exemplo.

®
[ Esgoto Doméstico ]—@7

@) [ Estagéo de Tratamento de Esgoto ]

I
v v

[ Efluente Liquido ] [ Lodo de Esgoto ]

y

[ Aguas Superficiais Aguas Subterraneas ]

I |
v

[ Tratamento de Agua ]

[ Agua para Consumo Humano

Figura 3: Origem e destino de estrogénios no ambiente. Adaptado de Lintelmann
et al. (2003) e Campell et al. (2006).

A rota ® representa o enriquecimento do esgoto bruto com estrogénios a partir da
excrecao fecal e/ou urindria por seres vivos, além da contribuicdo do descarte de
farmacos nos sistemas de captacao de esgotos. Os servicos de esgotamento sanitario
séo representados pelas rotas @ e ®, sendo que a primeira corresponde a canalizagao
do esgoto até as estacdes de tratamento de esgoto (ETE), e a segunda, ao servigo de
afastamento do esgoto bruto da populagdo. O descarte clandestino do esgoto também

€ contemplado na rota Q.

Na maioria das estacdes de tratamento convencionais, 0s principais mecanismos
de remocdo de compostos organicos envolvem (i) remogédo de solidos grosseiros, (ii)
adsorcdo em solidos suspensos, sedimentagdo ou coagulagéo, (iii) a biodegradacao
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aerdbica (lodo ativado ou filtro biolégico) ou anaerébica (UASB), (iv) a degradacao
quimica por processos de hidrolise ou nitrificacdo e (v) a desinfeccdo. Entretanto,
muitos compostos organicos apresentam caracteristicas fisico-quimicas que favorecem
a sua permanéncia no efluente final, sem que haja remocao significativa dos
compostos. As ETE mais modernas sao eficientes para a descontaminacao
microbiolégica e remocdo de quantidades elevadas de nutrientes, os maiores

responsaveis pelos processos de eutrofizacdo de um corpo d’agua.

A quantidade dos compostos interferentes endécrinos no ambiente esté
diretamente relacionada com a eficiéncia dos processos de tratamento de efluentes e
esgotos, pelo menos em paises onde as questdes envolvendo a coleta e o tratamento
de esgotos ja foram equacionadas (Fogazio et al., 2008; Kuster et al., 2008; Baugros et
al., 2008; Nakada et al., 2006; Drewes et al., 2005; Rodgers-Gray et al., 2000). A
remocao destes compostos do esgoto bruto depende tanto dos processos empregados
nas estacdes de tratamento, quanto das caracteristicas inerentes a cada composto.

O nonilfenol, por exemplo, possui propriedades hidrofébicas e é frequentemente
detectado em lodo de esgoto, sedimentos de rios e biota. Em uma ETE é parcialmente
degradado e derivados etoxilados téxicos e persistentes sdao formados. No entanto, os
alquilfendis séo facilmente degradados do lodo de esgoto por tratamentos aerdbicos,
enquanto que tratamentos abidticos e anaerdébicos ndo os removem com eficiéncia
(Hernandez-Raquet et al., 2007).

Nakada et al. (2006) avaliaram a remog¢ao de farmacos e interferentes endécrinos
em cinco plantas de tratamento de esgoto do Jap&o durante aproximadamente um ano.
Todas as ETE empregavam tratamento primario e secundario com lodo ativado. No
entanto, a eficiéncia de remogéao variou significativamente para cada composto. Para o
4n-NP foi cerca de 70 %, para o 4n-OP variou entre 30 e 60 %, para o TCS,
determinado em maiores concentragdes, variou entre 50 e 90 %, para o BPA, foi de
90 % e para os estrogénios, E1, E2 e E3 variou entre 80 e 99 %. Suzuki e Maruyama
(2006) também verificaram que E1 e E2 foram facilmente removidos da fase liquida
quando em contato com sistemas de lodo ativado.
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A natureza hidrofébica de alguns contaminantes favorece a ocorréncia de reacdes
de adsorcdo destes compostos no material particulado em suspensao. Assim, em
estacdes de tratamento de agua ou esgoto, por exemplo, é esperado que técnicas de
separacdo mecanica, como a sedimentagdo, promovam uma remocao significativa de
varios compostos organicos, além do enriqguecimento do lodo de esgoto com estas
substancias. Porém, muitos contaminantes emergentes ainda estdo presentes nos
efluentes finais que sdo langados nos corpos d’agua devido a sistemas de tratamento
inadequados. Consequentemente, alguns deles acabam sendo encontrados na agua
tratada distribuida a populacéao a qual é oriunda de mananciais ja comprometidos.

Diante desta preocupagdo, diversos trabalhos avaliam tratamentos
complementares para minimizar o descarte de compostos interferentes endécrinos nos
corpos d’agua. Os processos oxidativos avangados como ozonizagao, microfiltracao,
osmose reversa, fotocatadlise homogénea e heterogénea, oxidagdo eletroquimica e o
uso do reagente de Fenton tém se mostrado eficientes na remocdo desses
contaminantes (Pereira et al., 2011; Ho et al., 2011; Miranda-Garcia et al., 2011; Sui et
al., 2010; Klamerth et al., 2010; Baig et al., 2008; Esplugas et al., 2007).

Na China, diferentes processos de tratamento foram avaliados na remocao de
contaminantes emergentes, principalmente farmacos e cafeina. O tratamento primario
ndo foi capaz de remover os compostos. Os diferentes tratamentos secundarios
apresentaram eficiéncia de remocao que variaram entre 12 e 99 %, e as maiores
contribuicées foram atribuidas a ozonizagcdo e a osmose reversa implantadas como

tratamentos terciarios nas ETE (Sui et al., 2010).

No Brasil pouco se conhece sobre a eficiéncia das nossas ETE. Em 1997, Ternes
et al. (1999) avaliaram a eficiéncia de remogao de trés estrégenos (E1, E2 e EE2) na
ETE do municipio de Penha, no Estado do Rio de Janeiro. O tratamento empregado foi
uma clarificacdo preliminar, seguida por um tanque aerador ou filtro bioldégico e uma
clarificagdo final. No esgoto bruto os estrégenos foram detectados com concentragéo
média de 30 ng L. A eficiéncia de remocdo desses compostos variou entre 64 e 99 %
e o melhor tratamento foi atribuido ao sistema de lodo ativado.
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O destino e os efeitos de contaminantes emergentes em aguas brasileiras ainda
tem sido pouco discutido na literatura. Entretanto, tem-se que a principal via de aporte
deles em aguas superficiais ndo esta relacionada a contribuicdo dos efluentes de ETE,
mas sim ao aporte de esgoto bruto, representado pela rota ®, uma vez que
aproximadamente 67 % dos domicilios brasileiros ndo possuem rede coletora de esgoto
e, apenas de 33 % dos municipios tem acesso a esgoto tratado. Muitos municipios,
apesar de coletar, descartam o esgoto bruto diretamente nos rios, mesmo aqueles que
séo utilizados como fonte de agua para abastecimento publico da regido (IBGE, 2010).

Nas ETE, portanto, sdo as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos que
determinam a particdo deles entre as fases liquida e sélida. O efluente liquido é
descartado em sistemas de aguas naturais (rota @) enquanto que o material sélido
pode ser utilizado para fertilizacdo e/ou condicionamento de solos agricultaveis (rota
®). Estrogénios presentes no lodo de esgoto aplicado ao solo podem surgir em aguas
naturais por meio do escoamento superficial (rota ®) ou da lixiviagdo (rota @). A
lixiviacao de solos agricolas também é a principal fonte de contaminacdo de aguas
superficiais por agrotéxicos.

A preocupacgao com relacdo a presenga dos contaminantes emergentes em aguas
brasileiras surge em funcdo de dois aspectos distintos: (i) a exposi¢cdo da biota e dos
seres humanos frente a esses compostos, seja via recreacional ou por meio da
ingestao e/ou absorgdo dérmica e (ii) a possibilidade de contaminagdo de mananciais
de 4gua bruta possibilitando, consequentemente, a transferéncia destas substancias
para as estagdes de tratamento de agua (ETA) e para a agua destinada ao consumo
humano. A Tabela 2 resume as concentracfes dos contaminantes estudados neste
trabalho determinadas em mananciais de diversos paises e do Brasil, e revela um

cenario nacional preocupante em vistas a alguns destes compostos.
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Tabela 2: Concentragdes (ng L") dos contaminantes abordados neste trabalho

determinados em mananciais de diferentes paises.

Concentracdo  Concentracdo mdxima ou . : A
Compostos média (n gi.1) faixa de cog centracéo (ng L")* Pais (Cidade) Referéncia
estrona 2 Italia (Loos et al., 2010)
(0,2-2) Italia (Loos et al., 2007)
3,4 Holanda (Verliefde et al., 2007)
21,7 Bélgica (Verliefde et al., 2007)
0,3 0,9 EUA (Benotti et al., 2009)
0,4 2,0 EUA (Snyder, 2008)
600 Brasil (Jaboticabal)  (Lopes et al., 2010)
(0,7 —75) China (Zhao et al., 2009)
17B-estradiol 0,9 Italia (Loos et al., 2007)
1 Holanda (Verliefde et al., 2007)
2,3 Bélgica (Verliefde et al., 2007)
17 17 EUA (Benotti et al., 2009)
(106 — 6.806) Brasil (Campinas) (Montagner e Jardim, 2011)
(8,6 — 25,8) Brasil (Jaboticabal)  (Lopes et al., 2010)
(1,5-36,8) Brasil (Belo Horizonte) (Moreira et al., 2009)
(<1-7,5) China (Zhao et al., 2009)
testosterona 1,1 1,2 EUA (Benotti et al., 2009)
progesterona 2,2 3,1 EUA (Benotti et al., 2009)
195 Brasil (Campinas) (Montagner e Jardim, 2011)
17a-etinilestradiol 0,4 Holanda (Verliefde et al., 2007)
1,4 1,4 EUA (Benotti et al., 2009)
(3 —54) Brasil (Belo Horizonte) (Moreira et al., 2009)
levonorgestrel 663 Brasil (Campinas) (Montagner e Jardim, 2011)
bisfenol A 5 68 Italia (Loos et al., 2010)
(0,9-61) Italia (Loos et al., 2007)
(106 — 880) Portugal (Ribeiro et al., 2009)
9,4 (2-46) Suica (Jonkers et al., 2009)
(136 — 156) Francga (Baugros et al., 2008)
5319 Alemanha (Musolff et al., 2009)
57 1.924 Alemanha (Quednow e Puttmann, 2008)
580 Bélgica (Verliefde et al., 2007)
22.000 Holanda (Verliefde et al., 2007)
6,1 14 EUA (Benotti et al., 2009)
360 EUA (Stackelberg et al., 2007)
1.000 1.900 EUA (Fogazio et al., 2008)
2,1 87 Canada (Kleywegt et al., 2011)
(0,6 —18,8) Canada (Chen et al., 2006 b)
(204 — 13.016) Brasil (Campinas) (Montagner e Jardim, 2011)
(2,2 -1.030) China (Zhao et al., 2009)
continua
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continuacdo

174 - 127.092)
1.410 — 753.500)

Brasil (Campinas)
Brasil (Curitiba)

Montagner e Jardim, 2011)
Frohener et al., 2010)

Concentracdo  Concentracdo mdxima ou i A
Compostos média (ng L")  faixa de concentragdo (ng L)* Pais (Cidade) Referéncia
octilfenol 2,4 (<1,2-6,9) Suiga (Jonkers et al., 2009)
(1-2.470) China (Zhao et al., 2009)
nonilfenol 240 Italia (Loos et al., 2010)
64 (<29 —195) Suica (Jonkers et al., 2009)
387 Alemanha (Musolff et al., 2009)
1.500 Espanha (Petrovic et al., 2003)
100 130 EUA (Benotti et al., 2009)
89 141 EUA (Snyder, 2008)
1.400 EUA (Stackelberg et al., 2007)
(37 — 313) Canada (Chen et al., 2006 b)
(44 —1.918) Brasil (Belo Horizonte) (Moreira et al., 2009)
triclosan 15 Italia (Loos et al., 2007)
3,0 8,8 EUA (Snyder, 2008)
3 6,4 EUA (Benotti et al., 2009)
(2,1-9,8) EUA (Wang et al.,, 2011)
734 EUA (Loraine e Pettigrove, 2006)
(0,6 —347) China (Zhao et al., 2009)
atrazina 2 4 Italia (Loos et al., 2010)
(0,3-3,2) Italia (Loos et al., 2007)
400 Holanda (Verliefde et al., 2007)
(13.000) Bélgica (Verliefde et al., 2007)
(2-48) Canada (Garcia-Ac et al., 2009)
(25 — 29) Espanha (Quintana et al, 2001)
32 870 EUA (Benotti et al., 2009)
44 1.011 EUA (Snyder, 2008)
cafeina 137 1.467 Italia (Loos et al., 2010)
(0,6 — 1.056) Italia (Loos et al., 2007)
143 Alemanha (Musolff et al., 2009)
(13 -107) Francga (Togola e Budzinski, 2008)
(12,2 — 415) Espanha (Fernandez et al., 2010)
1.926 2.991 Espanha (Huerta-Fontela et al., 2007)
(1,6 — 224,8) EUA (Wang et al.,, 2011)
14 270 EUA (Fogazio et al., 2008)
30 (18 —176) EUA (Conley et al., 2008)
190 EUA (Stackelberg et al., 2007)
(8,4 —160) Canada (Chen et al., 2006 b)
(
(
(

(
(
(

160 — 47.500)

Brasil (Teresépolis)

Gongalves, 2008)

*Apenas as concentragdes acima dos limites de quantificagcao foram consideradas.
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Além dos trabalhos citados na Tabela 2, outros dois trabalhos abordam os
resultados de varios estudos obtidos para bisfenol A e triclosan em aguas superficiais
da Gra Bretanha, Europa e América do Norte. Kasprzyk-Horder et al. (2008) reportaram
a presenca de BPA e TCS em aguas superficiais na regido de toda a Gra Bretanha. Os
valores obtidos variaram entre os limites de quantificagdo (~5ng L") e 95ng L™ parao
triclosan e 68 ng L™ para o bisfenol A. Klecka et al. (2009) avaliaram a exposi¢do por
BPA em sistemas de aguas superficiais da América do Norte e da Europa. Diversos
trabalhos descritos na literatura em que as concentracées de BPA foram reportadas
entre 1997 e 2007 foram compilados neste estudo. Concentragcdes medianas de 81 e
10 ng L™ foram obtidas para amostras de aguas superficiais da América do Norte e
Europa, respectivamente. Além disso, foram reportados valores medianos de BPA em
sedimentos de 0,6 ng g™’ de peso seco para a América do Norte e, de 16 ng g de peso
seco para Europa, demonstrando a tendéncia deste contaminante em permanecer

também na fase soélida.

A rota ®, mostrada na Figura 3, representa a interface existente entre os sistemas
aquaticos superficiais e subterrdneos. A agua subterrdnea pode ser bombeada e
utilizada para fins de consumo (rota @) ou submetida a tratamento. Aguas superficiais

séo captadas e canalizadas para esta¢des de tratamento de aguas.

O tratamento convencional de &gua utiliza processos fisico-quimicos para a
potabilizagédo, dentre os quais as unidades de clarificagao (floculadores, decantadores e
filtros), de desinfeccdo (cloradores e aminoadores) e de polimento (correcdo do pH e
fluoretagédo). Assim como nas ETE, os processos convencionais de tratamento nas ETA
ndo sao eficientes para a eliminacdo de inumeros desses contaminantes, devido
principalmente a natureza polar de muitos deles (Wang et. al., 2011; Stackelberg et. al.,
2007; Bodzek e Dudziak, 2006). Alguns trabalhos evidenciam que a remocao de
interferentes enddcrinos nas ETA também depende tanto das caracteristicas intrinsecas
de cada composto, quanto dos métodos de tratamento (Snyder, 2008; Westerhoff et.
al., 2005).

Westerhoff et al. (2005) demonstraram que métodos convencionais de tratamento
promovem a remog¢ao de menos de 25 % da concentragdo da maioria dos interferentes
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enddcrinos e, a presenca de uma etapa de cloragao, muito comum para desinfeccao de
aguas no Brasil, promove uma reducédo de 20 a 90 % nos niveis de concentracéo,
dependendo das caracteristicas de cada composto.

A etapa de pré cloracao foi também tida como suficiente para remover estrégenos
em uma ETA da Espanha que capta agua do rio Llobregat e abastece cerca de um
milhdo de habitantes. As concentracées maximas de E1, E3 e EE2 detectadas no
manancial foramde 1, 72 e 3,4 ng L™, respectivamente e, apds a etapa de pré-cloracio,
as concentragdes ficaram menores que o limite de quantificacdo do método que foi de
0,2 ng L para E1 e EE2 e de 4,7 ng L para o E3 (Huerta-Fontela et al., 2011). Além
disso, 0 uso do cloro livre foi considerado mais eficiente na remocéao de contaminantes

organicos quando comparado a cloraminacao (Snyder, 2008).

Huber et al. (2005) avaliaram o uso de outro oxidante, o didxido de cloro (ClO2) no
tratamento da 4agua para a degradacado de diferentes classes de contaminantes
emergentes. A concentragcdo do oxidante do meio, a qualidade do manancial e as
caracteristicas dos compostos influenciaram na eficiéncia de remocao, no entanto, o
CIO; foi considerado eficiente na remocao de estrogenos, sulfonamidas e antibidticos

macrolideos.

Processos terciarios como ozonizacdo, adsorcdo em carvao ativado, osmose
reversa, filtragdo em membranas, processos oxidativos avangados como UV, UV/H>0,
e fotocatalise heterogénea tém sido aplicados em ETA como métodos complementares
de remocao de contaminantes em inumeros paises (Rossner et al., 2009; Broséus et
al., 2009; Baig et al., 2008; |kehata et al., 2008; Snyder, 2008; Snyder et al., 2007;
Verliefde et al., 2007; Zhang et al., 2007; Bodzek e Dudziak, 2006; Chen et al., 2006b;
Yeo e Kang, 2006; Westerhoff et al., 2005; Zhang e Zhou, 2005).

A ozonizacdo tem sido uma das técnicas mais empregadas em diversas ETA
devido ao seu alto potencial de oxidagdo que tem se mostrado eficiente na desinfecgéo,
remocgao da cor, controle de sabor e odor, decréscimo na formagcéao de sub-produtos de
processos de desinfeccdo, aumento da biodegradabilidade e também para a
degradacao de contaminantes organicos.
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O ozbnio reage com os contaminantes organicos tanto pela reacao direta com o
0z6nio molecular como pela reacao indireta com os radicais livres (radical hidroxila OH",
por exemplo) formados pela decomposi¢do do ozénio. No entanto a taxa de formagéo
do OH" depende da matriz, especialmente do pH alcalino, do tipo e da quantidade de
matéria organica. O o0z6nio molecular reage seletivamente com ligagdes insaturadas,
anéis aromaticos e grupos amino, enquanto que as reagdes com os radicais hidroxilas
sdo mais rapidas e nao seletivas. A eficiéncia de remogcao depende, portanto das
constantes de reacdo do contaminante com o ozénio e com os radicais hidroxilas
(Broséus et al., 2009; Ning et al., 2007; Barron et al., 2006).

Para estrogenos e cafeina a ozonizacdo com doses de ozbnio tipicamente
empregadas em ETA (~ 2 mg min L), promoveu uma remocdo de cerca de 80 %
destes contaminantes da agua (Broséus et al., 2009).

Snyder (2008) comparou a eficiéncia de remocdo de alguns contaminantes
emergentes, incluindo os estrégenos e a atrazina, nas ETA usando cloro (3,5 mg L),
UV (40 mJ cm™®) e 0zdnio (2,5 mg L) e obteve que a ozonizagdo foi o tratamento mais
efetivo, a qual promoveu uma remocao superior a 70 % para a maioria dos
contaminantes estudados.

O carvao ativado, ambos na forma em pd ou granulado sdo efetivos para a
adsorcédo de contaminantes, sendo que o tipo de adsorvente, o tempo de contato, a
dose ou regeneragdo e as caracteristicas do manancial tais como pH, salinidade, e
quantidade de matéria organica, sdo parametros importantes que influenciam na
eficacia do tratamento (Rossner et al., 2009; Fukuhara et al., 2006; Snyder, 2007;
Zhang e Zhou, 2005).

Dentre as membranas de filtracdo, o tratamento com osmose reversa e
nanofiltracdo sdo considerados mais eficientes que aqueles empregando ultrafiltracéo e
microfiltracdo (Snyder, 2008). Cada tipo de tratamento possui suas vantagens e
desvantagens que devem ser consideradas pelas ETA no momento de se implementar

um tratamento terciario na planta.
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Chen et al. (2006) verificaram que a fotdlise empregando UV nao foi eficiente na
remocao de BPA; porém o uso de UV/H>O, apresentou uma eficiéncia significativa na
degradacao do BPA e seus produtos de degradacao que foram avaliados por métodos
de bioensaios. Outro estudo semelhante realizado pelo mesmo grupo usando E2 e EE2
relatou uma reducao de 90 % na atividade estrogénica de amostras naturais usando
UV/H20, (Rosenfeldt et al., 2007).

Yeo e Kang (2006) avaliaram o tratamento da agua lixiviada de um tanque de
resina ep6xi na remocao de bisfenol A usando TiO, no processo de fotocatélise
heterogénea. A concentracdo inicial de BPA medida foi de 7,8 pg L™, a qual provocou
uma diminuicdo na taxa de sobrevida em zebrafish exposta a essa matriz. Porém, apos
48 horas de reacgao fotocatalitica, o BPA foi completamente decomposto € nenhum
efeito tdxico sobre as taxas de nascimento ou morfogénese do zebrafish foram
observados. Zhang et al. (2007) também relataram remocao superior a 97 % de E1 e
E2 usando reatores de TiO, em processos de fotocatalise heterogénea aplicados em

amostras de aguas naturais.

Finalmente, a rota © representa a distribuicao de agua para consumo humano por

meio de redes municipais de distribuicado ou caminhdes-pipa.

A presenca desses contaminantes ainda nao legislados na agua para consumo
humano tem sido pouco abordada na literatura. Devido a importancia sob o ponto de
vista toxicologico € de extrema importancia elucidar suas ocorréncias nessas amostras.
A Tabela 3 apresenta um resumo dos trabalhos de paises como Alemanha, Espanha,
Holanda, Franca, ltalia, Estados Unidos, Canada, China e Brasil, que reportaram
concentragbes de alguns dos contaminantes abordados neste trabalho em &gua
tratada. Observa-se que as concentragdes variaram significativamente e se mostraram
relacionadas diretamente com a eficiéncia das ETA e a qualidade do manancial em

cada pais.
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Tabela 3: Concentragdes (ng L") dos contaminantes abordados neste trabalho

detectados em agua tratada de diferentes paises.

Compostos Concentragd? Concentracdo mdxima ou , Pais Referéncia
média (ng L") faixa de concentragdo (ng L)*
estrona 0,4 0,2-0,6 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
<04 Holanda (Verliefde et al., 2007)
173-estradiol 0,7 0,2-2,1 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
<04 Holanda (Verliefde et al., 2007)
6,8 Brasil (Lopes et al., 2010)
testosterona 2,1-26,4 Franca (Vulliet et al., 2011)
17a-etinilestradiol 0,35 0,15-0,5 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
progesterona 1,6 -3,0 Franca (Vulliet et al., 2011)
0,57 0,57 EUA (Benotti et al., 2009)
levonorgestrel 2,0-10 Franca (Vulliet et al., 2011)
bisfenol A 5 Espanha (Rodrigues-Mozaz et al, 2004)
7 Espanha (Rodrigues-Mozaz et al, 2005)
1,1 0,5-2,0 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
129 - 136 Franca (Baugros et al., 2008)
<10 Holanda (Verliefde et al., 2007)
99** 2,3-317* China (Li et al., 2010)
25 25 EUA (Benotti et al., 2009)
220 EUA (Stackelberg et al., 2007)
0,14 99 Canada (Kleywegt et al., 2011)
0,45-10,76 Canada (Chen et al., 2006)
octilfenol 2 0,2-4)9 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
nonilfenol 92 Espanha (Petrovic et al., 2003)
8 25-16 Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001)
10 -2.700 China (Shao et al., 2005)
502** 196 — 1.073** China (Li et al., 2010)
97** 110** EUA (Benotti et al., 2009)
1100 EUA (Stackelberg et al., 2007)
84 104 EUA (Snyder, 2008)
67 -72 Canada (Chen et al., 2006)
triclosan 9,7* <0,5-14,5" China (Li et al., 2010)
734 EUA (Loraine e Pettigrove, 2006)
1,2 1,2 EUA (Benotti et al., 2009)
1,1 1,2 EUA (Snyder, 2008)
22-7,3 EUA (Wang et al., 2011)
atrazina 25 - 62 Espanha (Quintana et al, 2001)
1,0-18 Espanha (Rodrigues-Mozaz et al, 2004)
5,3 3,0-16 Italia (Loos et al., 2007)
30 Holanda (Verliefde et al., 2007)
15— 28** Canada (Garcia-Ac et al., 2009)
50** 930** EUA (Benotti et al., 2009)
26 990 EUA (Benotti et al., 2009)
cafeina 23,7 10,5 - 53 Italia (Loos et al., 2007)
22,9 Franca (Togola e Budzinski, 2008)
60 EUA (Stackelberg et al., 2007)
1,2-180,8 EUA (Wang et al., 2011)
6,8 - 108 Canada (Chen et al., 2006)

* Apenas as concentragdes acima dos limites de quantificacao foram consideradas.

** Concentragbes determinadas em agua de torneira. As demais foram obtidas em ETA.
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Para os hormdnios, as concentracdes reportadas em aguas tratadas variaram
entre 0,2 e 26 ng L. Para a cafeina as concentracdes variaram entre 1,2 e 109 ng L™.
No entanto, trabalhos de diversos paises apontaram concentracdes bastante distintas
de nonilfenol (2,5 e 2.700 ng L™), atrazina (1 € 990 ng L™), triclosan (1,2 e 734 ng L") e
bisfenol A (0,14 e 317 ng L™). Por outro lado, nenhum trabalho descrito na literatura

reportou estriol, dietiestilbestrol, mestranol e fenolftaleina em amostras de agua tratada.

Kuster et al. (2008) determinaram 21 contaminantes emergentes na bacia do rio
Llobregat, localizado no nordeste da Catalunha, na Espanha. Trata-se de uma regiao
densamente habitada e o efluente de esgoto gerado € lancado no préprio manancial
que é utilizado para abastecimento publico. Oito dos dezesseis contaminantes
estudados neste trabalho foram investigados tanto na agua bruta quanto tratada, E1,
E2, E3, PROG, EE2, NGT, DES e TCS. Nenhum deles foi detectado na agua distribuida
a populagdo em concentracoes maiores que o limite de deteccao do método aplicado
que foi menor que 1 ng L para os horménios e igual a 30 ng L para o triclosan. No
manancial foram detectados triclosan (~ 48 ng L), estriol (~ 11 ng L"), estrona e

progesterona em concentracdes préoximas a 1 ng L.

Em 2000, amostras de agua tratada e mananciais de agua superficial e
subterranea da regido metropolitana de Barcelona foram analisadas quanto a presenca
de 22 agrotdxicos. As concentragdes de atrazina na agua tratada variaram entre 25 e
62 ng L'". Em amostras de agua subterranea as concentragdes variaram entre 25 e 59
ng L' e nos mananciais de agua superficial foram de aproximadamente 25 ng L
(Quintana et al., 2001). Também em Barcelona, foram detectadas concentracdes de
nonilfenol de 1.500 ng L' no manancial e de 92 ng L™ na agua tratada (Petrovic et al.,
2003).

Verliefde et al. (2007) relataram os valores maximos detectados em mananciais e
na agua tratada da Holanda para um grupo de contaminantes considerados prioritarios.
Dentre eles, estrona, 17B-estradiol, EE2, bisfenol A e atrazina. Para os horménios as
concentragdes em agua tratada foram menores que o limite de deteccdo (0,4 ng L),
assim como o BPA nao foi detectado em concentragdes maiores que 10 ng L. A
atrazina, por sua vez, teve um valor maximo quantificado na 4gua tratada de 30 ng L™
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Todos esses compostos foram detectados no manancial pelo menos uma vez. Para os
hormdnios, as concentragdes maximas variaram entre 0,4 e 3,4 ng L™, para o BPA foi
de 22.000 ng L™ e para a atrazina de 400 ng L.

Vulliet et al. (2011) avaliaram oito diferentes ETA da Franca entre 2007 e 2008 e
detectaram concentracées de progesterona, testosterona e levonorgestrel ap6s o
tratamento em concentragdes entre 2 e 26,4 ng L. Na regido francesa de Rhone Alpes,
Baugros et al. (2008) determinaram bisfenol A nos mananciais e na agua tratada em
concentragdes entre 129 e 156 ng L™, indicando a baixa eficiéncia de remogéo pela
ETA.

Togola e Budzinski (2008) determinaram cafeina entre outros contaminantes em
um corpo d’agua localizado na Franga que recebe um grande volume de efluente
doméstico. As concentragbes de cafeina determinadas na agua superficial variaram
entre 13 e 107 ng L e a concentragdo maxima na agua tratada foi de 22,9 ng L™ em
2004.

Loos et al. (2007) avaliaram a contaminacao das aguas superficiais ao redor do
Lago Maggiore que abastecem cidades ao norte da Itdlia, bem como a agua tratada
proveniente dessas fontes. Foram determinadas concentragbes médias de cafeina e

atrazina de 23,7 e 5,3 ng L™, respectivamente.

Wang et al. (2011) avaliaram 31 diferentes ETA da regidao do Missouri nos EUA, a
qual é abastecida com agua proveniente de reservatorios, subterrdnea, mas
principalmente dos rios Missouri e Mississippi. Foram investigados cafeina, triclosan,
E1, E2, E3 e EE2. Os horménios ndo foram detectados em nenhuma amostra em
concentragdes acima de 1 ng L. A cafeina foi detectada em todas as amostras em
concentragdes que variaram entre 1,2 e 225 ng L' nos mananciais e, 1,2 ¢ 181 ng L™
na agua tratada. O triclosan foi detectado em algumas amostras tanto de agua bruta

quanto tratada entre 2e 10 ng L.
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Em outro trabalho, 19 estados americanos tiveram suas ETA avaliadas juntamente
com a agua que chegava as residéncias. Nove dos 16 compostos abordados neste
trabalho estavam incluidos na lista dos contaminantes estudados. Nonilfenol e atrazina
foram detectados em amostras de agua de torneira em concentracbes médias de 97 e
50 ng L, respectivamente. A progesterona, o bisfenol A e o triclosan foram detectados
em apenas uma amostra ap6s o tratamento da ETA, mas nao foram detectados na
agua de torneira. Embora o E1, E2, EE2 e TTN tivessem sido detectados em alguns
mananciais, estes foram removidos durante os processos de tratamento de agua
(Benotti et al., 2009).

Snyder (2008) também mostra um estudo da eficiéncia de remocao de
contaminantes emergentes em diferentes ETA dos EUA que empregam UV, 0z6nio ou
cloro livre no tratamento. A eficiéncia de remogao variou com o tipo de tratamento, mas
foram detectados atrazina, triclosan e nonilfenol tanto na agua bruta quanto tratada. A
estrona foi detectada no manancial em concentragdes maximas de 2 ng L', mas nao foi
detectada apdés nenhum dos tratamentos. Neste trabalho também foram investigados
E2, EE2 e TTN, os quais ndo foram detectados em nenhuma amostra.

Stackelberg et al. (2007) avaliaram, durante julho e agosto de 2003, a eficiéncia de
uma ETA localizada uma regido densamente povoada dos EUA, que capta agua de um
manancial onde séo lancados efluentes de aproximadamente 50 ETE da regido. Foram
investigados 113 contaminantes emergentes, incluindo o triclosan, que n&o foi
detectado em nenhuma amostra, a cafeina, o BPA e o nonilfenol. Os trés ultimos foram
determinados em concentracdes que variaram entre 190 e 1.400 ng L™ na agua bruta e,
60 e 110 ng L™ na 4gua tratada. Este cenario de uma regido urbana com alta densidade
populacional é semelhante ao encontrado na regido de Campinas (SP). Porém, no
Brasil, o aporte de esgoto bruto € o que mais contribui para a degradagcédo dos recursos
hidricos. Isto pode ser destacado pelas concentragdes de cafeina encontradas no
Brasil, que sédo cerca de 1000 vezes maiores que aquelas relatadas nos EUA
(Montagner e Jardim, 2011; Frohener et al., 2010; Gongalves, 2008).

Loraine e Pettigrove (2006) determinaram concentracdes de 734 ng L' de
triclosan na agua tratada provenientes da Bacia do Rio Sao Joaquim, na Califérnia.
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Na cidade de Ontario, no Canada, 17 ETA foram avaliadas em 2006 quanto a
remocao de 48 contaminantes emergentes incluindo bisfenol A e os horménios E1, E2,
E3, EE2 e progesterona. A agua distribuida a populacao era proveniente tanto de rios,
lagos e aguas subterraneas. Os tratamentos empregados eram basicamente cloro e
fluoretacdo e, em algumas plantas se usava pré-oxidacdo com UV. No estudo foram
analisadas aproximadamente 120 amostras, e o bisfenol A foi o terceiro composto mais
freqientemente detectado tanto na agua bruta (22 %) quanto tratada (12 %). As
concentracdes variaram entre 0,14 e 99 ng L', e, nenhum horménio foi detectado nas
amostras (Kleywegt et al., 2011).

Garcia-Ac et al. (2009) desenvolveram um método automatizado para a
determinagdo de 14 contaminantes emergentes em amostras de agua superficial e
tratada da regido de Montreal, no Canada. Foram determinadas concentragcdes de
atrazina entre 15 e 28 ng L™ na 4gua da torneira e 2 e 48 ng L™ em trés diferentes rios
da regido.

Chen et al. (2006) avaliaram estacoes de tratamento de agua e de esgoto de
Calgary, no Canada, entre 2002 e 2004, com limites de deteccdo de poucos
nanogramas por litro. Dentre os contaminantes investigados, determinou-se cafeina,
bisfenol A e nonilfenol tanto no manancial, quanto na agua tratada em concentragdes
que variaram entre 1 e 313 ng L™.

E finalmente, na China, especificamente em Guangzhou, foram analisadas
amostras de agua de torneira de diferentes regides da cidade que receberam agua
proveniente de seis ETA. Neste estudo foram determinados BPA (entre 2 e 317 ng L),
nonilfenol (entre 196 e 1073 ng L) e triclosan (entre < 0,5 e 14,5 ng L) em todas as
amostras coletadas no més de junho de 2007. A eficiéncia de remogédo destes
compostos variou significativamente entre as ETA, principalmente, para o bisfenol A e o
nonilfenol (Li et al., 2010).
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EFEITOS

A preocupacdo com a presenca de compostos xenoestrogénios no ambiente teve
seus primeiros relatos no final dos anos 30 quando Dodds e Lawson reportaram sobre a
atividade estrogénica do bisfenol A, e outros pesquisadores comecaram a discutir a
possibilidade de alguns compostos terem a habilidade de minimizar a acdo dos
horménios enddgenos (Dodds e Lawson, 1936; Schueler, 1946; Sluczewski e Roth,
1948).

Em 1965, Stumm-Zollinger e Fair publicaram o primeiro artigo indicando que os
estrégenos ndo sdo completamente eliminados pelas ETE (Stumm-Zollinger e Fair,
1965). Em 1970, Tabak e Bunch investigaram o destino dos esterdéides durante o
tratamento de esgoto e afirmaram sobre a importancia de se conhecer melhor a
degradacao deles nas ETE e no ambiente, uma vez que estes compostos sao
fisiologicamente ativos mesmo em baixas concentragdes (Tabak e Bunch, 1970).

Com relagdo aos agrotoxicos, o livro da Rachel Carson “Primavera silenciosa”
publicado em 1962, comprovava de inumeras formas os efeitos nocivos a saude
humana e animal, provocados pela exposi¢cao ao DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), que
inclusive poderia atingir outras geracoes devido ao seu potencial de bioacumulagao.
Isso porque nos anos 60, com a Revolugdo Verde houve um grande incentivo a
producdo agricola e com isso houve uma disseminag&o grande do uso de agrotdxicos

que eram desenvolvidos e comercializados com poucas restricdes de regulamentagao.

Apesar destes primeiros relatos, a questdo da presengca dos interferentes
endocrinos no ambiente ndo ganhou importancia significativa até a década de 90,
quando a ocorréncia de hormdnios naturais e sintéticos em ETE foi relacionada com o
impacto na reproducdo de peixes expostos aos efluentes de estacbes de tratamento de
esgoto (Purdom et al., 1994; Desbrow et al., 1998; Routledge et al., 1998).

Depois disso, muitos estudos focaram na ocorréncia destes contaminantes nas

ETE e nos corpos d’agua em niveis de sub pg L' (Halling-Sorensen et al., 1998; Ternes
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et al., 1999; Daughton e Ternes, 1999; Kolpin et al., 2002) e, paralelamente, estudos in
vitro e in vivo comecgaram a ser reportados sobre 0s possiveis mecanismos de acao de
compostos xenoestrogénios no organismo de mamiferos (Wester e Canton, 1986;
Daston et al., 1997; Harrison et al., 1997; Lintelmann et al., 2003; Campbell et al., 2006;
Shanle e Xu, 2011).

Um dos exemplos mais conhecidos € o caso envolvendo a contaminagdo de
crocodilos no lago Apopka (Flérida/EUA), na década de 1980. Na ocasido, alguns
pesquisadores notaram que a populacdo desses animais estava diminuindo ano a ano.
Estudos subseqlientes demonstraram que a exposi¢ao continua de alguns agrotdxicos,
mesmo em concentracbes baixas, sobre o0s ovos da espécie interferiu no
desenvolvimento do sistema reprodutor dos animais, tornando-os inférteis (Sumpter e
Johnson, 2005).

Uma evidéncia dos possiveis efeitos provocados pela exposicdo humana aos
interferentes enddcrinos foi observada entre os anos 50 e 70 com mulheres gravidas
que tomaram dietilstilbestrol, que é um estrogénio sintético prescrito para evitar aborto
espontaneo e promover o crescimento do feto. A maioria das filhas dessas mulheres
nasceu estéril e algumas desenvolveram um tipo raro de cancer vaginal. Nos filhos,
provocou anormalidade nos érgaos sexuais, baixa contagem de espermatozoides e

tendéncia a desenvolverem cancer nos testiculos.

Apesar disso, os efeitos sobre a saude humana associados aos interferentes
endocrinos ainda ndo sao definitivamente comprovados; porém outras evidéncias
sugerem que a antecipacdo na idade da menarca (Herman-Giddens, 2007; Tanner,
1973), a deterioracdo da qualidade do sémen (Weber et al., 2002; Harrison et al., 1997;
Toppari et al., 1996; Sharpe e Skakkebaek, 1993) e o aumento da incidéncia de cancer
de mama (Wolff et al., 1993) podem estar associadas a exposicdo de seres humanos
em desenvolvimento frente a esses compostos. Um trabalho mais recente mostra que a
exposicao pré-natal aos interferentes endocrinos pode potencializar o desenvolvimento
precoce do cérebro (Miodovnik et al., 2011). Outro trabalho discute ainda o0 mecanismo

de transporte de compostos interferentes endocrinos, como o bisfenol A, pela placenta
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e aponta efeitos negativos no desenvolvimento neurolégico dos bebés (Wan et al.,
2010).

Mnif et al. (2011) listam alguns efeitos provocados pela exposicao a atrazina como
inibicdo androgénica, disfun¢des no hipotalamo e producédo de prolactina, indugdo da
producado de estrégenos, danos nas glandulas adrenais e reducdo do metabolismo de

hormonios esteroides.

Outros estudos mostram que a exposicao de diferentes organismos frente aos
interferentes enddécrinos leva a ocorréncia de efeitos como a feminizacao de peixes
(Milla et al., 2011; Filby et al., 2010; Brian et al., 2007; Kidd et al., 2007; Salo et al.,
2007; Diniz et al., 2005; Pait e Nelson, 2003; Christiansen et al., 2000), alteracdes no
desenvolvimento de moluscos e anfibios (Hayes et al., 2010; Matthiessen, 2008;
Oehlmann et al.,, 2007; Park e Kidd, 2005; Oehlmann et al., 2000), disfuncées no
metabolismo da testosterona em Daphnias (Oberdodrster et al., 1998; Parks e LeBlanc,
1996) e desenvolvimento anormal de érgaos em diferentes organismos aquaticos
(Hayes et al., 2010; Diniz et al., 2005; Wollenberger 2005; Pickering e Sumpter, 2003).

Com o passar dos anos, as ferramentas analiticas foram se aperfeicoando e,
limites de deteccdo cada vez menores foram sendo obtidos. Diversos trabalhos
relatavam sobre métodos empregando CG-MS (Ribeiro et al., 2009; Baugros et al.,
2008; Nakada et al., 2006), HPLC-UV (Montagner e Jardim, 2011; Froehner et al., 2010;
Ribeiro et al., 2009; Sodré et al., 2007; Lopez de Alda e Barceld, 2000), HPLC-FL
(Montagner e Jardim, 2011; Lopes et al., 2010; Ribeiro et al., 2007 Sodré et al., 2007;
Yoon et al., 2006; Snyder et al., 1999), mais recentemente o CG-MS/MS (Westerhoff et
al., 2005; Fromme et al., 2002) e o LC-MS/MS (Huerta-Fontela et al., 2011; Wang et al.,
2011; Jardim et al., 2011; Richardson, 2009; Rodil et al., 2009; Baugros et al., 2008;
Yamamoto et al., 2006; Westerhoff et al., 2005) para a determinacédo dos contaminantes
emergentes. Atualmente as técnicas analiticas dispdem de excelente detectabilidade
(sub ng L") e precisdo necessarias para o monitoramento de tracos, o que viabilizou
inumeros estudos envolvendo o transporte e destino desses contaminantes no

ambiente.
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Concomitantemente com a otimizacdo das técnicas analiticas, foram sendo
desenvolvidos e aprimorados diferentes bioensaios como ferramentas capazes de
fornecer informacbes sobre os efeitos estrogénicos, de sinergismo ou influéncias
antiestrogénicas relacionadas a presenca de inUmeros contaminantes em uma amostra
complexa. Diferentes mecanismos de deteccdo incluindo proliferacdo de células,
ligacao do ligante, indugao de vitelogenina, inducao de luciferase e interacao antigeno-
anticorpo foram desenvolvidos a fim de se conhecer os reais efeitos da presenca dos
compostos interferentes enddcrinos no ambiente (Campbell et al., 2006).

A proliferagdo de células estima o crescimento e reprodugcdo em diferentes
amostras expostas aos estrogenos. Na ligacao um ligante especifico é usado para que
os estrogenos possam ser quantificados. A vitelogenina é uma proteina do figado de
peixe fémea produzida em resposta aos estrégenos que pode ser extraida do plasma e
medida. A producao de vitelogenina em peixes machos é um indicativo de interferéncia
enddcrina. A inducao de luciferase usa estrogénios receptores e elementos de resposta
para produzir a proteina que pode ser quantificada por luminescéncia apdés o
rompimento da célula e a adicdo de luciferina. Interacées antigeno-anticorpo sao
imunoensaios baseados na ligacao nao covalente entre antigeno e anticorpo (Campbell
et al., 2006).

Na Figura 4 é mostrada a estrogenicidade relativa obtida em um bioensaio de
proliferacao de células MCF7 (E-screen), responsavel pelo desenvolvimento de cancer
de mama, de algumas substancias quimicas pertencentes a diferentes classes de
estrogénios. O aumento na proliferacdo de células é provocado pela presenca de
estrogenos. Pode-se observar que o 17a-etinilestradiol e o dietilstillbestrol
apresentaram maior estrogenicidade, quando comparados aos horménios naturais
17B-estradiol, estriol e estrona, o que indica a alta capacidade que esses compostos
possuem de agir no sistema enddcrino humano. A estrogenicidade dos xenoestrogénios
foi cerca de quatro ordens de magnitude menor comparado aos horménios naturais. No
entanto, a concentracdo e a persisténcia dessas substdncias no ambiente é

relativamente maior que os estrogénios naturais.
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Figura 4: Estrogenicidade relativa de alguns interferentes endécrinos obtida por
ensaios de proliferacdo com células MCF7 (E-screen) (adaptado de Gutendorf e
Westendorf, 2001 e Auriol et al., 2006).

A determinacao de niveis de vitelogenina no plasma sanguineo de um organismo
€ um dos marcadores bastante usado para a determinacao da atividade estrogénica de
uma substancia. A vitelogenina é uma proteina que desempenha um importante papel
no sistema reprodutivo de vertebrados oviparos fémeas. E sintetizada no figado,
regulado por estrogénio e transportada através do sangue para os ovarios, onde sao
incorporadas no desenvolvimento dos oOvulos. De um modo geral, o gene da
vitelogenina também estd presente em organismos machos, mas sob condigdes
normais nao é expressivo, possivelmente pela baixa concentracdo de estrogénio no
sangue. O aumento de vitelogenina no plasma de um organismo € considerado uma
evidencia da exposi¢do a substancias com atividade estrogénica. Tem sido observado
que alguns organismos aquaticos respondem com o aumento na sintese de

vitelogenina como resposta a exposi¢éo a determinadas concentragdes de estrogénios.

Um experimento com tartarugas da espécie Chrysemys picta, mostrou que as
tartarugas fémeas expostas a estrogénios sdo afetadas com altos niveis de vitelogenina
no plasma, que alteraram o sistema reprodutivo desses animais por meio de alteragdes
nos ovos. Estudos mostraram que varios xenoestrogénios tais como bisfenol A e os

alquilfendis, possuem a capacidade de estimular a producdo de vitelogenina,
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principalmente em peixes, onde esse tipo de ensaio é comumente realizado (Bila e
Dezotti, 2003).

Em 1986, Wester e Canton demonstraram que a feminizacao de peixes ocorreu
devido a acao de alguns compostos organicos presentes na agua, como por exemplo, o
B-hexaclorociclohexano, por meio da indugdo a producéo de vitelogenina em peixes

machos.

Filoy et al. (2010) avaliaram o emprego de tratamentos complementares em ETE
na reducdo dos efeitos de feminizacdo de peixes expostos aos efluentes das ETE.
Todos os trés tratamentos estudados (ozénio, carvao ativo granular e diéxido de cloro)
promoveram a reducdo da atividade estrogénica, porém com diferentes eficacias (entre
70 e 100 %). Além disso, observou-se uma inibicdo na produgado de vitelogenina de
peixes expostos aos efluentes tratados com carvao ativo granular e o diéxido de cloro.

Dentre os bioensaios, um ensaio baseado nas interacbes antigeno-anticorpo,
denominado YES (Yeast Estrogen Screen) desenvolvido por Routledge e Sumpter em
1996 vem sendo largamente utilizado para a avaliacao da atividade estrogénica de
amostras ambientais tais como efluentes de ETE (Shappell et al., 2007; Salste et al.,
2007; Layton et al., 2000), aguas superficiais (Murk et al., 2002; Pawlowski et al., 2003),
aguas estuarinas (Thomas et al., 2002), agua tratada (Jardim et al., 2011) bem como
para avaliar a eficiéncia de diferentes tipos de tratamento de efluentes (Caliman e
Gavrilescu, 2009; Rosenfeldt et al., 2007).

No YES a atividade estrogénica de compostos quimicos é medida utilizando uma
linhagem de levedura (Saccharomyces cerevisae) que contém um gene de estrégeno
humano (hER), capaz de responder a agentes estrogénicos, medida através da
atividade da beta-galactosidade. O gene repérter do sistema quando entra em contato
com compostos estrogénicos desencadeiam uma serie de reagdes resultando na

variacao da intensidade da resposta colorimétrica.

Diferentes linhagens de leveduras foram desenvolvidas por diversos
pesquisadores (Schultis e Metzger, 2004; Aerni et al., 2004; Leskinen et al., 2003;
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Legler et al., 2002; Gaido et al., 2001; Fang et al., 2000; Arnold et al., 1996; Routledge e
Sumpter, 1996).

Em 2003, Leskinen et al. desenvolveram uma nova linhagem de Saccharomyces
que responde ao agente estrogénico emitindo luz. As células de Saccharomyces
cerevisae naturalmente nao possuem receptores para estrogénios ou androgénios. As
linhagens utilizadas no ensaio foram entao desenvolvidas a partir da insercdo do gene
para expressao do receptor de estrogénio humano. Neste sistema, o hER produzido
liga-se aos elementos de resposta do estrogénio, que foram inseridos em forte promotor
num plasmidio. Este promotor controla a expressdao do gene de vagalume ffluc, que
codifica a producédo da enzima luciferase. A levedura é capaz de emitir luz quando entra
em contato com alguma substancia que se liga ao hER, ativando o promotor e
estimulando a sintese de luciferase (que metaboliza o substrato luciferina, produzindo

luz).

Em 2005, Sanseverino et al. desenvolveram outra linhagem luminescente de
Saccharomyces cerevisae chamada Bioluminescent Yeast Estrogen Screen (BLYES).
Essa linhagem foi construida a partir da mesma linhagem de Routledge e Sumpter
(1996), apenas com outro sistema repérter. O sistema repérter foi construido em um
plasmidio contendo todo o aparato do gene /ux, obtido de bactéria luminescente. Esta
diferenga € importante, pois dispensa a adigdo do substrato luciferina, um reagente de
alto custo. Este ensaio se mostrou muito sensivel, uma vez que a emissdo de luz
poderia ser detectada com facilidade e quantificada em poucas horas fornecendo

limites de quantificacdo em niveis de pg L™

Bergamasco (2010) comparou os bioensaios usando as linhagens desenvolvidas
por Leskinen e Sanseverino e verificou que o protocolo descrito por Sanseverino et al.
(2009) se mostrou mais sensivel e mais simples, uma vez que ndo haveria necessidade
de adicionar reagentes para promover a emissao de luz. Esse protocolo foi aplicado em
diversos estudos, inclusive neste trabalho, interessados na determinacédo da atividade
estrogénica de substancias quimicas e amostras complexas. (Jardim et al., 2011;
Alvarez et al., 2009; Sanseverino et al., 2009; Sanseverino et al., 2005).
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CRITERIOS DE QUALIDADE DE AGUA

Aproximadamente 15 anos se passaram desde que 0s compostos considerados
contaminantes emergentes comecgaram a ser identificados em diferentes mananciais do
mundo todo. As ferramentas analiticas se aprimoraram, métodos validados foram se
consolidando, concentracdes cada vez menores foram sendo obtidas e alguns paises
comegaram a identificar esses contaminantes inclusive na agua tratada. Além disso,
diversos estudos indicaram os potenciais toxicos ou de interferéncia endécrina dessas
substancias. O cenario atual dispée de ferramentas adequadas e um banco de dados
de comprova a ocorréncia e os efeitos dos contaminantes no ambiente, no entanto,
poucos passaram a ser regulamentados.

A determinagdo dos critérios de qualidade de agua néo é trivial. Estes sao
estabelecidos para cada substancia de acordo com a probabilidade de ocorréncia em
determinada regido ou pais e a possibilidade de provocar efeitos aos seres vivos
expostos a elas. As concentracdes limites sdo determinadas a partir de dados de
toxicidade, exposicao e riscos que sao estabelecidos para cada classe de contaminante

em particular. Diferentes critérios sdo empregados por diversas agéncias reguladoras.

A USEPA disponibilizou em 2009 uma lista de novos contaminantes candidatos a
futura regulamentacao (CCL-3: Contaminant Candidate List-3). A CCL-3 é formada por
104 compostos e 12 contaminantes microbioldgicos nao regulamentados nos termos da
lei americana para aguas tratadas (Safe Drinking Water Act - SDWA) para os quais sao
conhecidas a ocorréncia ou a possibilidade de ocorréncia em sistemas de agua tratada
e possiveis efeitos a saude publica e, que poderdo ser considerados em futuras
regulamentagcées. Na CCL-3 estdo incluidos dentre outros hormdnios, a estrona,
17B-estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol e o mestranol, além de produtos farmacéuticos

e industriais, agrotéxicos e produtos de degradacao (USEPA, 2009).

Além da CCL-3, a USEPA aprovou em fevereiro de 2011 o projeto de lei para o

monitoramento de contaminantes ndo regulamentados (Unregulated Contaminants
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Monitoring Rule — UCMR-3). A UCMR-3 € uma versdo atualizada das anteriores
UCMR-1 (1999) e UCMR-2 (2007), que lista 30 contaminantes prioritarios, juntamente
com métodos validados, que deverdo ser monitorados entre 2013 e 2015 por todos os
sistemas publicos de agua que atendem mais de 10.000 pessoas e, outros, definidos
por amostragem, que atendem um numero menor de americanos. Dentre os
contaminantes, 24 estdo na CCL-3 e incluem a estrona, o 17B-estradiol e o
17a-etinilestradiol. Além desses, a testosterona, outro horménio abordado neste
trabalho, também foi incluido na UCMR-3, que usara os dados obtidos para subsidiar
futuras regulamentagdes (USEPA, 2011).

A Unido Européia também apresenta uma lista de 33 substancias consideradas
prioritarias pela Comissdo sobre normas de qualidade ambiental (Directive on Priority
Substances - Directive 2008/105/EC). Dentro desta, 11 foram identificadas como
substancias perigosas prioritarias e inclui o nonilfenol. Estas substancias serao sujeitas
a cessacao ou eliminacdo progressiva nas descargas, emissdes e perdas dentro de um
periodo que ndo devera exceder 20 anos. Outras 14 substancias foram identificadas
como estando sujeitas a exame para identificagdo como possivel "substancia perigosa

prioritaria” e estao incluidos, o octilfenol e a atrazina.

A atrazina € um herbicida ja regulamentado em diversos paises, inclusive no
Brasil, devido ao seu potencial toxico, no entanto os critérios estabelecidos, entre 2 e 5
ng L' para 4gua para consumo humano, por exemplo, ndo abordam os possiveis
efeitos estrogénicos, provocados em concentragées de poucos nanogramas por litro

aos seres Vvivos expostos cronicamente a este contaminante.

A Portaria 518 de 25 de marco de 2004 do Ministério da Saude estabelece os
parametros nacionais de potabilidade e a Resolugdo CONAMA n° 396/2008 estabelece
0s parametros para aguas subterraneas no Brasil. Para a atrazina, o limite legislado é
de 2 ug L, que é semelhante ao determinado para aguas tratadas da Nova Zelandia
(NZMH, 2008) e aos valores orientadores da Organizagdo Mundial da Saude (OMS,
2008). Nos Estados Unidos o valor para o padrdo de potabilidade é de 3 g L™
(USEPA, 2009), o mesmo adotado pela FDA para agua engarrafada (ATSDR, 2008).
No Canadé os valor orientador é de 5 ug L™ (HC, 2008).
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Diversos paises como Franca, Suécia, Dinamarca, Finlandia, Noruega, Alemanha,
Austria e ltdlia, proibiram o uso de atrazina ap6s ter sido incluida na lista de
contaminantes perigosos prioritarios da Comunidade Européia e ter sido detectada na
agua tratada em niveis superiores a 0,1 ug L. Além disso, a Unido Européia adota um
valor orientador de 0,1 pg L para um agrotéxico individual e 0,5 ug L™ para a

somatdria dos agrotdxicos na agua para consumo humano (EC, 1998).

No Canada a concentracdo maxima aceitavel de atrazina e seus produtos de
degradacdo na agua tratada é de 0,5 ug L. Para a protegdo da vida aquatica é de 1,8
ug L', 5 pg L™ para 4gua de dessedentacdo de animais e 10 pg L™ para a 4gua de
irrigacao (CCME, 2008).

As empresas concessionarias de agua devem atender as exigéncias vigentes para
garantir a qualidade da &gua distribuida a populagdo. Para isso, processos de
tratamento sdo adequados de acordo com o estagio de degradacdo do manancial,
considerando inclusive os periodos de estiagem em que ha diminuicdo da vazao e
consequentemente, da qualidade das aguas dos rios que recebem alta carga de esgoto
bruto durante todo o ano. Porém no Brasil, tanto as ETE quanto as ETA operam com
tratamento convencional o que nao é suficiente para a remocao de diversos
contaminantes organicos, que por sua vez, podem estar presentes inclusive na agua

tratada oriunda de mananciais bastante comprometidos.

Atualmente, no Brasil, a Portaria MS 518/04 esta sendo revisada. A preocupacgao
com a presencga de farmacos, drogas ilicitas e compostos interferentes enddcrinos na
agua distribuida a populagcdo desencadeou uma série de debates e discussoes
incluindo diversos pesquisadores, concessiondrias de agua, associagbes e 6érgaos do
governo, como a CETESB, por exemplo, o que resultou em uma Proposta apresentada
pela Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ABES) para a inclusao

de novos contaminantes néo legislados na Portaria.

Como ainda nao existem dados toxicoldgicos suficientes para a derivacdo de
padrbes de potabilidade, esta proposta sugere a intensificacdo de acées no sentido de
prevencado da contaminagdo por esses compostos, e ainda, sugere que analises de
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cafeina e bisfenol A sejam incluidas como exigéncia no Plano de Seguranca da Agua,
especialmente em regides mais populosas. Neste trabalho, a cafeina esta sendo usada
como um indicador de contaminacdo por esgoto doméstico, uma vez que a
determinacdo deste contaminante € simples e de custo acessivel, podendo ser
implantada nas analises de rotina. A proposta sugere um monitoramento na agua bruta
que devera ser realizado pelas concessionarias de agua a fim de se conhecer o nivel
de contaminagdo dos mananciais em niveis de ng L™ e ug L. Os resultados, portanto,
deverao ser remetidos aos érgaos ambientais responsaveis (Saude e Meio Ambiente)
para discussdao de acdes de prevencao cabiveis para a intensificacdo de agbes de
controle das fontes de agua tratada. A proposta estabelece ainda, o prazo de dois anos
para que os produtores de agua promovam as adequacdes necessarias para tal
monitoramento (ABES, 2010). Esse é, portanto, o primeiro passo a ser tomado no
sentido de incluir novos contaminantes nas legislacdes de qualidade de agua brasileira.
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CAMPINAS (SP)

Campinas possui darea territorial de 796 km? e é o terceiro municipio mais
populoso do Estado de Sao Paulo, com 1.080.999 habitantes, dos quais 98,2 % vivem
na area urbana cuja extensdo é de 389 km? o que representa densidade populacional
superior a 2.000 hab/km?, segundo o Censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). Além disso, os Censos anteriores apontam que a populacao quase
triplicou em 40 anos (Figura 5) e, assim como a maior parte do pais, 0 crescimento
desordenado da populacdo, aliado a falta de planejamento, resultou numa grande
desigualdade social, com varias areas demarcadas por focos de pobreza. Apesar disso,
o seu indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é de 0,852, considerado como elevado
em relagao ao pais, sendo o sétimo maior do Estado de Sao Paulo (IBGE, 2010).
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Figura 5: Numero de habitantes na cidade de Campinas segundo os Censos
realizados em 1970, 1980, 1991, 2000 e 2010 (fonte: IBGE).

Campinas foi emancipada em 1774. Entre o final do século XVIIl e 0 comego do
século XX, a cidade teve o café e a cana-de-agucar como importantes atividades
econdmicas. Porém, desde a década de 1930, a industria e o comércio sdo as
principais fontes de renda, sendo considerada um polo industrial regional. Atualmente é
a décima cidade mais rica do Brasil, responsavel por pelo menos 15 % de toda a
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producdo cientifica nacional, sendo o terceiro maior pdélo de pesquisa e

desenvolvimento brasileiro.

Em Campinas, a SANASA (Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento
S/A) é a empresa responsavel pela coleta e tratamento de esgoto, bem como pela
captacao, o tratamento e a distribuicdo de agua para a populacao.

De acordo com dados oficiais, a SANASA atende atualmente 88 % da populacao
urbana com coleta e afastamento de esgoto sanitario, e possui capacidade instalada de
tratamento de 80 % dos despejos. Apesar disso, uma grande carga dos esgotos
domésticos, mesmo aqueles coletados e afastados pela rede publica sdo langados em
cérregos e ribeirdes que atravessam a area urbana, comprometendo os demais usos da
agua disponiveis para a populagdo assentada a jusante, e a qualidade dos mananciais
da regiao (SANASA, 2011).

A agua distribuida a populacao campineira é proveniente de dois mananciais, rios
Atibaia e Capivari. O Atibaia é um rio de média vazdo anual (cerca de 12 m® s™)
formado pela confluéncia dos rios Atibainha e Cachoeira entre os municipios Atibaia e
Bom Jesus dos Perdbes, atravessa as cidades de Atibaia e ltatiba antes de chegar a
Campinas, depois passa por Paulinia, e em Americana forma o rio Piracicaba a partir

de sua confluéncia com o rio Jaguari, totalizando 165 km de extensao.

O Capivari é um rio com 212 km, de baixa vazao anual (cercade e 1,2 m®s™), tem
sua nascente na cidade de Louveira, atravessa a cidade de Campinas depois se
desenvolve pelos municipios de Monte Mor, Capivari, Rafard e Mombuca, percorrendo
cerca de 180 km dentro do Estado de Séao Paulo, e desagua na margem direita do rio

Tieté, assim como os rios Piracicaba e Jundiai.

O Relatério de Qualidade de Aguas Superficiais do Estado de Sdo Paulo,
publicado anualmente pela CETESB, deriva alguns indices para classificar um corpo
hidrico de acordo com os seus multiplos usos. Para o calculo do indice de Qualidade de
Aguas (IQA), sdo consideradas variaveis de qualidade que indicam o langamento de

efluentes domésticos para o corpo d’agua, fornecendo uma visao geral sobre as
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condicdes de qualidade das aguas superficiais. O indice de Qualidade das Aguas para
Fins de Abastecimento Publico (IAP) avalia, além das variaveis consideradas no IQA,
as substancias tdxicas e as varidveis que afetam a qualidade organoléptica da agua,
advindas, principalmente, de fontes difusas. E o indice de Qualidade das Aguas para
Protecao da Vida Aquatica (IVA), inclui variaveis essenciais para a vida aquatica como

o estado tréfico, oxigénio dissolvido, pH e toxicidade (CETESB, 2009).

Os indices publicados pela CETESB para o rio Atibaia, proximo a captacdo da
SANASA (ATIB02065), e para o rio Capivari, no ponto localizado na ETA Capivari
(CPIV02130) indicaram uma piora na qualidade dos mananciais no periodo de cheia
dos rios. O IQA médio em 2009 foi considerado regular para ambos mananciais, porém
nos meses de abril e novembro, o rio Capivari apresentou IQA péssimo. A média anual
para o IAP foi considerada regular para o rio Atibaia e ruim para o rio Capivari, nos
pontos de captacédo de dgua da cidade de Campinas. Quanto ao IVA para o rio Atibaia,
a média anual foi considerada boa, porém em janeiro e julho foi classificado como
péssimo. Ja a média anual do IVA para o rio Capivari foi considerada regular com

variagdes durante o ano entre bom e péssimo.

A SANASA capta 95 % da agua usada para abastecimento da cidade de
Campinas do rio Atibaia, e esta € tratada em quatro estagcées de tratamento, a saber,
ETA 1 e 2 localizadas no bairro Swift e ETA 3 e 4 localizadas em Sousas. A ETA
Capivari, localizada junto a rodovia dos Bandeirantes, capta agua direto do rio Capivari
e € responsavel pelo abastecimento dos bairros da regido sul do municipio, 0 que
representa cerca de 5 % do total. Aléem disso, alguns bairros, cerca de < 0,1 % da
populacdo, s&o abastecidos com agua subterrdnea. Nesses bairros, algumas
residéncias sao servidas com agua coletada e clorada pela SANASA e, outros utilizam
pocos domeésticos (SANASA, 2011).

Os processos de tratamento de agua em Campinas sdo do tipo convencional
classicos (Figura 6) para todas as ETA, com excecdo da ETA 4 e ETA Capivari, que
adotam um tipo de tratamento que a SANASA denomina de diferenciado avancado. A
Tabela 4 apresenta detalhes de cada uma das etapas dos tratamentos realizados em
cada estacao.
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Sistema de tratamento de dgua

A SANASA trota o aguo bruta captada ofravés de tratamento convencional, que consiste em:

|Bombeumenio é % Distribuigéo

== Corvfio ativado os#"-'ln,

W (C |55

Reservatério dos erms
S Coguilainte CGF:QOI
reia

Cal Hidrateda Cascalho

-
Reservatério de
I Agua Tratada

Cal

R Cloro

Floculagio Decantacio Filtraggo | Aménie
Flior

Figura 6: Resumo do sistema convencional de tratamento de agua. A agua bruta é
bombeada do manancial, passa por um filtro de carvao ativado, recebe cloro e depois 0
coagulante. Existem diferentes sistemas de floculacdo e decantacdo. Depois de
decantada a agua passa por um filtro, tem o pH ajustado, recebe fltor e cloro e é
direcionada aos centros reservatérios e de distribuicio de onde é distribuida a
populacao (SANASA, 2011).

As empresas concessionarias de agua devem atender as exigéncias vigentes na
Portaria MS 518/2004, que estabelece os parametros nacionais de potabilidade para
garantir a qualidade da agua distribuida a populagéo. Para isso, otimizam os processos
de tratamento de acordo com o estagio de degradacdo do manancial de onde a agua
bruta é captada, considerando inclusive os periodos de estiagem onde ha diminuicao

da vazao e da qualidade das aguas dos rios que recebem alta carga de esgoto bruto.

A Figura 7 apresenta o mapa do sistema produtor e distribuidor de agua de
Campinas disponibilizado pela SANASA. Os centros reservatorios e de distribuicao
(CRD) estao representados pelos circulos fechados, a regido em verde é abastecida
por agua tratada nas ETA 1 e 2, a regidao em azul, por agua tratada nas ETA3e 4 e a

regidao em vermelho, por agua tratada na ETA Capivari.
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Tabela 4: Descrigdo das etapas realizadas nas estacdes de tratamento de agua no
municipio de Campinas, SP (SANASA, 2011).

Processo de Capacidade Tanque de
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ETA3 | RioAtibaia | parcialmente | 1100 ) i lodo. empregam | g
Pré-cloragao - ) sado para
avangado ) Adicao do juntas 17 dispersdo e
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Rodovia Campinas-Paulinia
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Figura 7: Mapa do sistema produtor e distribuidor de agua da Campinas
(SANASA, 2011). Em destaque os locais de captacdo de agua bruta nos rios Atibaia e
Capivari. Em verde estao apresentados os 7 reservatérios abastecidos pelas ETA 1 e 2,
que atendem a regido central; em azul estdo os 17 reservatorios abastecidos pelas ETA
3 e 4, ambos com agua provenientes do rio Atibaia. Em vermelho, aparecem os 3
reservatorios abastecidos pela ETA Capivari.
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OBJETIVOS

Bairro Mansées Santo Anténio, Campinas (SP), um dos pontos amostrais do trabalho.

O objetivo principal do trabalho é obter uma avaliacdo detalhada da qualidade da

agua distribuida a populacado de Campinas (SP) no que se referem estrogénios naturais

e sintéticos e alguns xenoestrogénios.

Para tal, alguns objetivos especificos sao:

Selecionar os contaminantes a serem investigados usando a cafeina como um
tracador antrdpico, bem como estabelecer os locais de coleta nos diferentes
bairros da cidade, de modo a contemplar as diferentes regides de Campinas;
Estabelecer e validar um procedimento analitico para a determinagdo destes
contaminantes nos niveis de ng L™ para 4gua tratada e superficial, empregando
extracdo em fase sélida (SPE) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com triplo-quadrupolo (LC-MS/MS);

Avaliar a qualidade dos mananciais que abastecem o municipio (rios Atibaia e
Capivari) juntamente com a agua tratada distribuida a populacdo obtendo um
perfil anual de contaminagéo, de onde sera possivel inferir sobre a influéncia do
estagio de degradacdo do manancial na qualidade agua que é servida a
populacéo;

Avaliar a atividade estrogénica das amostras usando o bioensaio BLYES
(Bioluminesce Yeast Estrogen Screen) a fim de se estimar os riscos associados
a ingestdo de agua tratada pelos seres humanos, €;

Finalmente, verificar a eficiéncia das estacbes de tratamento de agua.
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CAPITULO 2: EXPERIMENTAL

Instituto de Quimica — UNICAMP, julho / 2011.

O trabalho foi desenvolvido na cidade de Campinas (SP) onde foram estudadas as
condigbes de saneamento basico do municipio e o sistema de abastecimento de agua
para determinagdo dos pontos amostrais. Um protocolo de amostragem foi entdo
estabelecido e um método para extragdo e de determinacdo dos analitos foi otimizado a
partir de dados descritos na literatura empregando SPE e LC-MS/MS. A determinagéo
da atividade estrogénica foi realizada na CETESB (como parte do Projeto Tematico
FAPESP 07/58449-2) empregando o bioensaio BLYES proposto por Sanseverino
(2005). O estagio de contaminagdo dos mananciais e a qualidade da agua distribuida a
populagdo, com relagdo a presenca de 15 compostos interferentes enddcrinos e
cafeina, foram entdo avaliados em detalhes pelo periodo de um ano.

No entanto, em uma primeira etapa do trabalho, foi desenvolvido um método para
a determinacdo de 15 compostos, sendo os estrogénios naturais e sintéticos,
surfactantes, bisfenol A e ftalatos empregando SPE e cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia (HPLC-DAD-FL).
O método foi empregado em duas campanhas realizadas em 2007 e 2008 em caréter
exploratério, quando depois foi substituido pelo LC-MS/MS, o qual proporcionou maior
detectabilidade & quantificacdo de analitos em concentragdes de sub-ng L. A
descricdo do método empregando HPLC-DAD-FL e os resultados das primeiras
campanhas amostrais estao descritos no ANEXO 1.
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REAGENTES E PADROES

Foram selecionados 16 compostos para serem investigados neste trabalho, a
saber, estrona, 17@-estradiol, estriol, progesterona, testosterona, 17a-etinilestradiol,
mestranol, levonorgestrel, dietilestilbestrol, 4-n-octilfenol, 4-n-nonilfenol, bisfenol A,
triclosan, fenolftaleina, atrazina e a cafeina. Este ultimo foi usado como tracador de

contaminacgao por esgoto doméstico tendo em vista o aporte direto nos mananciais.

A Tabela 5 lista os compostos investigados e algumas informacdes sobre os
padrdes utilizados. Todos os reagentes empregados durante o tratamento das amostras
apresentaram elevado grau de pureza. O metanol e a acetonitrila utilizados na etapa de
extracdo, preparacdo dos extratos e injecdo foram de grau nanograde ou pesticida
(Mallinckrodt e/ou J.T. Baker).

Tabela 5: Compostos investigados e dados sobre os padrdes utilizados.

Compostos Formula ga:;ar{l)/l olar Numero CAS® Fornecedor ;.l)reza
Estrona C1gH220> 270,16 53-16-7 Aldrich 99+
17B-estradiol C1gH240; 272,18 50-28-2 Aldrich 97
Estriol C1gH2403 288,17 50-27-1 Fluka 97+
Progesterona Co1H300, 314,47 57-83-0 Aldrich 98
Testosterona C19H250> 288,42 58-22-0 Sigma 99,5
17a-etinilestradiol CooH2405 296,18 57-63-6 Aldrich 98
Mestranol C21H2605 310,44 72-33-3 Aldrich -
Levonorgestrel C21H250, 312,5 797-63-7 Sigma 99+
Dietilestilbestrol C1gH2002 268,36 56-53-1 Sigma 99
Triclosan C12H,Cl30, 289,54 3380-34-5 Sigma 99+
Fenolftaleina C2oH1404 318,32 77-09-8 Riedel-deHaen 98+
4-n-octilfenol C14H220 206,17 1806-26-4 Supelco 99+
4-n-nonilfenol Ci5H240 220,18 104-40-5 Supelco 99+
Bisfenol A C15H1602 228,12 80-05-7 Aldrich 97
Atrazina CgH14CINs 215,68 1912-24-9 Sigma 99+
Cafeina CsH10N4O2 194,19 58-08-2 Aldrich 99
Estradiol-D3 CigH21D30, 275 79037-37-9 Supelco 99
Bisfenol A-D16 C15D1602 244 96210-87-6 Supelco 99,9

& CAS: Chemical Abstracts Service
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AMOSTRAGEM

Pontos amostrais de dgua tratada em Campinas.

Esta parte descreve a amostragem de agua bruta (rio Atibaia e rio Capivari) e
tratada, além de agua subterrdnea (bairro Recanto dos Dourados), bem como em
estacdes de tratamento de agua.

A 4gua tratada foi amostrada em 8 bairros distribuidos em diferentes pontos da
cidade e provenientes de todas as ETA. A Tabela 6 apresenta os bairros e a localizagdo
dos pontos de coleta. As amostras coletadas em domicilios foram retiradas diretamente
da tubulagédo de entrada e, portanto, ndo tiveram contato com as caixas d’agua
reservatorio residenciais. Na Figura 8 foram reproduzidos os CRD da Figura 7 e estédo
inseridos os 8 pontos de coleta de agua tratada estudados neste trabalho.

Tabela 6: Locais de amostragem de agua tratada no municipio de Campinas.

a ’f,g';:fas’. s bairro Local Latitude Longitude pro g;’;% nte
P1 Centro Largo do Para 22°54'35.25"S  47°323.71"0 ETA1e?2

P2 Jardim Nova Europa Residéncia 22°56'21.33"S 47° 2'56.52"0 (rio Atibaia)

P3 Mansbes Sto Antbnio  Residéncia 22°52'37.78"S  47° 3'30.73"0

P4 Jardim Bela Vista Posto de Saude  22°53'20.36"S 47°7'18.78'0 ETA3e4

P5 Sousas Cemitério 22°53'17.26"S 46°57'43.87"0 (rio Atibaia)

P6 Bardo Geraldo Residéncia 22°47'44.54"S  47° 4'33.47"0
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Figura 8: Mapa de Campinas indicando os Centros Reservatérios e de Distribuicao
(circulos) e os locais de amostragem definidos para este trabalho. Em verde a regiao
abastecida pelas ETA 1 e 2; em azul, a regidao abastecida pelas ETA 3 e 4 e; em
vermelho a regido abastecida pela ETA Capivari. Os ndmeros indicam os pontos
amostrais: P1 no Centro e P2 no Jardim Nova Europa s&o abastecidos pelas ETA 1 e 2;
P3 Mansdes Santo Anténio, P4 no Jardim Bela Vista, P5 em Sousas e P6 em Bar&o
Geraldo sao abastecidos pelas ETA 3 e 4 e; P7 no Recanto do Sol e P8 no DIC IV sao
abastecidos pela ETA Capivari.

A agua bruta foi coletada ao lado das estacdes de captacdo de adgua dos rios
Atibaia e Capivari. Em particular, para o rio Atibaia, outro ponto amostral foi
estabelecido a montante da captagéo, distante cerca de 1,6 km, sob a ponte na divisa
das cidades de Campinas e Valinhos. Este local € amostrado pela CETESB

(ATIB02065) que infere sobre a qualidade da agua para fins de abastecimento publico.
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Esta amostra, porém, ndao contempla o aporte do ribeirdo Pinheiros que ocorre a
jusante do ponto estabelecido pela CETESB e a montante (~ 1 km) da captacao da
SANASA. O obijetivo foi avaliar a influéncia do ribeirdo Pinheiros, que recebe alta carga
de esgoto das cidades de Campinas, Valinhos e Vinhedo, na contaminacdo do rio
Atibaia por compostos interferentes enddcrinos e cafeina. Na Figura 9 é mostrada uma

imagem de satélite da regidao proxima a estacao de captacado de agua no rio Atibaia.

9 M .}: :
Wl The ' -gzumGOOgle

|
I

Figura 9: Imagem de satélite do rio Atibaia ao lado da Rodovia D. Pedro, préximo
a estacao de captacdo de agua do municipio de Campinas. Da direita para a esquerda
estdo: o ponto de coleta da CETESB, sob a ponte da divisa entre Campinas e Valinhos
(ATIB2065), o aporte do ribeirdo Pinheiros e a jusante, a captacao da SANASA.

Foram realizadas treze campanhas amostrais de agua bruta e tratada entre abril
de 2010 e abril de 2011 que, resultaram na andlise de um perfil sazonal de
contaminacgdo. A Figura 10 apresenta a precipitacdo Umida diaria entre abril de 2010 e
abril de 2011, as temperaturas minimas e maximas e as datas das amostragens
(AGRITEMPO, 2011). Além disso, na Figura 10 também esta destacado o periodo em
que foi realizado o perfil diuturno e semanal no rio Atibaia e a datas dos dois ensaios
realizados na estacéo de tratamento de agua.
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Figura 10: Precipitacao diaria (preto), temperaturas maximas (vermelho) e
minimas (azul) entre abril de 2010 e abril de 2011. As datas das 13 campanhas
amostrais estdo em verde, o (x) representa o periodo em que foram realizados os perfis
diuturno e semanal no rio Atibaia; a seta em rosa indica a época em que 0s ensaios

foram realizados na estacao de tratamento de agua.

Um perfil diuturno foi realizado entre os dias 12 e 13 de setembro de 2010

(domingo e segunda-feira). No ensaio, foram coletadas 7 amostras do rio Atibaia (ao

lado da estacao de captacdo de agua da SANASA) com intervalo de 4 horas entre cada

coleta. O ensaio teve inicio as 13 h do domingo e término as 13 h da segunda-feira. Em

seguida foi iniciada amostragem para um perfil semanal com coletas didrias, todas no

mesmo horario (9 h) entre terca-feira (14/09) e segunda-feira (20/09).
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Foram realizados dois ensaios na ETA Capim Fino administrada pelo Servigo
Municipal de Agua e Esgoto (SEMAE) de Piracicaba. A concessionaria concedeu a
entrada da equipe na ETA o que proporcionou coletar em todas as etapas do
tratamento. A ETA Capim Fino emprega o sistema convencional de tratamento
semelhante aos empregados nas ETA de Campinas. O rio Corumbatai, manancial que
abastece a ETA Capim Fino se enquadra na classe 2 do CONAMA 357 (SEMAE, 2011)
assim como o rio Atibaia em Campinas. O rio Capivari, no entanto, é classificado como
classe 3, pois recebe alta carga de efluentes industriais e esgotos domésticos.

O ensaio teve como objetivo conhecer com maiores detalhes a eficiéncia de uma
ETA convencional considerando cada etapa do tratamento em dois cenarios distintos,
um de estiagem e outro de cheia dos rios. Foram coletadas as seguintes amostras em
cada ensaio: (1) agua bruta, rio Corumbatai, (2) coagulada, apds receber cloro e o
agente coagulante cloreto férrico (0,38 %), (3) floculada, coletada imediatamente antes
da entrada no decantador, (4) decantada, coletada na saida do decantador, (5) filtrada,
coletada na saida dos filiros e (5) tratada, ap6s receber cloro e fluor, coletada na
entrada da rede de distribuigcdo. Todas as coletas foram realizadas respeitando o tempo
de residéncia de cada etapa do tratamento.

Além disso, em junho de 2011 foram coletadas amostras de agua bruta e tratada
nas 5 diferentes estagdes de tratamento de agua de Campinas. O objetivo foi avaliar a
eficiéncia de remocao dos contaminantes em cada planta. Amostras dos rios Atibaia e
Capivari, foram coletadas nas ETA 3 e 4, e ETA Capivari, respectivamente. Nas ETA 1
e 2 foi possivel coletar agua tratada da saida de cada uma das plantas, além da mistura
delas que sai para a rede de distribuicdo. Nas ETA 3 e 4 a amostra coletada foi
referente a mistura das aguas tratadas nas duas plantas. Embora o periodo tenha sido
de estiagem, choveu ~14 mm na noite anterior a coleta, e os mananciais apresentaram

um grande volume de material particulado em suspenséo.

Este trabalho também abordou, de maneira mais simples, a dgua consumida por
uma pequena parte populagédo oriunda de aquiferos subterrdneos. Algumas coletas ao
longo do ano foram realizadas em uma residéncia no bairro Recanto dos Dourados em
Campinas. No local, a 4gua é coletada de um poco de aproximadamente 7 metros de
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profundidade e consumida pelos moradores sem nenhum tipo de tratamento. Essa é
uma pratica comum entre as pessoas que ainda nao aderiram ao sistema de

distribuicdo de agua oferecido pela SANASA.

Nesta regido, a SANASA capta agua de pocos profundos, adiciona cloro e
abastece o reservatério local e as caixas d’agua residenciais. Em junho de 2011 foram
coletadas amostras de agua subterrdnea de um dos pocos da SANASA, com e sem a
adicao de cloro, além da amostra do poco residencial no bairro Recanto dos Dourados.
O obijetivo foi verificar se havia diferencas significativas entre as amostras e inferir sobre

a qualidade dos poc¢os daquela regiao.

Todas as amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar de 1L de
capacidade. Antes da coleta, todos os frascos foram ambientados com a propria 4gua a
ser coletada. Apds a coleta, os frascos contendo as amostras foram selados com papel
aluminio, tampados e acondicionados em caixa de isopor para transporte. Durante todo
o periodo de amostragem foram utilizadas luvas nitrilicas limpas para evitar a
contaminagdo das amostras. No laboratério as amostras foram preservadas a 4 °C, em
refrigerador, sem adicdo de conservantes até a realizagcdo dos procedimentos de
extracdo dos compostos-alvos que ndo demorou mais que 24 horas do momento da

amostragem.
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METODO ANALITICO

Devido aos baixos niveis dos compostos-alvos freqlientemente encontrados em
matrizes ambientais, alguns procedimentos foram adotados para reduzir a
contaminacgao originada durante as etapas de amostragem, preservacao e tratamento
da amostra. Desta forma, foram empregados procedimentos fundamentados no uso de
técnicas limpas em todas as etapas envolvidas na realizacdo deste trabalho. Os
materiais e a vidraria foram lavados com agua corrente, detergente e escova. Em
seguida, foram enxaguados com Aagua tratada, destilada e agua ultrapura (Milli-Q,
Millipore), e finalmente submetidos a limpeza final com alcool e acetona. A vidraria ndo-
volumétricas, tais como frascos de coleta, entre outros, foram transferidas para
secagem em mufla a 400 °C por 4 h como forma de eliminar residuos organicos. Toda a
vidraria volumétrica foi deixada por, 48 h em solucéao de Extran 10 % (v:v). Durante todo
0 processo de limpeza, a vidraria foi colocada sobre folhas de papel aluminio.

Apoés a coleta os analitos foram extraidos de 1L de amostra por SPE, e os extratos
foram analisados quimica e biologicamente. Apds a eluicdo dos analitos da fase
extratora, o solvente foi seco em nitrogénio, o residuo foi ressuspenso em uma solucao
de composicao semelhante a fase mével inicial: H,O:MeOH 70:30 (v/v) e o extrato foi
analisado por LC-MS/MS. Apés a analise quimica, o mesmo extrato foi seco
novamente, o residuo ressuspenso em solucdo de DMSO 1 % e o extrato foi analisado
por BLYES. Entre um procedimento e outro, os extratos foram mantidos sob
refrigeracao (T < 4° C).

Em algumas campanhas, os compostos deuterados, estradiol-D3 e o
bisfenol A-D16, foram utilizados como padrao interno. Estes foram adicionados no
extrato da amostra em concentragdes equivalentes a 25 pg L™, o que gerou um sinal
semelhante aos padrdes de concentragdes de 10 ng L' nas amostras. No entanto, o
uso de compostos deuterados como padréo interno ndo pode ser realizado em todas as
campanhas, pois a adicdo dos compostos deuterados apesar de melhorar as analises
quimicas, comprometia as analises biol6gicas mascarando os resultados obtidos.
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PREPARO DE AMOSTRAS: EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Todos os compostos foram extraidos das amostras empregando-se a técnica de
extracao em fase-sélida. Antes da extracao, amostras de agua bruta foram filtradas em
membranas de microfibra de vidro (Millipore) e em seguida em membranas de acetato
de celulose de 0,45 pm de porosidade (Sartorious) para separar a fragao
operacionalmente definida como dissolvida. Apés a filtracao, foi extraido 1 L de amostra
de agua superficial. As amostras de agua subterrdnea foram extraidas sem a etapa

prévia de filtragao.

Para as aguas tratadas, dois parametros do preparo de amostras foram avaliados
com detalhes: (i) volume de amostra extraida (1L, 2L ou 4L) e; (ii) necessidade de
filtracdo das amostras em membranas de acetato de celulose de 0,45 um de

porosidade.

Em estudos preliminares, 4 L de amostra de agua tratada foram extraida sem a
etapa prévia de filtracdo (Jardim et al., 2011). No entanto, o tempo de extracdo de
aproximadamente 24 horas foi considerado longo e, em alguns casos houve a
saturagao do cartucho OASIS. A vantagem de se usar um volume grande de amostra
esta na obtencdo de um extrato mais concentrado dos analitos de interesse o que
favorece uma diminui¢cdo nos limites de quantificagcao (LQ) do método. Por outro lado, o
conhecimento da capacidade dos cartuchos evita perdas por meio da saturagdo da fase

extratora.

A fim de otimizar esta etapa do tratamento da amostra, trés volumes de carga
foram avaliados (1, 2 e 4 L) bem como, a necessidade de filtracdo. Para isso, foram
coletados 16 L de amostra de agua tratada (P3, Mansbes Santo Anténio) que foram
separadas em quatro aliquotas de 1 L, duas de 2 L e duas aliquotas de 4 L. Para cada
volume foi feito a extragcdo com e sem a etapa de filtragdo. Em volumes de 1 L foi feito
também uma amostra com adicdo dos 16 compostos na concentragdo de 10 ng L™
(amostras fortificadas), sendo uma filtrada e a outra ndo. A Tabela 7 resume o

procedimento desse ensaio.
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Tabela 7: Resumo do ensaio de otimizagdo do preparo de amostras. Volumes de
amostras em dois diferentes tipos de pré tratamento: com e sem a etapa de filtragéo.

Etapas do tratamento da amostra antes da extracao por SPE

Filtracdo em membrana Sem etapa de filtracao
4 litros 4 litros
2 litros 2 litros
1 litro 1 litro
1 litro + fortificagc&o 1 litro + fortificagc&o

A extracdo foi realizada a vacuo empregando-se cartuchos Oasis HLB
(Hydrophilic-lipophilic-balance) (Waters) contendo 500 mg de fase soélida condicionados
com 5 mL de acetonitrila, 5 mL de metanol e 5 mL de agua ultrapura.

A escolha deste cartucho se deu devido a sua capacidade de reter compostos
lipofilicos e hidrofilicos simultaneamente. Este sorvente € um copolimero com tamanho
de poro de 80 A e tamanho de particula de 30 um contendo dois compostos, um
polimero lipofilico, de divinilbenzeno, e um polimero hidrofilico, de n-vinilpirrolidina. O
mondmero lipofilico promove um mecanismo tipo fase reversa para a retencao dos
analitos por meio de interagcdes hidrofébicas, enquanto que o polimero hidrofilico tras
propriedades umectantes a fase extratora proporcionando a retengdo de compostos
polares por interacdes fortes como as ligagdes de hidrogénio.

A extracdo dos analitos foi feita utilizando um sistema in line similar ao adotado
pela American Society for Testing and Materials Standards (ASTM, 2006), desenvolvido
no LQA por Sodré et al. (2010), para processar volumes elevados de amostra de
maneira rapida, continua e sem riscos de contaminacdo. Para isso, no sistema foi

utilizado apenas tarugos de politetrafluoretileno (Teflon) e conexdes de latdo e ago inox.
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7

Na Figura 11 € mostrado um esquema representativo do sistema de extragao
utilizado neste trabalho. As pecas de PTFE contém conexdes para a afixacdo dos
cartuchos de extracdo e furos para a passagem de hastes de fixacdo. Os conjuntos
foram montados com o auxilio de hastes, porcas e arruelas. Na extremidade de cada
conjunto existem orificios para o encaixe de roscas NPT (“National Pipe Thread’, norma
americana para tubos e conexdes rosqueaveis). Nestes orificios sdo encaixados
adaptadores de latdo para afixar o conjunto de extragcdo em linha ao restante do
sistema de extracao.
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Figura 11: Sistema para extracdo em fase sélida. A esquerda em detalhes, o
sistema de vacuo e, a direita, detalhes da afixagdo dos cartuchos (Sodré et al., 2010).
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A extracao foi realizada por meio da passagem da amostra pelo cartucho em um
sistema fechado e sob vacuo. O vacuo foi criado com o auxilio de uma bomba
centrifuga de 2 CV que bombeia agua para o interior de um injetor Venturi. A agua
empregada para a criagdo do vacuo foi acondicionada em uma caixa plastica de 18 L
de capacidade onde foi recirculada. A parte central do injetor Venturi, mostrado na
Figura 11, foi ligado a uma bombona de plastico reforcado para vacuo (Nalgene) com
capacidade para armazenar até 20 L de agua. A tampa da bombona foi confeccionada
em Nylon e possui orificios para conectar até quatro conjuntos individuais de extracao
formados por uma série de pecas e conexdes que interligam um garrafdao, contendo a
amostra, ao conjunto SPE e a bombona de vacuo. A Figura 12 mostra as fotos do
sistema de extragdo em operagao.

Apbs a extracdo, a eluicdo dos compostos foi feita a 5 mL min™ em um manifold a
vacuo de 12 portas (PrepSep - Fisher Scientific) por meio da adicdo de 5 mL de
metanol e 5 mL de acetonitrila em cada cartucho de extracdo. Cada eluato foi recolhido
em tubo de ensaio com tampa de PTFE. O volume de cada extrato foi reduzido sob
fluxo brando de Nz (White Martins) até cerca de 1 mL. O material restante foi
transferido, quantitativamente, para frasco de 2 mL de capacidade munido de tampa
com septo (Agilent). O eluato restante foi seco sob N2 e o volume final foi ajustado para
400 pL por meio da adicdo da solugado de composicdo semelhante a fase movel inicial:
H,O:MeOH 70:30 (v/v) contendo 0,01 % de NH4", promovendo assim, uma
concentragédo de 2.500 vezes dos analitos no extrato. Os extratos foram protegidos com
papel aluminio, identificados e acondicionados em geladeira (< 4 °C ) até a analise, que
ndo demorou mais que uma semana depois da extracdo. Periodo em que né&o foi

verificado alteragdes nos extratos das amostras.
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Figura 12: Fotografias do sistema de extracdo (a), conjuntos individuais de
extracao (b), mdédulo contendo o cartucho de extragdo (c). 1: grade de seguranca, 2:
frasco de 1 L, 3: suporte para frascos, 4: conjunto de extracéo, 5: estante, 6: tampa de
nylon, 7: bombona, 8: bomba centrifuga, 9: injetor Venturi, 10: Caixa plastica, 11: tubo
de PTFE, 12: garrafao de 4 L, 13: tampa em PTFE, 14: valvula-esfera, 15: mddulo
contendo o cartucho de extracdo, 16: mangueiras de PTFE, 17: adaptador em latdo, 18:
tampa, 19: peca em PTFE, 20: cartucho de extracdo, 21: haste rosqueada, 22: peca em
PTFE.

64



Tese de Doutorado — Cassiana C. M. Raimundo

QUANTIFICACAO DOS ANALITOS: LC-MS/MS

A determinacdo dos contaminantes emergentes foi realizada por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem com analisador de massas
triplo quadrupolo (QqQ) empregando-se ionizacdo por eletronebulizacao (ESI, do
inglés, electrospray ionization) (LC-ESI-MS/MS). Foi utilizado um cromatdgrafo Agilent
modelo 1200, equipado com bomba binaria, injetor automatico e compartimento de
coluna termostatizado. A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna
Zorbax SB-C18 (30 x 2,1 mm e tamanho de particula de 3,5 um) a 25 °C. A fase movel
foi constituida de agua ultrapura e metanol, previamente filirados em membranas com
0,2 um de porosidade, contendo 0,01 % (v/v) de NH4*, um aditivo a formacao de ions. A
composicao do gradiente, em funcado da concentracdo de metanol, foi a seguinte: inicio
com 30 % e aumento para 100 % em 6 min, composi¢cao que foi mantida por 4 min.
Entre cada corrida cromatografica o sistema restabeleceu as condicdes iniciais e de
condicionamento da coluna em 6 min. O tempo total de cada corrida cromatogréfica foi
de 16 min, a uma vazdo de 0,3 mL min”, incluindo-se o tempo destinado ao

condicionamento da coluna.

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos foram realizadas por
espectrometria de massas em um equipamento Agilent com triplo quadrupolo (modelo
6410B) equipado com bomba de vacuo auxiliar operando na célula de colisdo (Hot
Box). Os analitos foram ionizados em uma fonte de eletronebulizacdo nos modos
positivo e negativo. Nitrogénio ultrapuro foi utilizado na célula de colisdo e como gas de
secagem a uma vazdo de 10 L min™ (350 °C). A pressdo do nebulizador foi fixada em
35 psi e a voltagem na interface entre o espectrdmetro e a fonte de ionizagéo foi fixada
em * 4000 V. A quantificagdo foi realizada no modo MRM (do inglés, Multiple Reaction
Monitoring) no qual cada sistema precursor-produto é especifico para cada composto.

Solugdes estoque (400 mg L") dos compostos foram preparadas em metanol a
partir da medigéo exata da massa dos padrbes e armazenadas em refrigerador (< 4 °C).

Solugdes de trabalho, obtidas por meio da diluicdo das solugcbes estoque, foram

65



Contaminantes emergentes em dgua tratada e seus mananciais: sazonalidade, remogéo e atividade estrogénica.

preparadas em metanol e armazenadas em refrigerador por, no maximo, 2 semanas.

Durante este periodo nao foram verificadas alteragdes nos padrdes preparados.

A quantificagdo dos compostos foi realizada por meio da construcdo de curvas
analiticas contendo entre 6 e 10 pontos, onde cada ponto foi preparado pela extracao
de 1 L de agua ultrapura contendo concentragdes dos 16 compostos que variaram entre
0,5 e 120 ng L. Desta forma, perdas durante a etapa de extracdo foram assimiladas na
quantificacdo dos analitos. No entanto, nao foi possivel preparar uma curva para cada
tipo de matriz, devido ao alto custo do material e a logistica de trabalho, por isso, optou-

se pelo preparo da curva em agua ultrapura.

As curvas analiticas foram construidas em cada campanha amostral, juntamente
com um branco contendo apenas agua ultrapura. Além disso, em cada campanha
amostral, uma amostra de agua tratada e uma de agua bruta dos dois mananciais
foram utilizadas como controle positivo, nas quais foram adicionados os 16 compostos

investigados em concentracdo igual a 10 ng L™ antes da etapa de extracéo.

Uma curva construida pela injecao direta das solugdes padrdo em metanol
também foi obtida em cada campanha e empregada como controle.
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ATIVIDADE ESTROGENICA: ENSAIO BLYES

O bioensaio utilizado foi desenvolvido por Sanseverino et al. (2005) o qual se
baseia no emprego de Saccharomyces cerevisiae recombinante, que contém o receptor
de estrégeno humano (hER) e emite luz quando em contato com compostos
estrogénicos.

Os bioensaios foram realizados na CETESB (parceria com o Projeto Tematico
FAPESP 07/58449-2) utilizando um luminédmetro Victor X3 contendo um dispensador de

reagentes Flex Drop Plus, ambos da Perkin Elmer.

Para o ensaio de atividade estrogénica, os mesmos extratos das amostras usados
para a determinagao quimica foram secos sob fluxo de N2 e, posteriormente, os analitos
foram redissolvidos em solug¢é@o de dimetilsulfoxido (DMSO) 1 %.

O meio minimo para o ensaio de YES (YMM) foi preparado pela adicao dos itens
listados na Tabela 8, com excecado dos aminoacidos, em 1 L de agua ultrapura, seguido
de autoclavagem a 121 °C por 10 min. Finalmente foram adicionadas as solucdes de
aminoacidos, previamente autoclavadas a 121 °C por 10 min. A solugao de vitamina foi
preparada em 500 mL de &gua ultrapura pela adicdo dos itens também listados na
Tabela 8, sendo posteriormente esterilizada por filtragédo (0,22 ym) e armazenada em

refrigerador.

O preparo de 1 L de meio de crescimento (YMMG) foi feito pela adicao de 854,5
mL de meio minimo, 10 mL de solu¢do de vitamina, 100 mL de solucdo de glicose
20 %, 25 mL de solucdo de &cido aspartico (4 g L"), 8 mL de solugdo de treonina
(24 g L") e 2,5 mL de solucédo de sulfato de cobre (Il) (10 g L'). Em seguida a solugao
foi esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 ym de porosidade. Para o meio
utilizado em placa, adicionou-se 1,3 g de Agar Nobre por litro de solucdo do meio
YMMG. Para os ensaios, 18 diferentes solu¢cdes foram preparadas em placas, com
concentragdes que variaram entre 2,5 10 e 1,0 10° mol L' de E2 e 50 uL de cultura.
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Tabela 8: Compostos empregados no preparo de 1 L do meio minimo (YMM) e de

500 mL de solugao de vitamina para o bioensaio BLYES.

Composto___ Concentragioda — Duantiadede | Mare
Preparo de 1 L de meio minimo (YMM)

KH.PO, - 13,61 ¢ Fisher
(NH4)2SO, - 1,98 g Fisher
KOH (pellets) - 429 Fisher
MgSO, - 0,2g Sigma
solucao de FeSO, 0,8glL" 1mL -

L- Histidina 10gL” 50 mL Sigma
adenina 5¢gL" 10 mL Sigma
L-arginina 10gL" 2mL Sigma
L-metionina 10gL" 2mL Sigma
L-tirosina 10gL" 3mL Sigma
L-isoleucina 10gL" 3mL Fisher
L-fenilalanina 10gL" 2mL Sigma
L-acido glutamico 50g L’ 2mL Sigma
L-valina 30gL" 5mL Sigma
L-serina 375gL" 10 mL Sigma
Preparo de 500 mL da solucao de vitamina

tiamina 20 mg Sigma
piridoxina 20 mg Sigma
acido Pantotenico 20 mg Sigma
inositol 100 mg Fisher
biotina 0,02gL" 50 mL -

Para o cultivo, as linhagens de Saccharomyces cerevisiae BLYES e BLYR
(obtidas a partir de culturas congeladas) foram colocadas para crescer em um
erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de meio minimo. A solu¢do foi mantida sob
agitacdo em shaker a 250 rpm, por cerca de 22 h a 30 °C, até atingir densidade ética
em 600 nm (DOgyp) de 1. Culturas estoque foram preparadas em ampolas de
congelamento de 2 mL adicionando-se 50 % de solucdo de glicerol 40 % e

armazenando-as em freezer a -70 °C.
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Conforme protocolo descrito por Sanseverino et al. (2005), no dia anterior ao
ensaio, as linhagens foram descongeladas e rapidamente transferidas para um frasco
contendo 30 mL de YMMG. As culturas foram agitadas a 200 rpm e 28 °C por
aproximadamente 20 horas, até atingir DOgoo~1. Em seguida, as culturas foram diluidas
em volumes apropriados de meio de crescimento para se obter uma solugao final com
DOesoo igual a 4. Finalmente, 50 pL das culturas foram transferidos para os orificios das

micro-placas com auxilio de uma micropipeta.

O controle positivo dos bioensaios foi realizado utilizando-se solugdes de
17B-estradiol em concentracdes que variaram entre 2,5 10 e 1 10® mol L. Para os
compostos puros, foram empregadas solucdes padrao de concentracbes que variavam
de 10" a 10° mol L. Para os extratos, foram feitas 9 diluicées seriadas partindo de
uma solucdo 100 vezes concentrada das amostras. Foram dosados 100 uL de amostra
por poco em microplaca de 96 pocos, assim como 100 yL dos controles negativos
(DMSO 1 %) e positivo (E2), conforme Figura 13. Todos os ensaios foram realizados
com uma placa contendo a linhagem BLYES (responsiva a estrégeno) e outra placa
com a linhagem BLYR (controle de toxicidade). As placas foram entdo agitadas em
vortex por 20 s e entdo incubadas a 30 °C. Foi realizada medida de luminescéncia das

microplacas em luminémetro apoés 2, 3 e 4 h de incubagéo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al _ _ |\/\F\/\/\f\ﬁ\ﬁ\©
Padrao de 17B-estradiol l/ Y AY YA YA
Bl Padréo de 17B-estradiol B—@——@ (I Branco (DMSO) D (I Branco D
o Lo Jor- - -6-0-0-6) [ 12

Dlil[@ N 7N 7N N N O N
Amostra 2 NI A A A N
& [~ (5O
FLaens -0~ =)
CN 7N 7N /N N N
&[_mosmss kA
[ JO- OO0

Figura 13. Mapa da microplaca indicando a distribuicdo dos controles, amostras e
padrao de E2 no ensaio BLYES.
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A cada dia de ensaio foi escolhido o melhor tempo de incubacédo, cujos dados
foram utilizados. O tempo de incubacao escolhido foi aquele onde foi observado maior
aumento da luminescéncia no controle positivo, o0 que em geral ocorreu com 3 h de

incubacéo.

O critério de positividade para as amostras em termos de atividade estrogénica
significativa foi a média da resposta do controle negativo, contendo cultura de leveduras
com solugdo de solvente DMSO 1 %, mais trés vezes o desvio padréo (n = 6). A
concentragcao efetiva 50 % (CEsp) dos compostos foi calculada avaliando-se o ponto
médio da porcao linear da curva dose resposta, considerando a resposta minima dos
controles negativos (Sanseverino et al., 2009). O limite de deteccao (LD) adotado para
o método foi a concentracdo de E2 capaz de provocar efeito igual ao critério de
positividade. As leituras de luminescéncia obtidas com a linhagem BLYES foram
corrigidas no caso de existir toxicidade com a linhagem BLYR, desde que a toxicidade
desta ndo fosse maior que 1,5 (razdo entre a luminescéncia de background e a
luminescéncia da amostra). Para estes casos, as medidas foram repetidas em

concentracdes menores ou desconsideradas.

Foram testadas diferentes diluicdes de padrdes e amostras ambientais, sendo os
valores de concentragdes expressos em termos de porcentagem da resposta maxima
obtida para o controle positivo E2 pela concentracdo em ng L. Para as amostras
ambientais esta relacdo foi corrigida pelo seu fator de concentragdo (100 vezes). As
curvas dose e resposta foram construidas com dados de medida de luminescéncia
obtidas para diferentes diluicdes das amostras, sendo normalizadas em termos de
porcentagem de resposta maxima de E2.

Para calcular as concentracfes dos compostos de interesse em torno da metade
da resposta maxima do controle positivo (CEso) foram avaliadas a equivaléncia das
respostas obtidas para cada composto e a resposta obtida para E2, de acordo com a
porcdo linear das curvas dose e resposta para a linhagem BLYES. As poténcias
relativas (Toxic Equivalent Coeficient — TEQ) indicam a relagdo de poténcia entre um
composto puro e o controle positivo E2, e sdo avaliadas através da relagdo da CEsg de
E2 (ECs0E2) com os valores de CEsg para cada composto de acordo com a expressao:
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TEQ =

CEsoE2/CEs.

Para medir as concentragcdes equivalentes a 17B-estradiol em cada amostra

(ngE2equiv. L), as respostas consideradas positivas para diferentes diluiges do extrato

foram expressos em termos das concentracées de E2 que resultaram em respostas

equivalentes, isto é, as concentracbes de controle positivo que geram as mesmas

respostas que as observadas para as amostras. A avaliacdo das amostras e padroes

analiticos por bioensaios podem classifica-las como estrogénicas, tdéxicas ou ainda

estrogénicas e toxicas. A partir dos resultados obtidos com as linhagens responsivas a

estrogenos e linhagens de controle de toxicidade € possivel concluir sobre a toxicidade

e atividade hormonal. O fluxograma ilustrado na Figura 14 apresenta as etapas para se

classificar uma amostra quanto a toxicidade e atividade estrogénica.
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-
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Figura 14: Fluxograma das etapas seguidas na tomada de decisdao para
se compostos ou amostras ambientais s&o estrogénicos, toxicos,
estrogénicos e toxicos, ou ainda, nao estrogénicos e nao toxicos.

determinar
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O potencial estrogénico das amostras ambientais foi calculado a partir das
substancias detectadas por meio das analises quimicas, para normalizacdo dos
resultados e comparacdo. Neste caso, a contribuicdo de diferentes compostos
presentes € expressa de acordo com a expressao: > equivalentes E2 = Y TEQ x C.,
sendo a somatéria do produto entre as poténcias relativas (TEQ) de cada composto
detectado pela concentracdo encontrada na amostra (Murk et al., 2002; Salste et al.,
2007).

Além disso, foi avaliada a influencia da etapa de extracado na atividade estrogénica
dos principais compostos E1, E2, E3, EE2 e BPA e ATZ. Embora a atrazina nao
responda a este bioensaio, a presenca dela nesta avaliacao teve como objetivo verificar
se haveria efeitos antagbnicos ou sinérgicos que pudessem ser atribuidos a presenca
deste contaminante no meio. Para tal, foram extraidos (i) cada um dos seis compostos
(10 ng L") individualmente em 1 L de agua ultrapura; (i) MIX6 contendo os seis
compostos na mesma concentracdo e; (ii) MIX5 contendo apenas E1, E2, E3, EE2 e
BPA (10 ng L") sem a atrazina.

Das 13 campanhas amostrais realizadas neste trabalho, amostras de agua tratada
de 8 campanhas foram analisadas pelo bioensaio BLYES para a avaliacao da atividade
estrogéncia, assim como a maioria das amostras de agua bruta, todas as amostras de
agua subterranea, os brancos, bem como uma curva analitica extraida, e as amostras

coletadas nas estagdes de tratamento de agua.
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSOES

Rio Atibaia, janeiro de 2011.

Os resultados deste trabalho de tese consistiram-se (i) na obtencao de um método
analitico para a determinagdo dos 16 compostos abordados empregando
LC-ESI-MS/MS, (ii) na otimizagdo do preparo de amostras utilizando SPE e, (iii) na
avaliacdo da qualidade de aguas bruta e tratada do municipio de Campinas.

Foram estudados um perfil sazonal de contaminagdo da agua tratada e seus
mananciais, obtido entre 2010 e 2011; um perfil diuturno e um semanal; a influéncia do
aporte do ribeirdo Pinheiros na qualidade da agua do rio Atibaia; a atividade estrogénica
das amostras; a eficiéncia de uma estagdo de tratamento de agua convencional; a
eficiéncia de remocédo dos compostos pelas ETA de Campinas, e a qualidade da agua
subterrdnea usada para abastecimento publico em alguns bairros da cidade.
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METODO PARA LC-MS/MS

Para se obter um diagnéstico da presenca dos contaminantes emergentes nos
corpos aquaticos do mundo todo, as ferramentas analiticas foram se aperfeicoando, e
hoje é possivel detectar concentragbes de poucos picogramas por litro dos compostos
em amostras ambientais complexas. O desenvolvimento das fontes de ionizacao,
principalmente a eletronebulizacdo (ESI) e a ionizacdo quimica a pressao atmosférica
(APCI), permitiu que a espectrometria de massas fosse acoplada ao cromatografo
liquido e, com isso, houve um grande avanco na determinagdo de contaminantes
organicos. A extragao em fase sélida, usada como preparo de amostras propiciou ainda
a quantificacao dos analitos nos niveis de tracos.

Durante uma medida por LC-ESI-MS/MS(QqQ), a formagéo de ions esta
condicionada a utilizacdo de um aditivo junto a fase movel, normalmente uma base
fraca, um acido fraco ou uma solucao tampao. Desta maneira, a ionizagdo dos analitos
¢ favorecida promovendo a obtencao de espectros de massa altamente informativos,
uma vez que estes baseiam-se na contagem de ions. Neste trabalho, dois tipos de
aditivos, acido férmico (HCOQO") e ions aménio (NH4"), foram testados para a formagéao

de massas com cargas positiva e negativa, respectivamente.

Na Figura 15 estdo mostrados os cromatogramas para o bisfenol A (100 pg L™
obtidos nos modos de ionizag&o positivo e negativo e formados pela somatéria dos ions
gerados empregando-se os dois diferentes aditivos de fase mével. E possivel observar
que a utilizacdo de ambos os aditivos promoveu o aparecimento de ions. Entretanto,
existem duas diferengas essenciais entre os picos atribuidos ao BPA. A primeira é a
maior intensidade do pico atribuido a ionizagao positiva, como consequéncia da maior
quantidade de ions positivos formados, conforme € mostrado no espectro de massas. A
segunda diferenca esta diretamente associada a quantidade elevada de ions formados

no modo positivo de ionizagdo o que promove uma diminuicdo da relagéo sinal/ruido.
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Figura 15: Cromatogramas obtidos para o bisfenol A (100 pg L) no modo SCAN
empregando-se ionizacao por eletronebulizacdo nos modos negativo (A) e positivo (B).
Espectros de massa séo relativos ao pico cromatografico do BPA.

Na espectrometria de massas € comum a formagao de ions protonados ([M+H]")
ou desprotonados ([M-H]) para um determinado composto. No caso do BPA, que
possui massa de 228 g mol™', é esperada a presenca de fons com relagdo massa/carga
(m/z) de 229 durante a ionizacao positiva e com m/z de 227 para a ionizagao negativa.
Observa-se nos espectros de massas da Figura 15 que apenas o ion com m/z 227 foi
formado no modo negativo apresentando uma linha de base bastante definida, uma vez
que o Unico ion atribuido a este composto € formado pela espécie desprotonada. O
espectro de massas obtido no modo positivo ndo apresentou o ion protonado (m/z 229)
dentre os ions mais intensos. Na verdade, € possivel observar ions com m/z superiores
a 229 evidenciando a formagao de adutos. Por exemplo, o ion com m/z 251 € atribuido
ao [M+Na]", enquanto que os ions 256 e 272 podem surgir a partir dos adutos [M+CQO]"
e [M+CO;]", respectivamente. O ion mais intenso é formado por [M-CgHsOH]* com m/z
de 135.

A formacao de adutos, principalmente com ions sédio, também ocorreu com
outros compostos investigados neste trabalho, principalmente os estrogenos e os
xenoestrogénios, com excecgao da atrazina. Para a PROG, TTN, MEE, NGT, ATZ e CAF
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a ionizacdo positiva forneceu ions protonados mais intensos. No entanto, para a
determinacao simultanea, o aditivo empregado na fase mével para todas as medidas foi
o NH4*, o qual forneceu melhor ionizacdo para a maioria dos compostos. Além disso,
alguns deles, como a atrazina e a fenolftaleina foram incorporados ao método
posteriormente e, entdo, os parametros do método foram apenas avaliados com relacéao
aos novos compostos para verificacdo da possibilidade de inseri-los na analise
simultanea dos demais contaminantes. Os ions precursores para cada composto
estudado neste trabalho, ou seja, aqueles ions que apresentam as maiores
intensidades nos espectros de massas dos compostos estdo mostrados na Tabela 9.

No LC-MS/MS os ions formados sao guiados no interior do equipamento por meio
de um campo elétrico formado em um octapolo posicionado ortogonalmente a fonte de
ionizacdo. Em seguida, os ions passam por uma segunda fonte de potencial RF
utilizada para a transmissao de ions de elevada massa. Nos equipamentos da Agilent,
ha nesta segunda fonte, uma energia acessoéria denominada “fragmentor’ a qual é
aplicada para otimizar a transmissdo e a fragmentacdo dos compostos. Em geral,
quanto maior for o fragmentor maior também sera a fragmentacao. Por outro lado, os
compostos que ndo sao prontamente fragmentados sao transmitidos de maneira mais
eficiente sob valores elevados de fragmentor. Por este motivo, a energia de fragmentor
ideal para um composto depende da avaliagdo de diferentes potenciais aplicados. Os
valores de fragmentor para os compostos investigados estdo mostrados na Tabela 9.

Apos obter a energia do fragmentor, foram realizadas algumas injegcdes visando a
obtencdo dos parametros de um método empregando-se o modo MRM (Multiple
Reaction Monitoring) (Figura 16). Resumidamente, o modo MRM visa a obtengédo de um
ou mais sistemas precursor-produto especificos para cada composto. Baseia-se no
monitoramento de fons no modo SIM (Selected fon Monitoring) em cada um dos dois
quadrupolos (Q1 e Q2). Neste método, o ion precursor de cada composto é monitorado
seletivamente em Q1 e, em seguida, sofre fragmentacao na célula de colisao (q). Nesta
célula, os ions precursores sofrem colisdes com moléculas de N2 sob a aplicagédo de um
potencial. Este potencial aplicado, denominado energia de colisdo (EC), favorece a
fragmentagdo do ion precursor e consequentemente a formagdo de ions produto. Os
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ions formados na célula de colisdo sdo entdo monitorados seletivamente em Q2. Cada
sistema precursor-produto, formado sob uma energia de colisdo unica, é empregado
para quantificacdo dos compostos-alvo. A confirmacdo dos compostos € obtida por
meio do monitoramento de outras transicbes caracteristicas do sistema precursor-
produto, levando a formacdo de, no minimo, trés pontos de identificacdo, o que
preenche o0s requerimentos necessarios a identificacdo e confirmacdo de
contaminantes ambientais segundo, por exemplo, as definicbes da Comunidade
Européia (2002/657/EC).

Q1 Hexapolo q Quadrupolo Q2 Hexapolo

1 1 , - . P
Guia RF (Octapolo) Monitoramento do ion Colisao Monitoramento do ion
Fragmentor PI‘ECUI’SOI‘ (SIM) (Nz + E) Pl‘OdUtO (SIM)

Figura 16: llustragdo de um espectrémetro de massas com triplo quadrupolo e o
desenvolvimento de um método no modo MRM (Fonte: Agilent Technologies).

Na Figura 17 estdo mostrados os espectros de massa obtidos para a estrona (E1)
no modo de varredura (SCAN) em Q2. Estes espectros, obtidos sob diferentes energias
de colisdo, servem como parametro para a escolha dos fons produto de E1. E possivel
observar que, sob uma energia de colisdo de 30 V, tem-se um sinal intenso em m/z
1449 atribuido a forma [M-CgH120], comum em experimentos realizados por ESI(NI)
(Gentili et al., 2002). Outros picos intensos e caracteristicos sao observados em m/z
182,9 (85 V), 252,9 (25 V) e 143,0 (40 V). Considerando-se as intensidades dos picos
mostrados nos espectros de massa da Figura 17, foi possivel selecionar trés sistemas
precursor produto para a determinacdo de estrona por MRM. Neste caso, o sistema
contendo o ion produto de maior intensidade, ou seja, 269,0—~>144,9 a 30 V foi utilizado
para a quantificacdo de E1, enquanto que os sistemas 269,0>143,0 a 40 V e

269,0—»182,9 a 35 V, foram utilizados para confirmar a presenca da estrona.
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Figura 17: Espectros de massa obtidos para a estrona a partir da aplicagéo de
diferentes energias de colisédo sobre ion precursor [M-H] (marcado com um circulo).

Todos os 16 compostos investigados foram submetidos a escolha de ions produto
apropriados a quantificagéo e confirmagéo, estes estdo descritos na Tabela 9.

Considerando que a quantificacdo dos compostos foi realizada no modo MRM, no
qual cada sistema precursor-produto € especifico de um composto apenas, a
separacdo cromatografica pbéde, até certo ponto, ser conduzida em um tempo mais
curto sem que houvesse separagcdao completa dos analitos. Assim, cada andlise
cromatografica foi realizada em 16 min. Na Figura 18 estdo mostrados um
cromatograma tipico no modo TIC da determinacédo dos 16 compostos investigados em
uma solugdo padrio em metanol contendo 100 pg L' de cada composto e os
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cromatogramas individuais obtidos por MBRM empregando as transicées precursor-

produto especificas para cada um dos compostos.

Tabela 9: Transicoes precursor-produto e as respectivas energias de colisdo (EC)
selecionadas para o monitoramento de 16 ions empregando o modo MRM.

Composto Polaridadet @9mentor Precursor  Quantificagio  Confirmagdo 1 Confirmagao 2

V) (m'z) miz EC(V) miz EC(V) miz EC(V)
ET ; 100 269,1 1449 30 1430 40 1829 35
E2 - 90 2711 183,0 35 143 40 144,9 30
E3 - 110 2871 170,9 30 143 40 144,9 35
PROG . 130 315,3 1091 15 972 25 792 30
TTN + 130 289,3 97,1 20 791 80 1091 25
EE2 : 100 295,1 1449 30 1430 40 1589 30
MEE + 110 311,2 121,1 20 91,1 30 159,2 50
NGT " 130 313,3 91,2 60 1091 20 : :
DES : 130 2672 2220 30 2374 25 2511 15
TCS : 110 287/289 35,1 5 37,1 5 : :
Phph : 120 3171 93,1 5 1802 20 2722 15
4n-OP i 120 205,0 1060 15 1320 25 : :
4n-NP i 70 219,1 1060 15 1190 35 : :
BPA i 90 2071 1329 25 2109 30 : :
ATZ " 100 216,2 1741 15 1321 15 1039 15
CAF " 110 195,1 138,1 15 1101 20 : :
E2D3 i 100 274,2 1852 45 1453 45 2423 45
BPAD16 i 100 241,3 1422 20 2233 20 969 20

*m/z £ 0,1
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Figura 18: Cromatogramas tipicos: modo TIC da determinacdo dos 16 compostos
investigados em uma solucao padrao em metanol (massa de 1000 pg na coluna); e 0s
cromatogramas individuais obtidos por MRM para cada um dos compostos.
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O cromatograma denominado TIC (Total lon Chromatogram), da Figura 18,
representa a somatéria de todas as transicdes monitoradas por MRM, incluindo os
sistemas precursor-produto empregados para a quantificacdo e confirmacdo dos
compostos. O cromatograma apresenta 8 picos, sendo que o primeiro corresponde
apenas a cafeina. Nos demais picos, pelo menos dois compostos estdo co-eluidos com
tempos de retencdo bastante préximos. Seis deles apresentam tempos de retencao
entre 7,5 e 8,0 min. Entretanto, considerando-se as especificidades das transi¢coes
precursor-produto, foi possivel acessar facilmente e de maneira individual os sinais

cromatograficos referentes a cada um dos compostos.

Apesar da seletividade da técnica, alguns interferentes precisaram ser melhor
explorados para evitar falsos positivos. Isso aconteceu principalmente com o EE2 e o
triclosan. Para o EE2 e o TCS, apéds a etapa de extragao, alguns picos apareceram no
cromatograma apresentando inclusive todas as transi¢cdes especificas do composto. O
que os diferenciou do pico original foram o tempo de retencdo e a proporcdo da
intensidade de cada transicdo precursor-produto. Nas Figuras 19 e 20 estéao
apresentados os cromatogramas de padrdes e amostras referentes ao triclosan e ao
EE2, respectivamente.

Para a TTN, o tempo de retencao foi a principal diferenga entre os picos originais
do composto (tr= 8 min) e um interferente falso positivo (tr= 5,5 min). Para o BPA, a
transicdo de confirmagdo apresentou, em geral, dois picos, um deles com tempo de
retencdo cerca de 1,5 minutos apds o pico referente a transicdo do composto
independente da etapa de extracdo (Figura 18). Para o mestranol duas das trés
transi¢cdes selecionadas apresentaram um pico seguido do pico original do composto
(Figura 18). Além disso, os tempos de retencdo dos compostos na corrida
cromatografica variaram cerca de 1 min entre as campanhas amostrais. Para evitar
erros, as curvas analiticas foram preparadas em cada campanha e injetadas

juntamente com as amostras.
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Figura 20: Cromatogramas referente a determinagédo de EE2 por LC-ESI-MS/MS
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branco extraido.
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CURVA ANALITICA

Ap6s o desenvolvimento do método no modo MRM, foram construidas curvas
analiticas para determinacdo dos compostos considerando algumas figuras de mérito
tais como linearidade, limites de deteccao (LD) e limites de quantificacdo (LQ) de
acordo com Miller e Miller (2005).

O LC-MS/MS possui um injetor automatico capaz de injetar de 0,1 a 40 uL de
amostra, com uma precisao de 0,1 yL. As curvas analiticas no solvente, usadas como
controle, foram construidas com base na variacdo do volume injetado de padrdo no
solvente e, consequentemente, empregando-se a massa de cada composto injetada na
coluna cromatografica como variavel independente. Neste caso, foi possivel obter LQ
entre 0,8 e 21 ng L™, obtido por meio da razdo entre o desvio padrdao da correlagao
linear e o coeficiente angular da reta multiplicados por 10 e, linearidade das curvas
analiticas, expressa por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson (r?), superiores a
0,8. Porém, as curvas analiticas construidas no solvente nao consideram a eficiéncia de
extracdo, nem a presenca de interferentes, e estes dados sao importantes quando se
trabalha com amostras complexas. Nestes casos, geralmente sdo feitos testes de
recuperacado para inferir sobre essas possiveis perdas. A maneira empregada para
considerar as perdas na etapa de extragcdo foi construir curvas com a extragcado de
diferentes aliquotas de 1 litro de agua ultrapura contendo concentragdes dos analitos
que variaram entre 0,5 e 120 ng L. Foram preprarados, no minimo 6 pontos, das
chamadas “amostras branco fortificadas”, de acordo com as normas da Comunidade
Européia, as quais foram analisadas em ftriplicata e os parametros estdo apresentados
na Tabela 10 onde também esta apresentada a correlagédo entre os dois tipos de curvas

analiticas (curva dos padrées no solvente e curva das amostras branco fortificada).

Na Tabela 10 os valores obtidos de LD e LQ encontram-se corrigidos em funcao
do fator de concentracdo de 2500 vezes (de 1 L de amostra para 400 puL no extrato),
empregado para a determinacdo dos contaminantes nas amostras de agua bruta e

tratada.
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Tabela 10: Faixa linear, limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) e linearidade
para a curva das amostras branco fortificadas; LQ para a curva preparada com os
padrées no solvente e coeficiente de correlacao entre as duas curvas obtidos para a
determinacao dos 16 compostos por LC-MS/MS.

Curva das amostras branco fortificadas Curva no Correlagdo
Composto ™ raiya linear LD LQ Linearidade solvente entre as duas

(ngL’)  (ngL”)  (ngL’) () La(ngL”) | ourvas(r)
E1 0,8-10 0,8 2,6 0,9745 1,4 0,9805
E2 1,8-10 1,8 59 0,8841 0,8 0,9873
E3 0,3-60 0,3 0,8 0,9834 2,2 0,9901
PROG 0,8-10 0,8 2,7 0,9828 1,8 0,9805
TTN 0,5-20 0,5 1,7 0,9933 2,8 0,9220
EE2 4,2-80 4,2 13,9 0,9768 5,3 0,9954
MEE 2,6 - 60 2,6 8,8 0,8780 8,2 0,9387
NGT 0,3-40 0,3 0,9 0,9468 4.1 0,8690
DES 1,0 - 40 1,0 3,4 0,8201 1,9 0,7956
TCS 0,2-20 02 0,7 0,9655 47 0,9870
Phph 1,1-60 1,1 3,7 0,9967 1,7 0,9579
BPA 0,5-40 0,5 1,5 0,9226 7,2 0,9651
4n-OP  3,2-40 3,2 10,6 0,9150 29 0,9794
4n-NP  1,5-20 1,5 51 0,8418 2,4 0,9874
ATZ 2,4-40 2,4 7,9 0,8601 3,5 0,9341
CAF 46-120 4,6 15,4 0,8850 21 0,8796

A correlacdo entre a curva no solvente e a curva preparada com as amostras
branco fortificada, expressa pelo (r?), variou entre 0,7956 para o DES e 0,9954 para o
EE2, o que foi considerado adequado nos baixos niveis de concentracdo empregados
neste trabalho, verificando assim a possibilidade de se trabalhar com a construgéo de
curvas analiticas preparadas pela extracdo dos analitos, onde as perdas no processo
de pré-tratamento foram consideradas nos célculos das concentracbes dos

contaminantes nas amostras.

As curvas das amostras branco fortificadas foram construidas para cada
campanha amostral, e empregada na quantificacdo dos contaminantes neste trabalho.
As curvas preparadas com os padrdes em metanol foram construidas periodicamente
sendo estas usadas como controle. Um branco usando agua ultrapura foi extraido em
todas as campanhas para verificar possiveis contaminagdes durante o tratamento das

amostras.

85



Contaminantes emergentes em dgua tratada e seus mananciais: sazonalidade, remogéo e atividade estrogénica.

A curva preparada em agua ultrapura (usada como branco) ndo contemplou o
efeito de matriz que, nas amostras de agua bruta foram caracterizados principalmente
pela matéria organica em suspensao, e nas amostras de agua tratada, pela presenca
do cloro residual. Neste trabalho, o efeito de matriz foi avaliado com as amostras
fortificadas. Em cada campanha uma aliquota de 1 L de amostra de agua tratada e dos
dois mananciais (rios Atibaia e Capivari) foram fortificadas com 10 ng L™ dos 16
contaminantes, extraidas por SPE e analisadas por LC-MS/MS. A Tabela 11 apresenta
a média e a estimativa do desvio padrdao da porcentagem de recuperacao para as
amostras fortificadas.

Tabela 11: Porcentagem de recuperacdao média e estimativa do desvio padrao
para as amostras fortificadas coletadas nas 13 campanhas amostrais (n = 13).

Composto Agua tratada Agua bruta
E1 42 + 37 62 £ 22
Eo 65 20 68 + 12
E3 44 %29 71£17

PROG 52+9 59 + 23
TTN 51+£12 72 £ 30
EE2 79+35 58 + 23
MEE 47 + 32 33 £52
NGT 69 + 20 73+35
DES 47 + 30 29 + 60
TCS 84 £ 12 79 % 26
Phoh 69 + 22 7226
BPA 83 + 22 79+ 30

4n-OP 57 £32 39 +43

4n-NP 53 + 36 35 + 51
ATZ 89 + 22 88 + 32
CAF } -

N&o houve diferengas significativas nas porcentagens de recuperacdo para as
amostras dos dois mananciais por isso, foram inseridos na mesma estimativa
denominada “agua bruta”. De maneira geral, as porcentagens de recuper¢cao media,
variaram entre 42 e 89 % para as amostras de agua tratada e, 33 e 88 % para as

amostras de agua bruta. Para a cafeina, ndo foi possivel calcular a porcentagem de
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recuperagcado, pois as concentracées basais presentes em todas as amostras

excederam em muito os 10 ng L' adicionados.

Para alguns compostos, como os horménios naturais, por exemplo, as
porcentagens de recuperacdao média foram menores para as amostras de agua tratada,
mas para os alquilfendis, os menores valores foram obtidos para as amostras de agua
bruta. Com relacdo ao desvio padrdo, para a maioria dos contaminantes os maiores
desvios foram obtidos para as amostras de agua bruta, o que pode estar relacionado
com a complexidade das amostras e a grande variacao de matriz entre os periodos de

seca e cheia dos rios.

Para os calculos das porcentagens de recuperacao foram consideradas apenas as
amostras em que os contaminantes nao estiveram presentes em concentracdes acima
dos limites de quantificac&o.

As variacoes nos resultados obtidos refletem a dificuldade de quantificagdo desses
contaminantes em concentracées proximas aos limites de deteccdo do método,
considerando sub nanogramas por litro. Efeitos supressivos dos sinais também podem
provocar diminui¢cdes nas concentracoes finais dos compostos quando se trabalha com
matrizes complexas. No entanto, essa limitacdo do método €& aceitavel quando se

trabalha com substancias de diferentes classes e em baixas concentragoes.

Assim como os padrfes, todas as amostras foram analisadas em ftriplicata e, o
teste Q estatistico foi empregado para excluir um resultado atribuido a erros nao

aleatorios.
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AMOSTRAGEM, PERFIL DIUTURNO E SEMANAL

Durante todo o trabalho a amostragem foi do tipo pontual, ou seja, uma aliquota
de 1 L foi coletada em cada ponto, em geral, no mesmo dia e no periodo da manha, e
esta foi usada para representar a qualidade da agua, tratada ou do manancial, naquela
campanha. Uma amostragem do tipo composta foi realizada para verificar se haveria
diferencas significativas no tipo de amostragem realizada para agua tratada. Para isso,
coletaram-se duas amostras pontuais as 9 h da manh& em dois dias consecutivos, e
outra composta do mesmo ponto de agua tratada (P3). Para a amostra composta foram
coletadas aliquotas de 450 mL a cada 3 horas durante o periodo de um dia totalizando
4 L de amostra. A determinacdo da amostra composta foi realizada em duplicata e os

resultados foram comparados com aqueles das amostras pontuais.

Nestas amostras foram determinados atrazina e cafeina. As concentracboes de
atrazina ndo variaram significativamente entre as amostras e estiveram entre 4,8 e 6,7
ng L. A concentracéo de cafeina foi maior na amostra composta (171 ng L), enquanto
que nas duas amostras pontuais as concentracdes foram de 74 e 85 ng L. No entanto
¢ dificil associar o aumento na concentracdo da amostra composta com variagcdées na
qualidade dos mananciais, provocadas pelo aporte de esgoto doméstico e,
consequentemente na qualidade da agua que é servida a populagédo ao longo do dia.
Apesar das coletas terem sido realizadas nos cavaletes externos das residéncias, nao
se pode estimar o tempo de residéncia destas nos reservatorios de distribuicdo, pois
estes sao diferentes e projetados para atender demandas especificas em cada regiao
da cidade. Apesar de amostras compostas serem mais representativas, neste trabalho
optou-se pela amostragem pontual com todas as amostras coletadas no mesmo

periodo do dia, a qual foi considerada satisfatoria para o tipo de estudo realizado.

Para avaliar se haveria diferencgas significativas nas concentragdes dos compostos
investigados nos mananciais ao longo de um dia e de uma semana, foram realizados os
ensaios de perfil diuturno e semanal, respectivamente. As amostras foram coletadas no

rio Atibaia, no final do periodo de estiagem, o que caracteriza um dos piores cenarios
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de contaminagcao devido ao grande aporte de esgoto e a baixa vazao dos rios neste

periodo. Na Tabela 12 estdo apresentadas as concentracées dos compostos nas

amostras coletadas e as respectivas estimativas de desvios padrdes (triplicata). Dos 16

compostos investigados, sete deles foram monitorados pelo ensaio (estrona, estriol,

testosterona, bisfenol A, triclosan, atrazina e cafeina). Na Figura 21 € possivel observar

as variagcbes nas concentragdes dos compostos determinados ao longo de um dia e de

uma semana.

Tabela 12: Concentragdo (ng L") e estimativa do desvio padrio dos 7
contaminantes investigados, determinados nos ensaios de perfil diuturno e semanal no
rio Atibaia. Os demais compostos apresentaram concentragdes abaixo dos limites de

deteccéo.
Concentracao nas amostras (ng/L)
Perfil diuturno E1 E3 TTN BPA TCS ATZ CAF
A1 (13h) 6,1+1,1 33x14 1,2+0,1 11+£1,9 2870 3,8x0,7 4.314+731
A2 (17h) 6522 56+14 1,4+0,1 7532 33142 40+0,8 3.072x132
A3 (21h) 45+1,8 5917 1,3£0,1 54+25 24+51 3,3£0,2 5.650+610
A4 (01h) 34+25 6,127 1,3£0,1 39+2,7 25+75 3,3£05 3.861+£265
A5 (05h) 44+09 5122 1,4 £0,1 73+24 35+8,0 3,8£04 3.968 + 267
A6 (09h) 42 +1,1 49+35 1,5+£0,1 1,8£1,8 34149 3,8£0,8 52911174
A7 (13h) 56+1,7 68%1,6 1,3+£0,2 66+28 20+83 3,1+£1,3 5.028 + 466
Perfil semanal (coletas as 9 h)
terca 48+21 53+1,8 1,2+0,1 55+1,8 32+11 48+12 4.021 £953
quarta 64+13 42116 1,510,1 12,0+£0,7 23x15 43+15 4543 +382
quinta 31+£26 7,1+3,1 1,56+£0,4 10+£0,8 26+£2,0 39+14  3.1583 £+ 996
sexta 52+1,7 5822 1,5+0,1 12+1,7 2825 3,712 4110+ 354
sabado 56+1,5 5721 1,3+0,1 22+0,6 33+£1,7 51+£22 4580216
domingo 5£1,3 44122 1,3+£0,1 9612 30+£20 14+1,4 3.632 + 359
segunda 52+1,4 28+2/1 1,2+0,1 52+1,9 29+22 16 £ 2,4 4537 + 344

Para a analise dos resultados obtidos no perfil

diuturno, o teste estatistico

ANOVA foi aplicado, o que indicou que ndo houve variagées significativas das

concentragbes dos contaminantes nas amostras coletadas ao longo do dia, com

excegdo para a cafeina e o bisfenol A. Os valores de F calculados para cada composto
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se apresentaram inferiores ao F tabelado com grau de confianca de 95 % (8,94 para

conjuntos de sete amostras analisadas em triplicata).
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Figura 21: Concentracbes em escala logaritimica dos sete compostos
determinados pelos perfis diuturno (esquerda) e semanal (direita) realizados no rio
Atibaia ao lado da estacao de captacao de agua da SANASA em setembro de 2010.

Para o perfil semanal, o teste ANOVA apontou diferencas entre as médias das
amostras coletadas ao longo da semana, com excecdo da TTN. No entanto, essas
diferencas foram consideradas pequenas para a maioria dos compostos. Para o BPA,
observou-se um aumento na concentragdo obtida no sabado de quase duas vezes.
Para a atrazina, os maiores valores foram determinados no domingo e na segunda
feira.

A cafeina, utilizada como um tragador de contaminagéo antrépica, foi determinada
em todas as amostras analisadas neste trabalho. Durante o ensaio diuturno, observou-
se uma diminuicdo na sua concentracdo no periodo noturno e, durante a semana, as
concentragdes variaram significativamente (entre 3,1 e 4,6 pug L"), porém ndo houve
uma tendéncia na variacdo deste composto, o que pode indicar um aporte constante de
esgoto neste corpo d’agua.

O perfil diuturno também indicou que a amostragem pontual, empregada nesse
trabalho, ndo afetaria a resposta obtida. Ainda assim, todas as amostras foram
coletadas no periodo da manha, entre 9 e 12 horas.
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PREPARO DE AMOSTRAS

O pré tratamento das amostras consistiu basicamente na filtragdo em membranas
(0,45 um) e extracado dos analitos por SPE. Os cartuchos OASIS HLB (500 mg, 6 mL)
empregados como fase extratora possui capacidade para extracao de 1 L de amostra.
No entanto, volumes maiores podem ser extraidos dependendo das caracteristicas da

matriz.

Para agua superficial, a etapa de filtracdo foi fundamental devido a grande
quantidade de material particulado presente na amostra, principalmente nos periodos
de cheia dos mananciais. Nesta época, a alta vazdo dos rios, aliada a fortes chuvas,
provocam muitas zonas de mistura entre a coluna d’agua e o sedimento e, além disso,
ha um aumento da lixiviagdo dos solos, intensificada em regides onde a mata ciliar ja
esta degradada. Em algumas campanhas no periodo de cheia, amostras do rio Capivari
precisaram ser filtradas, primeiramente em filtros de papel antes de serem filtradas em
membranas de fibra de vidro e acetato de celulose. A decantacdo também foi um dos
procedimentos empregados para minimizar as dificuldades de filtragdo em algumas

amostras.

Para agua tratada, o preparo de amostras foi otimizado quanto ao volume de
extracdo e a necessidade de filtragcdo. Na Figura 22 estdo mostradas as concentracoes
de cafeina (ng L) para os diferentes volumes de amostra. Os resultados a esquerda,
referem as amostras extraidas sem a etapa de filtragdo e, os resultados a direita, as
amostras filtradas em membrana de acetato de celulose 0,45 um de porosidade antes
de serem extraidas por SPE.

As andlises, feitas em triplicatas, mostraram que houve uma correlagdo com o
volume de amostra e a concentracdo dos analitos no extrato, comprovando que é
possivel obter fatores de concentracdo mais altos extraindo maiores volumes de
amostras, porém esta correlacdo ndo se mostrou proporcional a concentracdo do

analito, o que endossa uma tendéncia de saturacdo da fase extratora.
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Figura 22: Concentracdes (ng L") de cafeina para a mesma amostra de agua
tratada (P3) determinadas com 3 diferentes aliquotas (1L, 2L e 4L). A esquerda, as
amostras foram extraidas sem a etapa de filtracdo e; a direita, as amostras foram
extraidas apos a etapa de filtragdo em membrana (0,45 pum).

Nessa amostra de agua tratada (P3) foram determinados triclosan, atrazina e
cafeina. O teste t estatistico foi aplicado para os trés contaminantes e, verificou-se com
95 % de confianca que a hip6tese nula ndao era aplicada, ou seja, houve diferenca
significativa entre as médias obtidas de TCS, ATZ e CAF para os diferentes volumes
extraidos.

Com relacdo a etapa de filtragdo, embora as amostras filtradas tenham sido
extraidas em um tempo menor, devido a diminuicdo na quantidade de material
particulado, as concentragdes dos analitos no extrato foram, de maneira geral, 15 %
menores do que aquelas determinadas nas amostras nao filtradas. Na Tabela 13 estéo
apresentadas as porcentagens de recuperacdo dos 16 compostos abordados obtidas
com a extracdo de 1 L de amostras fortificadas (10 ng L"), com e sem a etapa de
filtracdo. Para a cafeina néo foi possivel obter a porcentagem de recuperagdo com
exatiddo, pois a concentracdo desta na amostra analisada (~ 400 ng L") foi muito maior
que aquela adicionada.

O bioensaio de atividade estrogénica foi aplicado aos diferentes extratos obtidos
desta amostra e, para nenhum dos volumes foi verificada atividade estrogénica. Os
extratos referentes as amostras fortificadas apresentaram estrogenicidade para o
ensaio BLYES igual a 1,1 e 1,3 ngE2¢uy L™, para as amostras filtradas e nao filtradas
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respectivamente. Esses valores, no entanto, ndo sugerem diferencas significativas

entre os dois procedimentos de preparo de amostra.

Tabela 13: Porcentagem de recuperacao e estimativa do desvio padrao dos 16
compostos em amostras fortificadas (10 ng L") extraidos com e sem a etapa prévia de
filtracdo em membrana de acetato de celulose 0,45 um. (n = 3)

% recuperacao % recuperacao
Composto ~ Amostra nao Amostra Composto ~Amostra nao Amostra
filtrada filtrada filtrada filtrada
E1 79+3 67 +8 DES 58 +12 57 +8
E2 78+ 6 65+5 TCS 885 69 £8
E3 83+3 62 + 11 Phph 90 + 1 71+2
PROG 757 71+7 BPA 85+2 62+6
TTN 72 +2 57 +4 4n-OP 68 +2 48 +3
EE2 91 +13 75+10 4n-NP 695 539
MEE 69 +15 55 +17 ATZ 105+2 89+5
NGT 71 +14 72 + 16 CAF - -

As porcentagens de recuperacao variaram significativamente entre os compostos
para a faixa de concentracdo estudada (10 ng L"), préxima aos limites de quantificacdo
do método para a maioria dos contaminantes. Os menores valores foram obtidos para
as amostras filtradas (48 e 89 %). Para as amostras néo filtradas, a recuperagéo variou
entre 68 % e 105 %, com excecdo do DEE (58 %) e, esses valores (> 60 %) séo
considerados satisfatorios quando se trabalha com métodos multiresiduos para andlise
de tragos (Rodil et al., 2009; Grds et al., 2006; Vanderford et al., 2003).

Portanto, a partir dos resultados obtidos nesse ensaio, optou-se por trabalhar com
1 litro de amostra de agua tratada, sem a etapa de filtragdo. No protocolo estabelecido,
as amostras foram coletadas no mesmo frasco usado no sistema de extragdo, o que
diminuiu a manipulacédo e consequientemente a contaminagcdo das amostras que foram
extraidas imediatamente ap6s a coleta em cerca de 4 horas, tempo considerado
adequado a logistica de amostragem e tratamento das amostras. As amostras de agua
subterranea foram extraidas sem a etapa de filtracdo e o tempo de extracdo variou

entre 4 e 7 horas para 1 litro de amostra.
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ATIVIDADE ESTROGENICA DOS COMPOSTOS

Bioensaios estrogénicos e androgénicos in vitro baseados em leveduras tem se
estabelecido com uma ferramenta rapida para a identificacdo de substancias ou
amostras com potencial atividade estrogénica. Um interferente endécrino pode agir de
diversas maneiras e comprometer a saude, principalmente o desenvolvimento e o
sistema reprodutor. A linhagem de levedura usada neste trabalho que utiliza uma
proteina de receptor humano e elementos de resposta para ativar a transcricao do gene
repérter, ndo é capaz de identificar um interferente endécrino especifico, uma vez que
as leveduras nao possuem sistema endécrino. Por isso, estudos in vivo se fazem
necessarios para elucidar, em detalhes, os efeitos provocados por compostos
interferentes enddcrinos no organismo. Ainda assim, os ensaios de BLYES tém sido
usados como uma ferramenta de screening inicial para a determinacdo da atividade
estrogénica de um composto ou amostra em diversos trabalhos cientificos,
principalmente para verificar a remocao da estrogenicidade de uma amostra apds

algum tratamento especifico (Sanseverino et al., 2009).

Os resultados de atividade estrogénica foram obtidos a partir dos graficos plotados
da intensidade de bioluminescéncia (contagem por segundo) versus concentragao (fator
de concentracdo ou concentragcdo molar), utilizando-se o software SigmaPlot®. Para o
controle positivo foi calculada a CEsg, a partir do ponto medio da parte linear da curva
dose-resposta (Figura 23). As amostras foram consideradas positivas quando
apresentaram aumento da luminescéncia em pelo menos 3 concentragdes, de forma a
tornar possivel a realizacdo de regressado linear. O resultado foi expresso em
nanogramas equivalentes de E2 por litro de amostra (ngE2equv L"), sendo este o
quociente entre o CEsy do E2 e o CEsp da amostra, calculado com base na regresséo
linear. O LQ para o bioensaio BLYES, obtido pela média das respostas de 10 replicatas
do E2, foi de 9 + 2 ng L. Considerando que as amostras foram concentradas 100
vezes, obteve-se, portanto um LQ igual a 0,01 ngE2.uv L, 0 que representou pelo
menos 2 ordens de magnitude mais sensivel que aqueles LQ obtidos nas anadlises
quimicas. N&o foi verificada estrogenicidade em nenhum dos brancos analisados.
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Figura 23: Curva dose-resposta de 17p-estradiol (intensidade de bioluminescéncia
versus concentragao molar) disponibilizada pela CETESB, obtida para o ensaio BLYES
(atividade estrogénica) e BLYR (toxicidade).

As poténcias relativas dos compostos E1, E2, E3, EE2, BPA e Phph foram obtidas
pelo ensaio BLYES com os padrdes utilizados neste trabalho (Tabela 14). Na Tabela 14
também estéo reportados os valores obtidos por Sanseverino et al. (2009) para esses e
outros compostos abordados neste trabalho que ndo foram testados, cujo potencial
estrogénico foi menos relevante, seja pelo valor muito baixo, ou seja, porque 0s
contaminantes ndo foram detectados em aguas brasileiras. Neste caso padrdes dos
compostos puros foram analisados pelo ensaio de BLYES e a resposta observada esta
indicada em termos de poténcia equivalente de E2.

Os valores de potencial estrogénico obtidos neste trabalho e por Sanseverino et
al. (2009) foram concordantes para a maioria dos compostos, com exce¢do para o EE2
que apresentou estrogenicidade 3 vezes menor no ensaio realizado neste trabalho. Na
Figura 24 é possivel comparar o potencial estrogénico das diferentes substancias
abordadas neste trabalho.
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Tabela 14: Poténcia relativa dos compostos em termos de E2.
Atividade estrogénica  Potencia relativa

Compostos ECso (mol L) TEQs Referencias
E2 441 x 10" 1 Neste trabalho

6,3x 10" 1 Sanseverino et al., 2009
E1 2,23x 107 1,98 x 107 Neste trabalho

6,4x 107 9,84 x 10° Sanseverino et al., 2009
E3 1,3x 107 3,1x10° Neste trabalho

3,23 x10°® 1,95x 10® Sanseverino et al., 2009
EE2 557 x 10" 7,9 Neste trabalho

25x10™ 25,2 Sanseverino et al., 2009
BPA 95x10° 46x10° Neste trabalho

6,2x 10" 2,26x 107" Sansevetino et al., 2009
Phph 1,86 x 107 2,37 x 107 Neste trabalho
PROG 2,09 x 10" 6,7x 107" Sansevetino et al., 2009
TTN 2,23x10° 2,83x10° Sansevetino et al., 2009
MEE 8,08 x 107 7,80 x 10% Sansevetino et al., 2009
DES 6,42x 107" 9,81 x 10 Sanseverino et al., 2009
4n-NP 1,64 x 107 3,84x 10° Sanseverino et al., 2009
4n-OP néo testado

(*) Valor obtido para ECyy € TEQ2

Cada substancia interage de modo especifico ao sitio receptor do bioensaio, a
atrazina, por exemplo, € um composto interferente endocrino conhecido, mas néo
responde ao bioensaio BLYES, ou seja, este mecanismo de agdo desenvolvido por
Sanseverino et.al., (2009) ndo comtempla o0 modo que a atrazina reage no organismo
provocando interferéncia enddcrina. O bioensaio discutido por Gutendorf e Westendorf
(2001) e Auriol et.al., (2006) usando ensaios de proliferacdo de células MCF7 (Figura
4), mostra resultados semelhantes para os contaminantes estudados. Os horménios
sintéticos apresentaram maiores estrogenicidades relativas, seguido pelos horménios
naturais e os xenoestrogénios, mesma tendéncia que pdde ser observada por BLYES.
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Figura 24: Estrogenicidade relativa dos compostos abordados neste trabalho
obtida por ensaio BLYES.

Dentre os 16 contaminantes investigados, o EE2 apresentou a maior poténcia
relativa, sendo cerca de 8 vezes maior que a do estrogénio natural E2. O estrogénio
sintético DES apresentou potencial estrogénico semelhante ao E2, o mestranol
apresentou potencia relativa préxima a do E1, e o0 E3 e o NP apresentaram valores da
ordem de 0,003 ngE2¢quy L. A TTN, BPA, PROG e a Phph foram os compostos que
apresentaram os menores valores de atividade estrogénica, sendo aproximadamente 1
milhdao de vezes inferior ao E2. Outros contaminantes como o NGT, TCS, ATZ e CAF,
nao apresentaram estrogenicidade para este ensaio. Além disso, o 4n-octilfenol ndo foi
testado nesses trabalhos.

A atividade estrogénica das amostras branco fortificadas usadas na construgao de
uma das curvas analiticas foi avaliada para ser apresentada como controle. Estas
amostras continham concentra¢des equivalentes dos 16 compostos que variaram entre
0,5 e 120 ng L. Para toda a faixa de trabalho a correlacdo entre a concentragdo da
amostra branco fortificada e a atividade estrogénica observada, expressa por r?, foi de
0,9089 e, para a faixa de trabalho entre 0,5 e 10 ng L™, utilizada para a quantificacdo da

maioria dos compostos, o r? foi de 0,9516 (Figura 25).
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Equation y=a+b* -
10 4 Value Standard Error L} =
Intercept -0,22241 0,56099
7/ Slope 0,97227 0,10898
8 R2 0,95157 -
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Figura 25: Atividade estrogénica utilizando o ensaio BLYES (ngE2equy L) em
fungdo das concentragbes (ng L") das amostras branco fortificadas usadas na
construcdo da curva analitica.

Os resultados obtidos por LC-MS/MS podem ser correlacionados com a resposta
observada por BLYES calculando o que seria a “resposta esperada’ em ngE2equiv L,
com base nas concentracdes dos compostos detectados nas analises quimicas. Isso é
feito multiplicando a concentracdo determinada do contaminante por sua poténcia
relativa (descrita na Tabela 14). Da somatéria desta relacao, para todas as substancias

determinadas na amostra, tém-se a resposta esperada para o BLYES.

Os valores observados de atividade estrogénica para os diferentes padroes da
curva foram préximos das concentragdes dos compostos individuais na solugao e cerca
de 10 vezes menores que a atividade estrogénica esperada, considerando 100 % de
recuperacado dos compostos na etapa de extracdo (Tabela 15). No entanto, sabe-se que
houve perdas durante a SPE, e para muitos compostos, as menores concentragdes dos
padrées estiveram abaixo do LQ do método analitico. O bioensaio € uma ferramenta
mais sensivel capaz de detectar concentragbes menores de interferentes enddcrinos.
Além disso, ha efeitos de sinergismo e antagonismo relacionados a presenca de varios
compostos presentes em um mesmo padrdao que devem ser considerados. Para avaliar
esses efeitos, os principais contaminantes (E1, E2, E3, EE2, BPA e ATZ) foram
extraidos individualmente de 1 L de agua ultrapura e em uma solugéo contendo 5 dos 6
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compostos

(sem a atrazina, MIX5),

concentragdes de 10 ng L' (Tabela 16).

e outra contendo todos eles (MIX6) em

Tabela 15: Atividade estrogénica dos padrdes mistos em termos de NngE2¢quiv L
obtida pelo ensaio BLYES e a atividade estrogénica calculada com base nas
concentragcdes dos compostos.

Concentracdo  Atividade Atividade Concentracdo  Atividade Atividade

do padrao estrogénica estrogénica do padréo estrogénica estrogénica

MIX 16 (ng L)  observada , esperada , MIX 16 (ng L')  observada ) esperada ,
(N9E2¢quiv L) (N9E2¢quiy L) (NGE2¢q,i, L) (NGE2¢q,i, L)

0,5 0,4 5,1 20 13 203

1,0 0,9 10 40 57 407

2,5 2,7 25 60 65 610

5,0 3,4 51 120 92 1220

10 9,9 102

Tabela 16: Atividade estrogénica dos padrdes individuais e mistos (NgE2¢quiv L,
extraidos por SPE de 1 L de agua ultrapura, atividade estrogénica esperada;
concentracdo, estimativa do desvio padrdo (s) e porcentagem de recuperacdo dos

compostos.
Atividade Atividade
Compostos  SIo0enics  SOONO gLl (gLl hectereec
(NGE2equiv L) (NGE2equiv L)

Padroes individuais

E1 1,12 1,98 10 1,9 100
E1 1,23 2,04 10,3 2,9

E2 5,75 8,5 8,5 3,9 65
E2 5,52 4,5 4,5 1,4

E3 0,02 0,02 6,8 2,7 76
E3 0,03 0,03 8,5 3,2

EE2 4,39 35 4.4 4,8 62
EE2 175 65 8,1 6

BPA < 0,01 4,60 x 10° 10 0,4 90
BPA < 0,01 3,73x 10° 8,1 2,1

ATZ < 0,01 - 7,6 3,1 61
ATZ < 0,01 - 4,6 0,7

Padrées mistos (10 ng L™)

MIX6 55 36

MIX6 24 30

MIX5 98 80

MIX5 38 41
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Os resultados descritos na Tabela 16 mostraram coeréncia entre os dados
quimicos e bioldgicos, principalmente para os padrdes individuais. As variagbes nos
resultados das replicatas foram atribuidas a etapa de extracao, uma vez que os valores
observados de atividade estrogénica acompanharam a porcentagem de recuperacao do
método analitico. Além disso, nenhum efeito pode ser atribuido a presenca de atrazina
nos padrées mistos. A resposta esperada considerando 100 % de recuperacdo na
etapa de extragéo seria de 91 ngE2qquiv L. Os valores de resposta esperada calculados
com base nas concentracbes obtidas por LC-MS/MS variaram entre 30 e 80
NgE2equv L, 0 que acompanhou a recuperacdo do EE2 (~ 60 %) que é o estrégeno
mais potente dentre os contaminantes estudados.

A atividade estrogénica foi avaliada para aproximadamente 140 amostras, das 220
coletadas neste trabalho, dentre elas, amostras de &gua bruta e tratada, agua
subterrénea e, de estagbes de tratamento de agua.

Para as amostras de agua bruta de Campinas (rios Atibaia e Capivari), 85 % delas
foram avaliadas por BLYES e todas apresentaram resposta positiva para o bioensaio.
Os valores de resposta observada em funcao da poténcia do E2 variaram entre os dois
mananciais e os diferentes periodos do ano, sendo que o menor valor obtido foi igual a
0,06 NgE2¢quv L' e, 0 maior de 6,54 ngE2equ L (Figura 26). Além disso, em uma
amostra do rio Atibaia, a resposta observada para o bioensaio foi de 46,9 ngE2equiv L7,
esse resultado foi atribuido a presenga de EE2 nesta amostra em concentracdes
préximas ao limite de deteccdo do método analitico (2,4 ng L™).

oo

6,54

)]

Resposta observada (ngE2 L)
S

0,06 I
0 - .l

Amonstras

Figura 26: Atividade estrogénica observada no ensaio BLYES (ngE2cquv L") para
as amostras de agua bruta de Campinas (rios Atibaia e Capivari). (n= 34 amostras)
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A atividade estrogénica de aguas tratadas foi avaliada em dois conjuntos de
amostras, um coletado no periodo de estiagem (12, 3° e 4° campanhas) e outro no
periodo de chuvas (99, 10°, 112, 122 e 13° campanhas). Das 61 amostras analisadas, 24
apresentaram atividade estrogénica positiva, ou seja, 40 % do total. Os valores
variaram entre 0,01 e 1,33 ngE2equiv L™ (Figura 27), sendo as maiores respostas
observadas nas amostras coletadas no periodo de estiagem. A maioria das amostras
coletadas no periodo de chuvas nao apresentou atividade estrogénica acima do LQ
(0,01 ngE2¢quiv L™). Esta mesma tendéncia pode ser observada para as amostras dos
mananciais, o que enfatiza a relagdo direta entre a qualidade do manancial e da agua
que é distribuida a populagao.

1,500

1,33

1,200

0,900

0,600

0,300

Resposta observada (ngE2 L)

0,01
0,000 o

Amostras

Figura 27: Atividade estrogénica das amostras de agua tratada de Campinas,
apresentada como resposta observada no bioensaio BLYES (ngE2equv L). Das 61
amostras avaliadas, 24 apresentaram resposta positiva.

Uma correlagdo entre a resposta observada e a resposta esperada foi obtida para
as amostras dos mananciais (Figura 28), onde se verificou baixa correlacdo entre a
resposta quimica e a biolégica com valor de r* ~ 0,3. O que indica a contribuicdo de
outros compostos, diferentes dos abordados neste trabalho, no potencial estrogénico
das amostras. Os valores obtidos pelo bioensaio BLYES e os calculados para a
resposta esperada de todos os compostos analisados neste trabalho estdo descritos no
ANEXO 2.

101



Contaminantes emergentes em agua tratada e seus mananciais: sazonalidade, remog&o e atividade estrogénica.

2,00

1,80 L
1,60
1,40 & <

1,20 : 7
1,00 O <& / *
0,80
0,60

0,40 “

0,20 ‘r—‘

0,00 . - - . .

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Resposta esperada (ngE2 L")

R2 =0,3222

Resposta observada (ngE2 L")

Figura 28: Correlacdo entre a resposta observada no bioensaio BLYES e a
resposta esperada calculada com base nas analises quimicas.
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CONTAMINANTES EMERGENTES NOS MANANCIAIS

Rio Capivari, julho de 2010.

Os mananciais que abastecem o municipio de Campinas, rio Atibaia e rio Capivari,
foram investigados quanto a presenga dos contaminantes emergentes em 13
campanhas amostrais durante 2010 e 2011. Dos 16 compostos estudados, 13 foram
determinados em pelo menos um. Os horménios sintéticos levonorgestrel,
dietilestilbestrol e mestranol ndo foram detectados nas amostras em concentracdes
acima dos limites de deteccéo (0,3, 1,0 e 2,6 ng L™, respectivamente). Por outro lado, a

cafeina e a atrazina foram determinadas em todas as amostras analisadas (ANEXO 3).

Dentre os demais interferentes endécrinos, a estrona (74 %), o bisfenol A (67 %),
o estriol (54 %) e o triclosan (49 %) foram os mais freqlientemente detectados, a
fenolftaleina, o 17B-estradiol e a testosterona foram determinados em cerca de 20 %
das amostras, enquanto que a progesterona, o EE2 e os alquilfen6is ndo foram
determinados em mais de duas amostras analisadas. Na Figura 29 estao apresentados
os resultados gerais obtidos para os mananciais de Campinas.
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Figura 29: Concentracdo em escala logaritmica dos compostos determinados nos
mananciais que abastecem a cidade de Campinas (rios Atibaia e Capivari) e a
freqiéncia de deteccao dos compostos para as 39 amostras analisadas em 13
campanhas amostrais entre 2010 e 2011. A média aritmética é representada pelo
quadrado. As linhas horizontais da caixa representam 25, 50 (mediana) € 75 % dos
valores; barras de erro indicam 5 e 95 %; (*) corresponde aos valores maximos e
minimos.

No ANEXO 3 estao descritos os valores determinados na agua bruta para cada
composto em todas as campanhas amostrais. As maiores concentragdes foram
determinadas para a cafeina, que esteve presente em todas as amostras em
concentragbes cerca de 1000 vezes maior que a média da maioria dos outros
compostos (0,2 — 41,8 ug L™).

Usada como um tracador de atividade antropica, sua presen¢a nos mananciais
esta diretamente relacionada com o aporte de esgoto doméstico nos corpos d’agua. Na
Figura 30 estdo mostradas as concentracdes de cafeina (ug L) determinadas ao lado
da estacao de captacédo de agua no rio Atibaia durante as 13 campanhas amostrais. Foi
possivel verificar que a variagdo na concentragdo deste contaminante esta relacionada
com os periodos de seca e cheia dos rios (Figura 10). Isso porque o aporte de esgoto €

constante durante o ano e eventos de chuvas provocam um efeito de diluicAdo dos
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contaminantes nos rios. Consequentemente, as concentracdes detectadas séao

menores neste periodo.
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Figura 30: Concentracdes (ug L) de cafeina ao lado da estacdo de captacdo de
agua no rio Atibaia determinada nas 13 campanhas amostrais realizadas entre abril de
2010 e abril de 2011.

A cafeina foi monitorada nesses mesmos mananciais entre 2006 e 2007 com
concentracdes entre 0,2 e 16,9 pg L' nos mesmos pontos de amostragem usando
SPE-HPLC-DAD (Raimundo, 2007). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram
um aumento na concentracdo desta substancia nos mananciais ao longo dos quatro
anos, mesmo tendo Campinas aumentado a sua capacidade de tratamento de esgoto
de 8 % em 2007 para 80 % em 2011.

Em paises onde o problema de coleta e tratamento de esgoto ja foi equacionado,
a presenca de cafeina nos corpos d’agua esta relacionada com a eficiéncia das ETE,
que sao capazes de remover entre 80 e 99 % desses contaminantes, dependendo do
tipo de tratamento que € aplicado. Além disso, algumas concessionarias de agua
utilizam cafeina como um marcador para indicar a presenca de vazamentos nos
sistemas de esgoto. Nos EUA e Canada, as concentragdes determinadas em regides
densamente povoadas relatadas na literatura, ndo ultrapassam 225 ng L™ (Wang et al.,
2011; Fogazio, et al., 2008; Conley et al., 2008; Stackelberg et al., 2007; Chen et al.,
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2006b). Para paises como ltalia, Alemanha, Franca e Espanha sao reportados valores
de cafeina nos mananciais de até 3 pg L™, dependendo da regido (Loos et al., 2007;
Musolff et al., 2009; Togola e Budzinski, 2008; Fernandez et al., 2010; Huerta-Fontela et
al., 2007).

Para os horménios naturais as concentracdes variaram entre 1 e 31 ng L', com
excecao para o estriol que foi determinado na ultima campanha no rio Capivari com
114 ng L. O E1 e o E3 foram os mais frequentemente detectados. As concentracdes
desses dois hormdnios variaram significativamente entre os periodos de seca e cheia
dos rios, sendo as maiores concentragbes determinadas durante a estiagem. Por outro
lado, o E2, a PROG e a TTN foram determinados apenas nos periodos de seca, onde o
aporte de esgoto, constante ao longo do ano, é realcado com a diminuicdo da vazao
dos rios em detrimento aos poucos eventos de chuva na regido. O E2 é o estrégeno
mais potente, seguido pela E1 e o E3. O estriol, no entanto é a principal forma
excretada, pois na biossintese do 17B-estradiol no organismo, outros hormdnios,
juntamente com o E2 se convertem em estrona e posteriormente em estriol antes da

excrecao (Osterlund e Hurd, 2001).

Paises como ltalia, Holanda, Bélgica e EUA reportaram concentragdes desses
estrégenos nos seus mananciais entre 0,2 e 21,7 ng L™ (Loos et al., 2007; Verliefde, et
al.,, 2007; Benotti et al., 2009). Por outro lado, o historico registrado para alguns
mananciais brasileiros, incluindo os rios Atibaia e Capivari, € mais preocupante.
Concentragdes em niveis de pg L' sdo relatadas para estrégenos em rios de
Campinas, Jaboticabal e Belo Horizonte (Montagner e Jardim, 2011; Lopes et al., 2010;
Moreira et al., 2009).

O EEZ2 foi detectado apenas no rio Atibaia, durante a quinta campanha amostral,
coletada no final do periodo de estiagem, onde se obteve um dos piores cenarios de
contaminacdo desses mananciais. As concentragdes determinadas nos dois locais de
amostragem foram muito préximas ao limite de quantificacado do método analitico, o que
apenas evidencia uma tendéncia em se detectar estrogenos sintéticos nos corpos
d’agua estudados. No entanto, a sua presenca ndo pode ser confirmada apenas por
esses resultados. Paises como Holanda e EUA também reportaram concentracées
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semelhantes, entre 0,4 e 1,4 ng L', em alguns mananciais. A Endocrine Society
manifestou recentemente sua preocupag¢ao com a presenca € a exposicao crbnica a
concentragdes tracos de interferentes endécrinos com alto potencial estrogénico, como
o EE2 e outras substancias utilizadas como contraceptivos, pelo fato de provocarem

efeitos adversos a saude humana (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Para os demais xenoestrogénios as concentragdes variaram entre os periodos de
cheia e seca, entre 1 e 100 ng L™ com mediana préxima a 20 ng L™, com excegao para

a fenolftaleina e a atrazina.

A fenolftaleina foi detectada em apenas 3 campanhas amostrais (1C, 3C e 5C).
Em duas delas, as concentracées estavam entre os LD e LQ (1,1 e 3,7 ng L'1). Na
primeira campanha, no entanto, foi determinado Phph no rio Atibaia em concentracéao
igual @ 33 ng L™ ao lado da estagdo de captacdo de 4gua da SANASA. Nesta mesma
campanha, foram detectadas concentragdes deste contaminante também na agua
tratada proveniente deste manancial. Por se tratar de um evento Unico, nao foi possivel
inferir sobre o aporte deste contaminante no manancial estudado. Nao ha relatos da

presenca de fenolftaleina em amostras ambientais descritos na literatura.

A atrazina foi analisada a partir da 4° campanha amostral e determinada em todas
as amostras, em concentracdes que variaram entre 2,4 e 611 ng L. O maior estoque
foi encontrado no rio Capivari. Apesar de ser bastante estavel no ambiente, a presenca
deste herbicida nos corpos d’agua esta relacionada com a lixiviagdo de solos agricolas
e, por isso, pode haver um aumento na concentracdo dela em periodos chuvosos, mas
principalmente, na época de aplicagdo, onde devera se detectar as maiores
concentragbes de ATZ no ambiente. A atrazina é um dos herbicidas mais consumidos
do Brasil e é usada em diversos tipos de cultura como milho e cana de agucar em

acbes pré ou pos emergentes.

Considerada um interferente enddcrino muito ativo em baixas concentragoes, foi
responsavel pela feminizacdo de anfibios expostos a concentracdes de 2,5 pg L™,
durante a fase de desenvolvimento. Hayes et al. (2010) associaram a exposicdo de

machos a atrazina com a diminui¢do dos niveis de testosterona no plasma dos animais
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quando examinados 2 anos ap6s a metamorfose. Embora a atrazina néo responda ao
bioensaio BLYES utilizado neste trabalho, outros autores relataram diferentes efeitos
adversos nos organismos, provocados pela exposicdao ao herbicida (Munif et al., 2011).
Os niveis detectados nos mananciais de Campinas ainda sao menores que aqueles
citados nos trabalhos de Hayes et al., porém, os resultados deste trabalho nao
mostraram uma tendéncia que pudesse ser relacionada com a sazonalidade e a
aplicacdo de atrazina na lavoura. Observou-se apenas um aumento de cerca de 3
vezes na concentracao de ATZ na coleta realizada no més de marco de 2011, o que
poderia ser um indicio de periodo em que o herbicida esta sendo aplicado. A Figura 31
apresenta as concentragdes de ATZ no rio Capivari durante julho de 2010 e abril de
2011.
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Figura 31: Concentracdes (ng L) de atrazina no rio Capivari entre 2010 e 2011.

Na Figura 32, estdo resumidas as concentracdes por classes de contaminantes,
nas amostras dos dois diferentes mananciais, nos locais de captagcdo de agua da
SANASA. De maneira geral, os compostos estiveram presentes em ambos o0s corpos
d’agua em concentracdes semelhantes, com excecao do triclosan, atrazina e cafeina,
que foram detectados no rio Capivari em concentragbes mais elevadas. Este rio é
classificado como classe 3 na Resolugdo CONAMA n° 357/04, pois recebe alta carga

de efluentes industriais e domésticos ao longo de seu curso.
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Figura 32: Concentracdo em escala logaritmica dos contaminantes por classes,
determinadas nos locais de captacdo de agua da SANASA nos dois mananciais que
abastecem Campinas, rio Atibaia (ATB) e rio Capivari (CAP). A média aritmética é
representada pelo quadrado. As linhas horizontais da caixa representam 25, 50
(mediana) e 75 % dos valores; barras de erro indicam 5 e 95 %,; (*) corresponde aos
valores maximos € minimos.

O triclosan foi determinado em concentracdes entre 2,2 e 289 ng L™ no rio
Capivari e, entre 4,5 e 37,5 ng L™ no rio Atibaia. Além disso, esteve em concentracdes
menores que o LQ (0,7 ng L) em 6 das 13 campanhas amostrais. Apesar de ser
soltivel em agua (¢ ~ 10 mg L™ & 20 °C), possui baixo tempo de meia vida (Zhao et al.,
2010) e a maior preocupacao esta nos seus produtos de degradagdo e destino no
ambiente. Chalew e Halden (2009) reportaram os niveis de concentragcédo de triclosan
que se tém determinado em diferentes mananciais e alguns efeitos atribuidos a
exposicdo crénica, onde enfatizaram que crustaceos e algas sdo as espécies mais
sensiveis, susceptiveis a efeitos adversos pela exposicdo ao biocida em niveis de
nanogramas por litro, que foram os niveis de TCS determinados neste trabalho e em
outros corpos d’agua da lItalia, EUA e China (Loos et al., 2007; Benotti et al., 2009;
Snyder et al., 2008; Wang et al., 2011; Loraine e Pettigrove, 2006; Zhao et al., 2009)
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Para o bisfenol A as concentracdes variaram entre 2 e 141 ng L' em ambos
mananciais, € nao houve relacdo com a sazonalidade. As concentragdes variaram
aleatoriamente durante o ano e em algumas campanhas esteve abaixo do LQ do
método analitico. Este contaminante possui baixo potencial estrogénico, porém esta
presente em diversos materiais de consumo humano, produtos para bebés e alimentos
enlatados. Nos EUA e alguns paises da Europa, as concentracoes de BPA
determinadas nos mananciais estdo nos niveis de pg L™ (Fogazio et al., 2008; Verliefde
et al., 2007; Quednow e Puttmann, 2008; Musolff, et al., 2009; Ribeiro, et al., 2009).
Essas concentracdes ja foram detectadas no rio Capivari (8 pg L™) em junho de 2006 e

foram associadas ao aporte de efluentes industriais (Raimundo, 2007).

Assim como BPA, os alquilfendis sao detectados em diversos mananciais de
paises como EUA, Canada, ltdlia, Suica, Alemanha e Espanha em concentragdes que
variam de poucos nanogramas por litro até microgramas por litro (Benotti et al., 2009;
Snyder et al.,, 2008; Stackelberg et al., 2007; Chen et al., 2006b; Loos et al., 2010;
Jonkers et al., 2009; Musolff et al., 2009; Petrovic et al., 2003). Em mananciais da
regidao metropolitana de Belo Horizonte (MG), Moreira et al. (2009) determinaram 4-
nonilfenol em concentracdes entre 44 e 1918 ng L. Os resultados obtidos neste
trabalho para os rios Atibaia e Capivari ndo apontam um cenario preocupante com
relacéo a esses compostos. O 4n-OP foi detectado em apenas duas amostras, uma do
rio Capivari na 12 campanha amostral (31 ng L") e outra no rio Atibaia na 32 campanha
(15 ng L). O 4n-NP foi detectado em apenas 1 amostra, juntamente com o 4n-OP na

3¢ campanha amostral no rio Atibaia (27 ng L™).

Com relagao ao rio Atibaia, ndo houve diferenca significativa nas concentragdes
dos contaminantes emergentes nos dois diferentes pontos amostrais estudados. O
primeiro (ATB2065) coincide com o ponto de monitoramento feito pela CETESB que
classifica o corpo d’agua quanto ao indice de Qualidade de Agua para Abastecimento
Publico (CETESB, 2009). No entanto, este ponto ndo considera o aporte do ribeirdo
Pinheiros que é feito cerca de 200 metros a jusante deste ponto e 1600 metros a
montante da estacdo de captacao de agua da SANASA (ATB captacao). Este ribeirdo
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recebe grande carga de esgoto doméstico das cidades de Valinhos e Vinhedo e aporta

no rio Atibaia como um corpo bastante impactado (Figura 33).
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Figura 33: Concentracbes em escala logaritmica dos horménios naturais,
xenoestrogénios e cafeina determinadas em dois pontos no rio Atibaia, um a montante
da captagao e do aporte do ribeirdao Pinheiros, usado no monitoramento da CETESB
(ATB2065) e o outro ao lado da estagdo de captacdo de agua da SANASA (ATB
captagcdo). A média aritmética € representada pelo quadrado. As linhas horizontais da
caixa representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos valores; barras de erro indicam 5 e 95
%; (*) corresponde aos valores maximos € minimos.

Com relagéo a estrogenicidade das amostras nos dois pontos, observou-se um
pequeno aumento na atividade estrogénica das amostras coletadas ao lado da estagéao
de captacdo da SANASA no periodo de estiagem (entre 1C e 8C). Este aumento pode
ser atribuido ao aporte do ribeirdo Pinheiros, uma vez que a regido entre esses dois
pontos amostrais estudados é pouco urbanizada, caracterizada por chacaras sem
atividade agricola significativa, a mata ciliar & preservada e ndo ha outro aporte de
esgoto clandestino a montante da captacao (Figura 34).
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Figura 34: Atividade estrogénica (ngE2equv L) das amostras coletadas nos rios
Atibaia e Capivari entre abril de 2010 e abril de 2011 nos trés pontos amostrais deste
trabalho; rio Atibaia a montante do aporte do ribeirdo Pinheiros, no ponto ATB2065 de
coleta da CETESB; rio Atibaia a jusante do aporte do ribeirdo Pinheiros, ao lado da
estacao de captacao de agua da SANASA e; rio Capivari ao lado da ETA Capivari.

Na Tabela 17 estdo apresentados os valores da resposta obtida pelo bioensaio
BLYES em ngE2uw L' para as amostras de &gua superficiais analisadas neste
trabalho. No periodo de chuvas, os maiores valores de atividade estrogénica foram
reportados para o ponto de coleta da CETESB, localizado 200 m & montante do aporte
do ribeirdo Pinheiros. Entre dezembro e fevereiro (9C e 12C), devido ao grande volume
de chuvas, o rio Atibaia transbordou nesta regido, o volume de dgua aumentou cerca de
10 m e em janeiro houve uma grande area alagada onde néo foi possivel identificar se
quer o aporte do ribeirdo Pinheiros no Atibaia.

O rio Capivari apresentou valores de atividade estrogénica maiores que o rio

Atibaia para a maioria das amostras coletadas. Este € um rio de menor vazao e o seu
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curso, préximo a ETA, nao ficou tdo comprometido com os grandes volumes de chuva
(Tabela 17).

Tabela 17: Resposta obtida por BLYES (ngE2¢quiv L) para as amostras de aguas
superficiais analisadas neste trabalho (rio Atibaia e rio Capivari).

Resposta observada (ngE2¢qui, L)

Campanhas | ATB 2065 ATB captacao Rio Capivari
1C 0,07 0,19 3,24
3C 0,37 46,9 0,94
4C 1,10 1,18 1,88
5C 1,01 1,04 3,14
6C 1,37 3,88 0,94
8C 0,24 1,40 0,40
9C 0,36 0,10 0,09
10C 0,07 0,06 0,29
11C 0,20 0,09 0,52
12C 0,60 0,34 0,38
13C 0,53 0,36 6,54

Como mostrado anteriormente, na Figura 28, houve baixa correlacdo entre a
resposta quimica e a biologica para as amostras analisadas neste trabalho, o que nos
fez inferir que outros compostos estariam contribuindo com a estrogenicidade das
amostras e estes nao estdo sendo abordados neste trabalho. No entanto, sabe-se que
as maiores contribuicbes para o estado de degradacao dos mananciais da regiao de
Campinas sao devido ao aporte de esgoto doméstico, caracteristico de regides
densamente povoadas. Apesar da cafeina ndo ser um interferente enddcrino foi
possivel obter uma correlacdo entre as concentracdes de cafeina e o potencial

estrogénico das amostras de mananciais coletadas.

Na Figura 35 esta apresentada a correlagdo entre as concentragbes de cafeina
(g L") e a atividades estrogénicas observadas (ngE2equiv L") por BLYES. Neste caso,
o BLYES infere sobre um conjunto de contaminantes, considerando inclusive efeitos de
sinergismos e antagonismos presentes em uma amostra complexa, para reportar a

atividade estrogénica em funcdo de um estrégeno natural, o E2. O coeficiente de
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correlacdo obtido de 0,445 indica que a determinacdo de cafeina responde
aproximadamente 45 % da atividade estrogénica de uma amostra, ou seja, se a cafeina
estiver presente em uma amostra, ha quase 50 % de chances dessa amostra
apresentar atividade estrogénica superior a 0,01 ngE2¢quiv L™ devido a presenca de
outros compostos interferentes enddcrinos no meio. No entanto, apenas com esses
dados, nao foi possivel conhecer uma relacéo direta entre a concentracdo de cafeina e

o potencial estrogénico de uma amostra.

A determinagcdo de cafeina, que pode ser feita usando outras técnicas mais
simples e de menor custo que o LC-MS/MS, como o HPLC-DAD e o CG-MS pode ser
facilmente incorporada em analises de rotina por concessionarias de agua e agéncias
regulatérias, para inferir sobre a presenca de interferentes enddcrinos nos corpos
d'’agua, pelo menos enquanto nao se estabelece limites para a presenca desses

contaminantes emergentes nos mananciais.
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Figura 35: Correlagdo entre a concentracdo de cafeina (ug L") e a resposta
observada no bioensaio BLYES para as amostras dos mananciais. Coeficiente de
correlacéo (r?) igual a 0,445.
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CONTAMINANTES EMERGENTES NA AGUA TRATADA

Campinas, julho de 2011.

Amostras de agua tratada de diferentes bairros de Campinas foram analisadas
durante abril de 2010 e abril de 2011, totalizando 103 em 13 campanhas amostrais.
Com o objetivo de inferir sobre a eficiéncia das estacdes de tratamento de agua da
cidade e obter um diagnéstico da qualidade da agua que € servida a populagdo no que
se refere aos compostos interferentes enddcrinos e a cafeina, as amostras foram

analisadas quimicamente por LC-MS/MS e biologicamente por BLYES.

Dos 16 contaminantes analisados, 6 deles foram determinados em pelo menos 1
amostra (estrona, fenolftaleina, bisfenol A, triclosan, atrazina e cafeina) (Figura 36) e,
40 % das amostras submetidas ao bioensaio, apresentaram atividade estrogénica
positiva. Os valores variaram entre 0,01 e 1,33 ngE2¢quy L™ (ANEXO 3).
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Agua tratada de Campinas
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Figura 36: Concentracao em escala logaritmica dos 6 compostos determinados na
agua tratada da cidade de Campinas (SP) e a freqiéncia de deteccao dos compostos
para as 103 amostras analisadas em 13 campanhas amostrais entre 2010 e 2011. A
média aritmética é representada pelo quadrado. Em azul estdo os estrogénios naturais,
em vermelho, os xenoestrogénios e em preto a cafeina. As linhas horizontais da caixa
representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos valores; barras de erro indicam 5 e 95 %; (*)
corresponde aos valores maximos e minimos.

Assim como nos mananciais, dentre os contaminantes detectados na agua tratada
a cafeina e a atrazina foram determinadas em 100 % das amostras. O bisfenol A esteve
presente em 33 %, o triclosan em 26 % e, a fenolftaleina e a estrona foram os

compostos detectados o menor niumero de vezes.

A estrona foi detectada apenas na 12° campanha (mar¢o/2011) no rio Capivari em
concentragdo igual a 5 ng L. Essa concentragdo, apesar de muito préxima ao limite de
quantificagdo do método analitico, é cerca de 10 vezes maior que o0s niveis detectados
na Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001). Os demais estrogénios naturais, detectados
nos mananciais, ndo foram quantificados em concentragées acima do LQ nas amostras

de agua tratada. Isso coincide com outros trabalhos descritos na literatura, onde os
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autores nao detectaram estrogénios naturais na agua tratada de paises como Holanda,
Espanha, EUA e Canad4, em concentragdes acima dos LD (~ 1 ng L), apesar de
alguns deles terem sido determinados nos mananciais em concentracdes de poucos
nanogramas por litro (Verliefde et al., 2007; Kuster et al., 2008; Wang et al., 2011;
Benotti et al., 2009; Kleywegt et al., 2011).

A fenolftaleina foi detectada apenas na 1° campanha nas 6 amostras de agua
tratada provenientes do rio Atibaia. As concentracdes variaram entre 5,7 e 14,8ng L™, e
foram menores que a concentragdo determinada préximo ao local de captagao de agua
no rio Atibaia (33 ng L™). Nao h4 relatos da presenca deste contaminante em amostras
ambientais. O uso de fenolftaleina € quase que exclusivamente quimico, e € pouco
provavel que a sua presenga no manancial seja devido ao aporte de esgoto doméstico,
pois 0 seu uso como laxante foi proibido no Brasil. Este composto deveria ter sido
usado como padrao interno neste trabalho, mas passou a ser monitorado juntamente
com os outros contaminantes em todas as campanhas amostrais, no entanto, apenas
com o resultado positivo em uma Unica amostragem, nao foi possivel inferir sobre a
presenca dele no meio. O potencial estrogénico da fenolftaleina € cerca de 1 milhdo de
vezes menor que o E2 e este ndo foi detectado em concentracdes significativas nas

amostras analisadas.

O bisfenol A foi determinado em concentracdes entre 1,5 e 26 ng L™, esteve
presente em todos os pontos amostrais de agua tratada e n&o apresentou correlagcado
com periodos de cheia e seca dos rios. A maioria dos trabalhos descritos na literatura
investigam a eficiéncia das ETA analisando amostras de agua bruta e tratada. Na
Europa e nos EUA as concentragdes de BPA em alguns mananciais estdo em niveis de
ug L™ e, portanto, h4 grande preocupacéo em obter um tratamento de 4gua adequado a
remocao deste contaminante. Com exceg¢do para Li et al. (2010) que reportaram
concentragbes de BPA em agua de torneira de diferentes regides da China entre 2,3 e
317 ng L™, diversos autores determinaram BPA na agua tratada de ETA de diferentes
paises como Espanha, Alemanha, Franca, EUA e Canad4 entre 0,1 e 220 ng L
(Rodrigues-Mozaz et al., 2005; Kuch e Ballschmiter, 2001; Baugros et al., 2008; Benotti
et al., 2009; Stackelberg et al., 2007; Kleywegt et al., 2011).
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O triclosan é um agente antimicrobiano soluvel em agua, porém com curto tempo
de meia vida nos corpos d’agua. Diversos estudos abordam o destino dele no ambiente,
uma vez que alguns de seus produtos de degradacéo e conjugados sao mais téxicos ou
estrogénicos que a sua forma livre. O triclosan foi detectado em 27 das 103 amostras
de agua tratada analisadas neste trabalho. As concentragbes variaram entre 2,4 e 37
ng L™, com média igual a 17 ng L. Valores abaixo dessa média foram determinados
em paises como EUA e China (Wang et al., 2011; Benotti et al., 2009; Snyder et al.,
2008; Li et al., 2010).

Assim como o bisfenol A, o triclosan foi determinado em concentracdes menores
na agua tratada. Na Figura 37 estdo mostradas as concentracoes desses dois
contaminantes nos mananciais e na agua distribuida a populacdo. No entanto, nada
pbde ser inferido sobre a sazonalidade desses compostos no ambiente.

L bisfenol A triclosan

r 1l

T T T |
mananciais agua tratada mananciais agua tratada

Figura 37: Concentragdes de bisfenol A e triclosan determinadas nos mananciais e
na agua tratada da cidade de Campinas. A média aritmética é representada pelo
quadrado. As linhas horizontais da caixa representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos
valores; barras de erro indicam 5 e 95 %; (*) corresponde aos valores maximos e
minimos.
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A atrazina foi determinada em todas as amostras analisadas e os niveis foram
maiores nas amostras de agua tratada provenientes do rio Capivari. Nestas, as
concentragdes variaram entre 8,3 e 687 ng L', enquanto que nas amostras de agua
tratada provenientes do rio Atibaia as concentragdes variaram entre 2,4 e 42 ng L™
(Figura 38). Isso porque as ETA convencionais ndo sao eficientes na remogao e o rio
Capivari recebe um aporte de atrazina cerca de dez vezes maior que o rio Atibaia.
Concentragdes de atrazina entre 1 e 62 ng L™ foram determinadas em amostras de
agua tratada da Espanha, Itdlia, Holanda e do Canada (Quintana et al, 2001;
Rodrigues-Mozaz et al., 2005; Loos et al., 2007; Verliefde et al., 2007; Garcia-Ac et al.,
2009). Nos EUA, concentracdes médias de 50 ng L™ foram relatadas por Benotti et al.
(2009) na 4gua de torneira, onde foram determinadas atrazina em 80 % das amostras
investigadas com concentragdes maximas de 930 ng L.
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Figura 38: Concentragdo de atrazina determinada nos mananciais e na agua
tratada da cidade de Campinas. A média aritmética é representada pelo quadrado. As
linhas horizontais da caixa representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos valores; barras de
erro indicam 5 e 95 %; (*) corresponde aos valores maximos € minimos.
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Para a cafeina, as concentracbes determinadas na agua distribuida a populacao
variaram cerca de 100 vezes entre periodos de cheia e estiagem (47 — 4324 ng L)
acompanhando o perfil do manancial (Figura 39). No entanto, ao contrario da atrazina,
nao houve diferencas significativas nas concentragcées determinadas nas amostras de
agua tratada provenientes dos dois mananciais, mesmo tendo o rio Capivari um
estoque maior deste contaminante. Na Figura 40 estdo apresentadas as concentracoes
de cafeina determinadas no rio Atibaia, no rio Capivari e na agua tratada proveniente
dos 5 estacoes de tratamento de agua.

Com relacao a presenca de cafeina na agua tratada de outros paises, trabalhos
descritos na literatura reportam concentracbées menores que as determinadas neste
trabalho, entre 1,2 e 181 ng L™ na ltdlia, Franca, EUA e Canada (Loos et al., 2007;
Togola e Budzinski, 2008; Stackelberg et al., 2007; Wang et al., 2011; Chen et al.,
2006).

As concentragdes encontradas na agua tratada de Campinas ainda sdo maiores
que os niveis de cafeina determinados nos mananciais de diversos paises como ltalia,
Alemanha, Franga, Espanha, EUA e Canada, onde os sistemas de coleta e tratamento
de esgoto estdo implantados adequadamente (Loos et al.,, 2007; Loos et al., 2010;
Musolff et al., 2009; Togola e Budzinski, 2008; Fernandez et al., 2010; Huerta-Fontela
et al., 2007; Wang et al., 2011; Fogazio et al., 2008; Conley et al., 2008; Stackelberg et
al., 2007; Chen et al., 2006b).

As concentracées de cafeina reportadas nos mananciais brasileiros estdo em
niveis de centenas de pg L. Frohener et al. (2010) determinaram concentragdes entre
1,4 e 753,5 pg L' em mananciais na regido de Curitiba (PR). Gongalves (2008)
determinou concentragdes entre 0,2 e 47,5 ug L™ em Teresépolis (RJ). Em Campinas o
histérico de contaminacado desses mananciais por cafeina aponta concentragées entre
0,2 e 127 ug L' (Montagner e Jardim, 2011). Portanto, é diante deste cenério de
degradacao dos corpos d’agua superficiais e a falta de tratamento de esgoto adequado
que se é possivel determinar concentragdes elevadas ndo sé de cafeina, mas de outros

contaminantes organicos na agua tratada distribuida a populagéo no Brasil.
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Figura 39: Concentracdes (ng L") de cafeina, determinadas nas 13 campanhas
amostrais, no rio Atibaia ao lado da estacdo de captacdo de agua e na agua tratada

coletada no Centro da cidade (P1) que recebe agua proveniente das ETA 1 e 2.
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Figura 40: Concentracdo de cafeina determinada nos mananciais e na agua
tratada da cidade de Campinas. A média aritmética é representada pelo quadrado. As
linhas horizontais da caixa representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos valores; barras de
erro indicam 5 e 95 %; (*) corresponde aos valores maximos € minimos.
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Na Figura 41 é possivel comparar as concentracoes de E1, BPA, TCS, ATZ e CAF
determinadas nas amostras de agua tratada de Campinas com a de outros paises
como Alemanha, Espanha, Franca, ltalia, Holanda, China, EUA e Canada, conforme
descrito na Tabela 3. As maiores médias foram determinadas neste trabalho para 4 dos
5 compostos detectados na agua tratada, sendo os niveis de cafeina cerca de uma
ordem de grandeza maior que aqueles determinados em outros paises. A concentracao
de estrona de 5 ng L™ determinada em uma amostra deste trabalho é dez vezes maior
que aquela determinada na Alemanha (Kuch e Ballschmiter, 2001). Outros paises como
a Holanda nao detectaram concentracées de E1 maiores que os LD do método
empregado os quais variaram entre 0,4 e 1,0 ng L™ (Verliefde et al., 2007) . O bisfenol
A teve as maiores concentragdes determinadas na agua tratada da Franca, China e
EUA, paises onde ha um estoque grande de BPA nos mananciais.
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Figura 41: Concentragbes de 5 contaminantes determinados na agua tratada de
Campinas (estrona, bisfenol A, triclosan, atrazina e cafeina) comparada com as de
outros paises, de acordo com os dados reportados na Tabela 3.
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Com relagdo a atividade estrogénica, aproximadamente 40 % das amostras de
agua tratada apresentaram estrogenicidade maior ou igual a 0,01 NngE2¢quiv L™, sendo
0Ss maiores valores observados no periodo de estiagem. Nas campanhas de julho e
agosto, aonde a umidade do ar chega em seu estagio mais critico durante o ano, todas
as amostras coletadas apresentaram atividade estrogénica por BLYES. Na Tabela 18
estdo apresentados os resultados obtidos para 8 das 13 campanhas, nos diferentes

bairros de Campinas.

O ponto P7, no bairro Recanto do Sol Il foi o que apresentou atividade estrogénica
positiva em um maior nimero de amostras (~ 70 %). No entanto, ndo houve uma
variacdo grande nos valores observados para os diferentes pontos amostrais que
indicasse um local mais preocupante quanto a qualidade da agua recebida. Assim
como observado pelos niveis de cafeina determinados nas amostras de agua
distribuidas pelas diferentes ETA (Figura 40), é possivel inferir que a agua distribuida
nas diferentes regides do municipio apresenta qualidade semelhante, mesmo sendo
tratada em 5 diferentes ETA. Neste caso, € importante ressaltar que a rede de
distribuicdo de agua de Campinas nado é segmentada e pode haver misturas nos
centros reservatorios e de distribuicao, fazendo com que ndo haja diferencas na agua
tratada distribuida a populagédo campineira.

Tabela 18: Resposta obtida por BLYES (ngE2quv L'') para as amostras de aguas

tratadas dos diferentes bairros de Campinas.
Resposta observada (NgE2eqi, L™')

Amostras

de agua seca cheia
tratada 1C 3C 4C acC 10C 11C 12C 13C
(abr/10)  (jul/10)  (ago/10) | (dez/10) (jan/11) (fev/11) (mar/11)  (abr/11)
Al-Centro nd 0,02 0,08 0,01 0,06 nd nd nd
A2 - NE nd 0,02 0,23 nd 0,13 0,02 nd nd
A3 - MSA nd 0,10 1,33 nd nd nd nd 0,45
A4 - BV 0,01 0,06 0,02 0,01 nd nd nd nd
A5- Sousas nd 0,66 0,04 nd 0,01 nd nd nd
A6 - BG 0,01 0,01 0,01 nd 0,01 nd nd nd
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EFICIENCIA DAS ETA DE CAMPINAS

ETA Capivari, SANASA Campinas/SP.

A eficiéncia das estacdes de tratamento de agua de Campinas na remocao dos
contaminantes emergentes abordados neste trabalho foi avaliada em julho de 2011
durante um periodo de estiagem, porém as coletas foram realizadas ap6s um dia de
chuva atipica intensa. Foram coletadas amostras do rio Atibaia, na estagdo de
captagcédo, e do rio Capivari na ETA Capivari. Além disso, amostras de agua foram
coletadas ao final do tratamento da ETA Capivari e das ETA 1 e 2, embora as aguas
tratadas nestas ETA sdo misturadas antes de serem lancadas na rede de distribuicdo
para abastecer a regido central da cidade. Neste caso, assim como nas ETA 3 e 4,
onde também ocorre a mistura antes de serem distribuidas, foram coletadas amostras
na saida da rede, ou seja, uma mistura do que sao tratadas nas duas plantas. Nas ETA
3 e 4 nao foi possivel coletar amostras separadamente. No entanto, a andlise da
mistura, nos traz uma amostra mais fidedigna do que esta sendo langado na rede de
distribuicao.
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Na Tabela 19 estdo apresentados os resultados obtidos nas andlises quimicas e
bioldgicas, bem como o célculo da resposta esperada no bioensaio com base na
concentragao obtida por LC-MS/MS e a poténcia relativa de cada composto. Foram
detectados 7 dos 16 contaminantes investigados, estrona, estriol, testosterona, bisfenol
A, triclosan, atrazina e cafeina. Os demais compostos que tiveram concentracdes
abaixo do LD nao sao apresentados nesta Tabela. O TCS e a TTN foram detectados

apenas em uma amostra de agua tratada, das ETA 1 e 2, respectivamente.

Tabela 19: Concentracdo (ng L) dos compostos detectados nas amostras de
agua bruta e tratada nas diferentes ETA de Campinas, a resposta esperada calculada
com base nos dados quimicos e a resposta observada obtida por BLYES (ngE2quiv L.

Concentracdo dos compostos (ng L) (NGE2equi, L)

Amostras
E1 E3 TIN BPA TCS ATz  CAF  Resposta Resposta
esperada observada

Rio Atibaia 5,1 40 <05 32 <02 3,0 1028 1,13 0,17
ETA 1 <0,8 <0,3 <0,5 <0,5 71 3,5 359 0,00 0,38
ETA 2 1,5 4.8 5,0 5,5 <0,2 45 648 0,31 0,8
ETA1e2 <0,8 <0,3 <0,5 5,7 <0,2 4,3 635 2,6x10° <0,01
ETA3e4 <0,8 <0,3 <0,5 7,7 <0,2 4,0 719 35x10° 0,12
Rio Capivari <08 <03 <05 <0,5 <02 37 1923 0,00 0,55
ETA Capivari <0,8 <0,3 <0,5 <0,5 <0,2 13 592 0,00 < 0,01

No rio Atibaia foram determinados E1, E3, BPA, ATZ e CAF. A atrazina nao foi
removida pelas ETA e estive presente na agua tratada nos mesmos niveis de
concentragdo do manancial (~ 4 ng L7). Os estrégenos naturais E1 e E3 foram
removidos com eficiéncia superior a 84 e 99 %, respectivamente pela maioria das ETA,
com excecdo da ETA 2, que apresentou concentragdes préximas ao LD para os dois
compostos. A remocao do BPA variou entre 76 e 98 % nas ETA 1, 2, 3 e 4. Além disso,
ndo houve diminuicdo representativa da atividade estrogénica observada nas amostras

tratadas provenientes do rio Atibaia.
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A amostra coletada no rio Capivari apresentou atividade estrogénica igual a
0,55 ngE2.uv L', e esta ndo foi associada a nenhum dos contaminantes abordados
neste trabalho. A amostra tratada coletada na ETA Capivari ndo apresentou atividade
estrogénica superior a 0,01 ngE2qquiv L™ que corresponde ao LD do bioensaio utilizado,
0 que indica uma porcentagem de remoc¢ao superior a 98 % na planta de tratamento.
Essa tendéncia também foi observada nas amostras coletadas durante as 13
campanhas amostrais onde, apesar dos altos valores de resposta observada para as
amostras do rio Capivari (entre 0,09 e 6,54 ngE2cquiv L"), as amostras de agua tratada
dos bairros Recanto do Sol e DIC IV, provenientes da ETA Capivari apresentaram
estrogenicidade entre 0,01 e 0,08 ngE2¢quiv L™ para a maioria das amostras em que a
resposta foi positiva (~ 60 %). Nas analises quimicas, foram detectados apenas atrazina
e cafeina nas amostras bruta e tratada do rio Capivari, sendo que a remocédo de
atrazina pela ETA Capivari foi de aproximadamente 65 %.

Na Figura 42 estao apresentadas as porcentagens de remocao de cafeina pelas
ETA de Campinas, as quais variaram entre 30 e 70 %. Trabalhos descritos na literatura
que avaliaram a remocao de cafeina por ETA apresentam remocdes entre 78 e 99 %
dependendo do tipo de tratamento aplicado (Loos et al., 2007; Stackelberg et al., 2007;
Togola e Budzinski, 2008; Wang et al.,, 2011). Stackelberg et al. (2007) reportaram
remocao de cafeina superior a 99 % em uma planta dos EUA empregando clarificacéo,
desinfeccéo e filtragdo em filtro de carvao ativo granulado.
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Figura 42: Porcentagem de remogédo de cafeina pelas diferentes estacdes de
tratamento de agua de Campinas. Desvio padrao médio <5 %.
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ESTACAO DE TRATAMENTO DE AGUA CONVENCIONAL

Os ensaios realizados na ETA Capim Fino avaliaram a eficiéncia de um
tratamento convencional com relagdo a remocao dos contaminantes emergentes. A
agua bruta proveniente do rio Corumbatai, em Piracicaba, apresentou seis dos 16
compostos investigados: estrona, estriol, triclosan, bisfenol A, atrazina e cafeina. As
concentragdes (ng L") nas diferentes etapas do tratamento estdo apresentas na Tabela
20, e a resposta obtida no bioensaio, bem com a calculada com base nas analises

quimicas estao apresentadas na Tabela 21.

Tabela 20: Concentracdes (ng L") dos compostos detectados na agua bruta do rio
Corumbatai e nas diferentes etapas do tratamento da ETA Capim Fino.

Concentracoes (ng/L)

Pontos
. E1 E3 TCS BPA ATZ CAF
amostrais
seca cheia | seca cheia| seca cheia |seca cheia | seca cheia| seca cheia
bruta 1,3 <08 | 42 <03| 1,7 200 |27,3 57 48 7,5 3131 4083
coagulada 0,8 <08 1] 39 <03 1,1 221 | 27 <05|130 6,9 (1786 2032
floculada 0,8 <08 |<03 <0310 168 |28 <05|1,3 7,8 |1308 2381
decantada <08 <08 [<03 <0315 11,3 |35 <05 1,1 13,6 |1392 997
filtrada <08 <08 (<03 <03 0,9 9,3 26 <0533 13511279 1088
tratada <08 <08 |<03 <03 0,7 141 |22 <0547 16,5|1345 930

Tabela 21: Resposta esperada, calculada com base nos dados quimicos e, a
resposta observada obtida por BLYES para as amostras coletadas na ETA Capim Fino.

(ngEzequiv L1)
Pontos
. Resposta esperada Resposta observada por BLYES
amostrais
seca cheia seca cheia
bruta 027 30x10° 0,68 0,37
coagulada 0,17 0,00 0,03 0,42
floculada 0,14 0,00 0,01 < 0,01
decantada 1,6 x 10° 0,00 0,01 < 0,01
filtrada 1,2x10° 0,00 0,01 < 0,01
tratada 1,0x 10° 0,00 0,06 < 0,01
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De maneira geral, a principal etapa de remogé&o dos contaminantes investigados
foi atribuida aos processos de pré-cloracéao e coagulacao. Nesta planta, nao foi possivel
coletar uma amostra bruta que tenha recebido cloro antes de receber o agente
coagulante (Figura 43). Assim, a amostra analisada denominada coagulada, contém o
cloro e 0o agente coagulante. O processo de desinfecgdo, no entanto, consiste do
conjunto das etapas de coagulacédo, floculacdo e decantagdo, e observou-se que
praticamente ndo houve diferengca nas amostras coletadas apds receberem o agente
coagulante, no floculador e no decantador.

Figura 43: Foto da ETA Capim Fino em Piracicaba, na primeira etapa do
tratamento, onde a agua bruta recebe cloro e 0 agente coagulante antes de chegar aos
floculadores.

O tratamento como um todo apresentou eficiéncia maxima de remogdo em torno
de 90 %. Os horménios estrona e estriol foram detectados apenas no periodo de
estiagem. As concentracbes de bisfenol A foram menores no periodo de cheia, e

compostos como triclosan, atrazina e cafeina foram quantificados em maiores
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concentragdes no periodo de elevada pluviosidade. Na Figura 44 estdo apresentados

as concentragdes dos compostos em cada etapa do tratamento.

O rio Corumbatai, assim como o rio Atibaia e o rio Capivari, apresentou maior
atividade estrogénica na amostra coletada no periodo de estiagem. O processo de
desinfeccao foi eficiente na diminuicdo da atividade estrogénica que atingiu valores
proximos ao LD. Nas amostras coletadas na cheia, a atividade estrogénica atingiu
valores menores que 0,01 ngE2¢quiv L' apenas coma adicdo de cloro e o agente

coagulante.

Bl cheia
Bl seca

S
C(ngL?

Figura 44: Concentracdes dos seis contaminantes determinados em cada etapa
do tratamento convencional da planta da ETA Capim Fino (SEMAE Piracicaba). O
vermelho refere-se as amostras coletadas no periodo de seca (agosto/2010) e, o azul,
as amostras coletadas no periodo de cheia dos rios (fevereiro/2011).

129



Contaminantes emergentes em dgua tratada e seus mananciais: sazonalidade, remogéo e atividade estrogénica.

CONTAMINANTES EMERGENTES NA AGUA SUBTERRANEA

Em Campinas 0,07 % da populacao é abastecida com agua proveniente de pocos
rasos, construidos e mantidos pelos préprios moradores e, pocos profundos, instalados
pela SANASA que capta a agua, adiciona cloro, abastece os reservatérios locais e
distribui a uma pequena parte da populagao.

O bairro Recanto dos Dourados esta localizado na regiao leste Campinas, ao lado
do rio Atibaia, juntamente com os bairros Parque dos Pomares, Parque Xangrila e
Carlos Gomes. E um bairro composto por chacaras residenciais, ndo ha rede de esgoto
e nem asfalto no local. Ha cerca de trés anos, a SANASA implantou a rede de agua que
abastece a populacdo com agua clorada de pogos profundos perfurados na regido. No
entanto, muitos moradores ainda utilizam pocos rasos residenciais como fonte de agua
tratada.

Em cinco campanhas (3C, 4C, 5C, 11C e 13C) foram coletadas amostras de uma
residéncia desta regiao (Recanto dos Dourados) onde a agua proveniente de pocos
rasos é consumida sem nenhum tratamento. Dos 16 contaminantes estudados, foram
detectados apenas bisfenol A e atrazina. No entanto, a atividade estrogénica obtida por
BLYES variou entre 0,01 e 3,23 ngE2¢quiv L' (Tabela 22). Nestes casos, a atividade
estrogénica positiva indica contaminagdo do lengol freatico por outros compostos
interferentes endocrinos que ndo estdo sendo abordados neste trabalho e que

potencializam este efeito.

Em junho de 2011, um dos pocgos profundos que abastece a regido foi amostrado,
juntamente com o pogo raso residencial estudado ao longo do trabalho. Nesta
amostragem foram coletadas amostras clorada e néo clorada do poco da SANASA e,
agua do poco raso (~ 7 metros) no bairro Recanto dos Dourados. Na Tabela 22 estédo
apresentados os resultados obtidos para as amostras de agua subterrdnea coletadas

em Campinas.
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Tabela 22: Resposta observada por BLYES (ngEZ2equiv L") e as concentragdes
(ng L") para os dois dos 16 compostos detectados nas amostras de agua subterranea

Campinas.
Campanha amostral Resposta observada ATZ BPA
(NGE2equiv L) (ng L") (ng L)
3C (jul /10) 0,24 <24 <05
4C (ago/10) 0,04 2,9 27
5C (ago/10) - 4.1 <05
11C (fev/11) 3,23 3,5 19
13C (abr/11) 0,01 <24 25
poco raso (jun/11) 1,72 5,0 10
pogo SANASA néo clorada 0,36 3,1 37
pogo SANASA clorada 4,28 <24 7

Foi possivel observar que a cloracdo removeu cerca de 80 % de bisfenol A, mas
provocou um aumento na atividade estrogénica das amostras, que pode estar
associado a formacao de produtos de degradacao derivados da cloragdo das amostras.
No entanto, ndo foi possivel elucidar os mecanismos de reacdo do cloro com o0s

contaminantes durante este trabalho.

Loos et al. (2010b) avaliaram a presenca de 59 contaminantes emergentes em
164 amostras de agua subterrdnea de 23 paises europeus. Dentre eles, a atrazina foi
determinada em 56 % das amostras com média igual a 8 ng L™ e concentragdo maxima
de 253 ng L' e o bisfenol A foi determinado em 40 % das amostras com concentrag&o
média de 79 ng L' e maxima de 2 299 ng L. Além desses, a cafeina foi detectada em
83 % das amostras com concentracdo maxima de 189 ng L™
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CONCLUSOES

As analises realizadas em aguas tratadas da cidade de Campinas apontaram a
presenca de seis dos 16 compostos investigados em pelo menos uma amostra. A
estrona foi detectada apenas uma vez. As maiores concentracoes de atrazina foram
determinadas nas amostras provenientes do rio Capivari. A fenolftaleina foi
determinada em apenas uma campanha em todas as amostras provenientes do rio
Atibaia. As concentracdes médias de bisfenol A e triclosan foram 7 e 17 ng L™,
respectivamente, o que representou baixa remocéao pelas ETA. E finalmente, todas as
amostras analisadas apresentaram concentracbes de cafeina que variaram
significativamente entre os periodos de seca e cheia dos rios.

Nos mananciais que abastecem a cidade, 13 dos 16 compostos investigados
foram determinados em pelo menos uma amostra, sendo que os estrogénios sintéticos
levonorgestrel, mestranol e dietilestilbestrol ndo foram determinados em concentra¢oes
acima do limite de deteccao do método analitico. Nas amostras de agua superficial as
concentragbes dos contaminantes e a frequéncia de deteccdo foram maiores

comparadas aquelas determinadas na agua tratada.

A cafeina, empregada como indicador de atividade antrdpica, foi determinada em
todas as amostras analisadas neste trabalho em concentracbes da ordem de
microgramas por litro. No rio Capivari, a média de cafeina foi de 11,8 ug L™, no rio
Atibaia, foi de 1,8 pg L e, nas amostras de &gua tratada as concentragdes variaram
entre 0,005 e 5,8 ug L' com média de 0,77ug L™.

Todas as amostras de agua subterranea coletadas no bairro Recanto dos
Dourados, em Campinas, apresentaram atividade estrogénica embora nao tenham sido

quantificados concentragdes elevadas dos compostos abordados neste trabalho.
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As estacdes de tratamento de agua de Campinas, operando no sistema
convencional foram capazes de remover entre 30 e 99 % dos contaminantes

investigados.

Os ensaios na ETA Capim Fino apresentaram remocdao maxima de 90 % dos
compostos determinados na agua bruta pelo tratamento convencional, e indicou a pré

cloracéo e a coagulacdo como a principal etapa de remocao.

A analise do perfil diuturno nos mananciais apontou uma pequena diminui¢do nas
concentracdes de cafeina e estrégenos no periodo noturno, mas nenhuma tendéncia foi
observada para os xenoestrogénios. O perfil semanal indicou apenas uma tendéncia de
aportes pontuais de bisfenol A e triclosan. Para os demais compostos, n&o foi
observada variagdes significativas ao longo da semana.

A otimizagao do preparo de amostras promoveu uma diminuicdo na contaminacao
e das perdas pelo armazenamento uma vez que as amostras comegaram a ser tratadas
imediatamente apo6s as coletas. O uso das curvas extraidas promoveu a aquisicao de
resultados mais fidedignos, principalmente para as amostras de agua tratada, apesar
de ter elevado os limites de deteccao do método.

Os resultados de atividade estrogénica endossaram a baixa eficiéncia das ETA na
remocdo de compostos interferentes endocrinos, principalmente no periodo de
estiagem, uma vez que 40 % das amostras de agua tratada apresentaram
estrogenicidade positiva para o bioensaio empregado. Todas as amostras de agua
bruta apresentaram estrogenicidade que variou entre 0,06 e 6,54 NgE2¢uy L. O
BLYES apresentou-se como uma ferramenta simples, que pode ser empregada na
avaliagédo rotineira da qualidade da agua distribuida a populagdo no diagnéstico de

potencial interferéncia endécrina.

N&o houve correlagcédo entre a resposta obtida por BLYES e a resposta esperada
calculada com base nos contaminantes detectados e suas respectivas

estrogenicidades, 0 que permite pressupor que outros compostos ndo abordados neste
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trabalho estariam potencializando esses efeitos, mesmo que efeitos antagbnicos

tenham sido observados nas amostras de agua bruta.

A melhor correlacdo entre as respostas quimica e bioldgica foi obtida com a
cafeina, que ndao é um composto interferente enddcrino, mas a sua presenga no
manancial esta associada ao aporte de esgoto bruto que consequentemente lanca
inumeros outros contaminantes estrogénicos nos corpos d’agua. Na agua tratada, a
presencga de cafeina indica a baixa eficiéncia de remogédo de contaminantes organicos
pelos sistemas convencionais de tratamento de agua. Reforgcando a hipétese de usa-la
como um tracador, a sua determinacdo pode ser feita com técnicas analiticas mais

simples e de menor custo, ideal para analises de rotina.

Finalmente, os resultados apresentados neste trabalho apresentam um
diagnéstico sazonal da qualidade da agua tratada distribuida a populacdo de um
municipio com alta densidade populacional e sérios problemas de saneamento basico,
cenario muito comum em diversas cidades do Brasil e do mundo. Até o momento, nao
existe legislacdo ambiental que inclua os contaminantes emergentes. A apresentacao
do problema, no entanto, fornece subsidios reais para que as agéncias regulatérias e
orgaos do governo obrigados a garantir a qualidade dos mananciais para seus multiplos
usos possam direcionar pesquisas e discussdes no sentido de estabelecer os melhores
padrbes para a preservagdo da vida aquatica, conservagdo dos mananciais e
potabilidade da agua distribuida a populagdo, no que se referem os contaminantes

emergentes.
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ANEXO 1:
DETERMINACAO DE INTERFERENTES ENDOCRINOS POR HPLC-DAD-FL

Na primeira etapa do trabalho foi desenvolvido e validado, a partir de dados
descritos na literatura (Montagner e Jardim, 2011; Sodré et al., 2007; Ribeiro et al.,
2007; Yoon et al., 2003; Lopez de Alda e Barceld, 2000; Snyder et al., 1999), um
método analitico para a determinacdo de quinze compostos classificados como
interferentes endécrinos utilizando a extracdo em fase soélida (SPE) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos (HPLC-DAD) e
fluorescéncia (HPLC-FL). Os compostos investigados foram: cinco estrogénios naturais:
estrona, 17B-estradiol, estriol, progesterona e testosterona; dois estrogénios sintéticos:
17a-etinilestradiol e dietilstilbestrol; dois surfactantes: 4-octilfenol e 4-nonilfenol; o
bisfenol A, e cinco ésteres ftalicos: dimetilftalato, dietilftalato, benzilbutilftalato,
dibutilftalato, dioctilftalato.

O método foi empregado na determinacdo dos contaminantes em duas
campanhas amostrais a fim de se obter um perfil inicial sobre a situagdo da agua

tratada distribuida a populagdo de Campinas.
EXPERIMENTAL

A extragcdo dos analitos de interesse empregou a SPE utilizando como fase
extratora cartuchos Oasis HLB (Waters). A separacao por HPLC foi realizada em um
aparelho Shimadzu, modelo SCL 10AVP, equipado com uma coluna de guarda
Shimpack G-ODS(4) octadecil de 4 mm de didmetro interno, marca Shimadzu e uma
coluna de separacao Shiseido Co. modelo CAPCLLE PAK C18 AG120 S-5 um, de 250
mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno. Acetonitrila e agua foram os
solventes utilizados como fase mével a uma vazdo de 0,8 mL min”. Estes foram
degaseificados antes de serem bombeados por uma estacdo LC 10A DVP. Dois
detectores foram empregados nas anadlises: um detector na regido do ultravioleta com
arranjo de fotodiodos, modelo SPD-M10VP, e um detector por fluorescéncia molecular,
modelo RF-10A XL, ambos da Shimadzu.
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Para otimizar a separacédo dos quinze compostos, parametros relacionados a fase
movel como pH, vazao e gradiente de concentragdo foram avaliados a fim de aumentar

a eficiéncia da analise cromatogréfica.

Para a construcao da curva analitica, toda a vidraria foi calibrada de acordo com
0s padroes da ISO 17025. Para a pesagem dos padrdes secos foi utilizada uma
balanca (METTLER AE 200) também calibrada, assim como foram calibradas as
pipetas volumétricas marca EPPENDORF empregadas no preparo dos quinze padroes
mistos com concentragdes entre 0,01 e 10 mg L.

Além das amostras, foi feito um branco utilizando agua ultrapura e um teste de
recuperacdo dos analitos com duas amostras fortificadas contendo os quinze
compostos em concentragdes de 1 e 10 pg L™.

Foram realizadas duas campanhas amostrais, a primeira no més de outubro de
2007, em um periodo correspondente ao final da estiagem do ano e, a segunda, em

janeiro de 2008, periodo caracterizado por um grande volume de chuvas.

A 4gua tratada foi amostrada em 10 residéncias distribuidas em diferentes pontos
da cidade e provenientes de todas as ETA, tanto as oriundas do rio Atibaia, como do rio
Capivari. A Tabela A7 apresenta os bairros onde foram realizadas as coletas nesta
primeira fase do trabalho. As amostras foram coletadas diretamente da tubulacédo de
entrada dos domicilios e, portanto ndo tiveram contato com as caixas d'agua
reservatorio residenciais. A extragdo dos analitos se iniciou poucas horas depois da
coleta.

Durante a segunda campanha, além da agua tratada, foram coletadas aguas
brutas dos rios Atibaia e Capivari ao lado das estagbes de captacdo da SANASA.
Nesse caso as amostras foram previamente filtradas em membranas de microfibra de
vidro (Millipore) e em seguida em membranas de acetato de celulose de 0,45 ym de

porosidade (Sartorious) antes da extracdo dos analitos por SPE.
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Tabela A1: Locais de amostragem de agua tratada no municipio de Campinas.

Pontos amostrais Bairro CRD proveniente

P01 Centro ETA 1 e 2 (rio Atibaia)
P02 Jardim dos Oliveiras ETA 1 e 2 (rio Atibaia)
P03 Jardim Santa Amalia ETA 3 e 4 (rio Atibaia)
P04 Jardim Bela Vista ETA 3 e 4 (rio Atibaia)
P05 Bardo Geraldo ETA 3 e 4 (rio Atibaia)
P06 Vila Miguel Vicente Cury ETA 3 e 4 (rio Atibaia)
P07 Vila 31 de marcgo ETA 3 e 4 (rio Atibaia)
P08 Sousas ETA 3 e 4 (rio Atibaia)

RESULTADOS

Foram extraidos 3 L de agua tratada e 1 L de agua bruta previamente percoladas
por SPE. Os cartuchos foram condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de agua
ultrapura. A amostra foi percolada pelo cartucho a uma vazao de 10 mL min™'. A eluicdo
foi feita empregando 8 mL de metanol e 4 mL de acetonitrila. O solvente foi removido
com nitrogénio e os analitos redissolvidos em 500 pyL de acetonitrila, proporcionando
dessa forma um fator de concentracdo de 6000 vezes para as amostras de agua
tratada e 2000 vezes para a agua bruta.

A extragéo dos analitos da amostra foi iniciada poucas horas depois da coleta e os

extratos ficaram armazenados em temperatura préoxima a 4 °C até serem analisados.

A separacao dos compostos, realizada por cromatografia liquida, empregando um
gradiente de fase mével variou a concentracao de acetonitrila em agua de 35 a 100 %
em 45 minutos a uma vazdo de 0,8 mL min” sem o ajuste de pH que portanto,

manteve-se em aproximadamente 6,5.
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A deteccdo dos compostos utilizou os detectores de arranjo de diodos e
fluorescéncia. Dois comprimentos de onda (A) foram ajustados para a deteccao
utilizando o arranjo de diodos. Em 240 nm foi possivel quantificar progesterona,
testosterona e dietilestilbestrol, e em 280 nm, estrona, e os cinco ftalatos. A deteccao
por fluorescéncia (Aexcitagao= 270 NM € Aemissao= 310 nm) foi empregada na quantificagéo
de estriol, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, 4-octilfenol, 4-nonilfenol e bisfenol A. A
Figura A7 resume o método analitico empregado e as Figuras A2 e A3 apresentam 0s
cromatogramas para uma solugcdo padrdo 10 pg L™ contendo os 15 compostos de

interesse detectados por arranjo de diodos e fluorescéncia, respectivamente.

1L agua bruta

Filtragcdo em
membrana de
acetato de
celulose 0,45 um

I 3 L agua potavel I

SPE - Cartucho
Oasis HLB (Waters)
500 mg (15 x 20 mm)

Coluna C 18 (4,6 mm DI x 250 mm)

l

<

Volume de injecao: 20 pL

separagao por HPLC

Gradiente de FM:
35a 100 % ACN em agua
Vazio: 0,8 mL min ™

i

/’

condicionamento:
6 mL metanol

+
6 mL agua deionizada

!

I amostra a 10 mL min™ I

'

eluicao:
2 x 4 mL metanol
+

4 mL acetonitrila

'

I secagem do solvente com N, I

deteccao UV/DAD - FL

/\

—

\I redissolucao em 500 pL de ACN I

N

UV/DAD (240 nm)

progesterona
testosterona
dietilestilbestrol

UV/DAD (280 nm)

estrona
dimetilftalato
dietilftalato
benzilbutilftalato
dibutilftalato
dioctilftalato

fluorescéncia

estriol
17B-estradiol
17a-etinilestradiol
4-octilfenol
4-nonilfenol
bisfenol A

Figura A1: Esquema do método analitico empregado para determinacdo de
contaminantes emergentes em amostras de dgua bruta e tratada usando SPE- HPLC-

DAD-FL.
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Figura A2: Cromatograma tipico da separagéo dos quinze compostos analisados
por HPLC-DAD. Em preto a detecgdo empregando A de 240 nm e, em vermelho A de
280 nm. Em verde, o cromatograma de um extrato branco.

bisfenol A
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Figura A3: Cromatograma tipico da separacao dos seis compostos analisados por
HPLC-FL. O comprimento de onda de emissao foi 270 nm, e de excitagdo de 310 nm.

Foram feitos testes de recuperagdo com duas solugdes de 1 L cada contendo 1,0
e 10 ug L dos analitos de interesse. A recuperacgéo variou entre 50 e 130 % (Tabela
A2) e pOde ser considerada satisfatéria dada a complexidade das amostras e a
concentragdo em que sdo encontradas em matrizes ambientais. O fator de
concentragdo dos compostos para esses testes foi de 2.000 vezes. Um branco foi feito
com 3 litros de 4gua deionizada e, a partir dele, ndo foi encontrado nenhum interferente
para essa andlise. Na Tabela A2 estao apresentados também os LD calculados por
(3s/b) e LQ (10s/b) para as amostras de agua tratada, onde ‘s’ é a estimativa do desvio

padrao e ‘b’ é a sensibilidade da curva analitica.
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Tabela A2: Limites de detecgao (LD) e quantificacdo (LQ) dos 15 compostos para
amostras de agua tratada, considerando um fator de concentracao de 6.000 vezes, e a
porcentagem de recuperacdo para amostras fortificadas contendo de 1,0 e 10 ug L™.

LD LQ % recuperacao
Compostos 4 4 P P
(ng L") (ng L”) TuglL 10ug L
Detecgéao por UV / DAD (A=240 nm)
testosterona 8 27 99,5 93,1
dietilstilbestrol 12 38 72,8 58,9
progesterona 6 19 87,7 83,5

Detecgao por UV /DAD (A=280 nm)

estrona 54 178 62,7 86,3
dimetilftalato 72 241 nd nd

dietilftalato 41 136 46,3 50,4
benzilbutilftalato 56 187 57,2 77,8
dibutilftalato 79 262 130 70,7
dioctilftalato 23 78 111 48,8

Deteccao por fluorescéncia

estriol 31 368 88,0 75,8
bisfenol A 31 121 99,9 94,2
17B-estradiol 34 702 87,8 81,4
17a-etinilestradiol 25 294 87,1 80,9
octilfenol 27 82 47,1 59,7
nonilfenol 29 55 66,7 52,5

Foram realizadas duas campanhas amostrais. A primeira em um periodo de seca,
onde foram coletadas, em 23 de outubro de 2007, seis amostras de agua tratada (P01,
P05, P06, P07, P08 e P09). Na segunda campanha, realizada em um periodo de
chuvas, as coletas foram realizadas entre os dias 16 e 21 de janeiro de 2008, em que
além das amostras coletadas na primeira campanha, foram incluidas mais quatro locais
de coleta de agua tratada (P02, P03, P04 e P10) e duas amostras de agua bruta (ao
lado das estacdes de captagdo da SANASA nos rios Atibaia e Capivari).

Dentre os quinze compostos analisados, cinco deles foram determinados em
amostras de agua tratada em concentragées maiores que os limites de quantificagéo do

método. Foram dois plastificantes, o dibutilftalato e o dioctilftalato; dois surfactantes,
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octilfenol e o nonilfenol, e um hormdnio, o estriol. Nas Tabelas A3 e A4 estado
apresentados os resultados obtidos nas duas campanhas. Os compostos nao
detectados acima dos limites de quantificacdo do método analitico nao foram incluidos
nessas Tabelas.

Tabela A3: Concentracdo (ng L") dos 5 compostos determinados nas 6 amostras
de agua tratada da 1° campanha amostral realizada em 2007 durante um periodo de
estiagem.

Amosiras dibutilftalato dioctilftalalto octilfenol nonilfenol estriol
(ng L") (ng L") (ngL”) __ (ngL”) (ng L)

8.878 281 <LQ < LD < LD

PO1

P05 6.105 288 < LQ < LQ < LD

P06 4.821 121 <LQ <LQ < LD

P07 8.781 < LD <LQ < LD 125

P08 5.206 < LD < LD < LD < LD

Tabela A4: Concentracgdo (ng L) dos 4 compostos determinados nas 10 amostras
de agua tratada da 2° campanha amostral realizada em 2008 em um periodo de alta
pluviosidade.

Amostras dibutilftalato  dioctilftalalto octilfenol nonilfenol
(ng L) (ng L) (ng L) (ng L")

PO1 9.553 438 < LD < LD

P02 4.771 475 117 130

P03 5.425 201 115 <LD

P04 6.839 169 < LD <LD

P05 6.902 419 171 <LD

P06 11.585 249 129 < LD

P07 7.180 193 <LD < LD

P08 3.427 175 <LD < LD
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O estriol € um estrogénio natural que é excretado diariamente pela urina dos
mamiferos. Foi detectado na amostra P07 (Vila 31 de marco, regiao leste de Campinas)
que recebe agua proveniente das ETA 3 e 4 do rio Atibaia, porém em concentragcéao
inferior ao limite de quantificacdo do método.

Os surfactantes 4-octilfenol e 4-nonilfenol foram determinados na primeira
campanha apenas na amostra P09 (Recanto do Sol Il, regido sul de Campinas) a qual é
proveniente da ETA Capivari. As concentracdes desses compostos nesse ponto
amostral diminuiram na segunda campanha, ficando menor que o limite de deteccao
para o 4n-NP. Porém, nesse periodo de alta pluviosidade, outros quatro locais
amostrados apresentaram concentragdes entre 115 e 170 ng L™ desses contaminantes.

O dioctilftalato foi determinado em 50 % das amostras da primeira campanha, e
esse indice aumentou para 90 % na segunda campanha, onde também se observou um
aumento na concentracao desse analito no periodo de cheia dos rios.O dibutilftalato foi
determinado em todas as amostras de agua tratada em concentracées que variaram
entre3,4e11,5ugL™".

Na segunda campanha, além da agua tratada, foram analisadas duas amostras de
agua bruta dos mananciais, rios Atibaia e Capivari. A Tabela A5 apresenta os
resultados obtidos para cada um dos quinze compostos de interesse bem como o0s
respectivos limites de deteccdo e quantificagdo para um fator de concentracao de 2.000

vezes.

No rio Atibaia, principal corpo d’agua que abastece o municipio de Campinas
foram determinados os plastificantes dibutilftalato e dioctilftalato além do horménio
testosterona em concentracdo préxima a 330 ng L'. No rio Capivari, foram

determinados além desses trés contaminantes, o estriol e o 4n-octilfenol.
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Tabela A5: Limites de deteccédo (LD) e quantificacédo (LQ) dos quinze compostos
analisados em 1 litro de agua bruta e, concentragdo (ng L) dos contaminantes nas
amostras dos rios Atibaia e Capivari durante o periodo de cheia dos rios.

Compostos LD _1 LQ ) _ C_on?entragéo _(ng L"_) _
(ng L") (ng L") rio Atibaia rio Capivari
estrona 162 534 < LD < LD
17B-estradiol 102 2.106 < LD < LD
estriol 93 1.104 <LD 1.398
progesterona 18 57 < LD <LD
testosterona 24 81 329 175
17a-etinilestradiol 75 882 < LD < LD
dietilstilbestrol 36 114 < LD < LD
octilfenol 81 246 < LD 255
nonilfenol 87 165 < LD < LD
bisfenol A 93 363 <LD <LD
dimetilftalato 216 723 <LD <LD
dietilftalato 123 408 <LD <LD
benzilbutilftalato 168 561 < LD < LD
dibutilftalato 237 786 3.378 2.953
dioctilftalato 69 234 674 465
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CONCLUSOES SOBRE O USO DO HPLC-DAD E HPLC-FL

O método proposto mostrou-se satisfatério para a determinacdo dos quinze
compostos interferentes endoécrinos em agua, sendo, os limites de deteccao
dependentes dos fatores de concentracao obtidos durante a etapa de extracdo. Para 1
L de amostra, os limites de quantificacdo obtidos entre (57 e 2.106 ng L") nao
atenderam as necessidades principais do projeto relacionadas a quantificacao de
contaminantes emergentes em concentragdes de sub-ng L', as quais ja sdo
responsaveis por causarem efeitos a saude em diversos seres vivos expostos

cronicamente a essas substancias.

Por outro lado, o HPLC-DAD e HPLC-FL sao ferramentas analiticas mais simples
e de menor custo que o LC-MS/MS que podem ser utilizadas na quantificacdo desses
contaminantes em amostras de aguas superficiais e de esgoto, onde as concentracdes

obtidas séo de pg L™.

As concentracbes dos cinco compostos determinados nas amostras de agua
tratada foram consideradas altas para essa matriz, sendo que estas foram ainda
maiores nas amostras dos mananciais, o0 que demonstra uma baixa eficiéncia de

remocao deles pelas estacdes de tratamento de agua.

A partir dessa primeira analise exploratoria, foram selecionados dez dos quinze
compostos para serem estudados com maiores detalhes ao longo do trabalho. Estes, e
outros seis incorporados posteriormente ao método, poderiam ser detectados
simultaneamente por LC-MS/MS, o qual foi adquirido pelo LQA durante o Projeto
Tematico FAPESP 07/58449-2 “Ocorréncia e Atividade Estrogénica de Interferentes
Endécrinos em Agua para Consumo Humano e em Mananciais do Estado de Sao
Paulo” e instalado em dezembro de 2008.

Os ésteres ftalicos ndo foram considerados nas analises futuras, principalmente
pelo alto risco de contaminagédo, uma vez que varios tubos e conexdes do equipamento
sdo confeccionados com materiais plasticos e nado foi possivel obter um branco

adequado a quantificacdo em concentracdes tracos.
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ANEXO 2:
RESULTADOS DO BIOENSAIO PARA AGUAS TRATADAS E SUPERFICIAIS

ANEXO 2: Resultados quimicos (ng L") e biolégicos (ngE2equiv L) obtidos para as
amostras de agua tratada e superficial. A resposta observada foi obtida por BLYES, e a
resposta esperada refere-se a resposta calculada com base nas anélises quimicas e na

poténcia relativa de cada composto expressa ao lado das concentragdes.

Sendo:

1C — 13C: campanhas amostrais;

CE: ponto amostral de agua tratada no Centro;

NE: ponto amostral de dgua tratada no Nova Europa;

MSA: ponto amostral de agua tratada no Mansées Santo Anténio;
BV: ponto amostral de 4gua tratada no Jardim Boa Vista;

SS: ponto amostral de agua tratada em Sousas;

BG: ponto amostral de agua tratada em Barao Geraldo;

RS: ponto amostral de agua tratada no Recanto do Sol Il;

DIC: ponto amostral de 4gua tratada no DIC IV;

2065: ponto amostral no rio Atibaia a montante do ponto de captagcédo e do aporte
do ribeirdo Pinheiros;

ATB: ponto amostral no rio Atibaia ao lado da estagdo de captacéo de agua;

CAP: ponto amostral no rio Capivari ao lado da ETA Capivari.
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ANEXO 2: Resultados quimicos (ng L) e bioldgicos (ngE2¢quiv L") das amostras de agua tratada de Campinas.

Amostra Resposta Resposta E1 (0,20) | Phph  (2,37E-07) | BPA  (4,60E-06) | TCS ATZ CAF
observada | esperada

1C CE < 0,01 2,01E-06 8,5 2,0E-06 nd 488
1C NE < 0,01 1,04E-04 10,8 2,6E-06 22 1,01E-04 nd 665
1C MSA < 0,01 8,35E-05 14,8  3,5E-06 17,4  8,00E-05 24 nd 794
1C BV 0,01 4,90E-06 20,7 4,9E-06 21 nd 814
1C SS < 0,01 1,23E-04 13,2 3,1E-06 26 1,20E-04 nd 565
1C BG < 0,01 1,35E-06 5,7 1,3E-06 17 nd 458
1C RS 0,2 0 22 nd 579
1C DIC < 0,01 0 nd 829
3C CE 0,02 0 95
3C NE 0,02 0 47
3C MSA 0,1 0 65
3C BV 0,06 0 65
3C SS 0,66 0 77
3C BG 0,01 0 70
3C RS 0,01 0 122
3C DIC < 0,01 0 93
4C CE 0,08 7,36E-06 1,6 7,36E-06 0,9 1204
4C NE 0,23 1,79E-05 3,9 1,79E-05 1,1 845
4C MSA 1,33 1,43E-05 3,1 1,43E-05 1,4 756
4C BV 0,02 1,01E-05 2,2 1,01E-05 4.1 1409
4C SS 0,04 1,15E-05 2,5 1,15E-05 2,7 1066
4C BG 0,01 0 2,8 1009
4C RS 0,08 0 231 1384
4C DIC 0,01 0 88 1273
9C CE < 0,01 0 15,6 149
9C NE < 0,01 0 39 81
9C MSA < 0,01 0 7,4 261
9C BV < 0,01 0 7,3 114
9C SS < 0,01 0 6,6 47
9C BG < 0,01 0 16 100
9C DIC 0,01 0 28 69
10C CE 0,06 6,90E-06 1,5 6,90E-06 7.1 42 241
10C NE 0,13 1,33E-05 2,9 1,33E-05 16,6 21 304
10C MSA < 0,01 0 17 444
10C BV < 0,01 1,70E-05 3,7 1,70E-05 35 239
10C SS < 0,01 1,15E-05 2,5 1,15E-05 29 686
10C BG < 0,01 0 38 305
10C RS < 0,01 0 55 498
10C DIC < 0,01 1,10E-05 2,4 1,10E-05 68 511
11C CE < 0,01 1,52E-05 3,3 1,52E-05 14 432
11C NE 0,02 1,29E-05 2,8 1,29E-05 17 414
11C MSA < 0,01 2,44E-05 5,3 2,44E-05 9,5 510
11C BV < 0,01 5,98E-06 1,3 5,98E-06 15 671
11C SS < 0,01 9,66E-06 2,1 9,66E-06 7 1016
11C BG < 0,01 1,89E-05 4.1 1,89E-05 15,6 458
11C RS < 0,01 0 520 574
11C DIC < 0,01 1,38E-05 3 1,38E-05 354 795
12C CE < 0,01 4,60E-05 10 4,60E-05 13 248
12C MSA < 0,01 5,06E-05 11 5,06E-05 15 330
12C BV < 0,01 4,14E-05 9 4,14E-05 30 262
12C SS < 0,01 3,22E-05 7 3,22E-05 17 364
12C BG < 0,01 7,82E-05 17 7,82E-05 40 47
12C RS 0,01 9,90E-01 5 0,99 21 9,66E-05 687 801
12C DIC < 0,01 5,06E-05 11 5,06E-05 684 430
13C CE < 0,01 9,20E-06 2 9,20E-06 11 431
13C MSA 0,45 2,76E-05 6 2,76E-05 11 561
13C BV < 0,01 1,84E-05 4 1,84E-05 7 437
13C MSA < 0,01 4,60E-05 10 4,60E-05 8 398
13C BG < 0,01 4,60E-05 10 4,60E-05 28 57
13C RS 0,04 3,68E-05 8 3,68E-05 89 428
13C DIC < 0,01 3,68E-05 8 3,68E-05 81 366
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ANEXO 2: Resultados quimicos (ng L) e bioldgicos (ngE2equy L'') das amostras de &

ua superficial de Campinas (SP).

Amostra Resposta | Resposta |[E1 0,20 |E2 1 E3 3E-03 [TTN 2,8E-05 |EE2 7,9 |BPA 4,6E-06 | NP 3,8E-03 | Phph 2,4E-07 | TCS ATZ CAF OP
observada | esperada
1C 2065 0,07 1,24 6,1 1,21 10,6 0,03 141 0,0006 17,1  4,0E-06 | 36 nd 919
3C 2065 0,37 0,06 0,3 0,06 2 9E-06 nd 343
4C 2065 1,10 3,11 1,5 030 |28 28 |39 0,01 17,3 8E-05 0,8 1907
5C 2065 1,01 1,91 35 069 [12 12 |54 0,02 |1,6 5E-05 | 3,1 1,7 4,0E-07 |10 2 9680
6C 2065 1,37 0,98 49 097 2,8 0,01 |1,6 5E-05 5,2 2E-05 225 3 4737
8C 2065 0,24 1,74 88 1,74 6,2 274
9C 2065 0,36 1,94 98 1,94 83 279
10C 2065 | 0,07 0,85 43 0,85 17,6 8E-05 7 645
11C 2065 | 0,20 1,17 59 1,17 27,5 0,0001 17 7 874
12C 2065 | 0,60 0,32 1 0,20 38 0,12 9 4E-05 31 533
13C 2065 | 0,53 0,86 4 0,79 23 0,07 21 1E-04 72 402
1C ATB 0,19 0,93 4,7 0,93 123 0,0006 33 7,8E-06 | 37,5 nd 700
3C ATB 46,88 21,88 36 0,71 |21 21 (20 0,01 2,4 19 |2 9E-06 |27 0,10 1,2 2,8E-07 | 4,5 nd 366 15
4C ATB 1,18 3,01 1,5 030 |27 27 |4 0,01 21 1E-04 75 1766
5C ATB 1,04 2,65 32 063 [20 20 (68 0,02 |24 7E-05 | 2,7 10 5E-05 2,0 4,7E-07 | 8 7 8626
6C ATB 3,88 1,05 52 1,03 5,6 0,02 |1,2 3E-05 5,2 2E-05 29,5 16 5925
8C ATB 1,40 2,40 12 2,40 6,7 241
9C ATB 0,10 1,50 76 1,50 11 307
10C ATB | 0,06 0,94 45 0,89 17 0,05 26 0,0001 8 13 674
11C ATB | 0,93 1,13 57 1,13 22,4 0,0001 12 3 706
12C ATB | 0,34 0,20 1 0,20 31 17 8E-05 31 569
13C ATB | 0,36 0,40 2 0,40 24 96 0,0004 28 511
1C CAP 3,24 0,05 16,5 0,05 nd 19255 31
3C CAP 0,94 0,02 0,1 0,02 2 9E-06 nd 698
4C CAP 1,88 2,87 1,3 0,26 |26 26 |43 0,01 7,7 4E-05 91 6276
5C CAP 3,14 1,96 21 042 |15 15 |152 0,05 |39 0,0001 1,6 3,8E-07 | 49 68 41750
6C CAP 0,94 3,96E-05 1,4 4E-05 8,3 37,5 9676
8C CAP 0,40 0,00 2,2 6,3 3047
9C CAP 0,09 1,60 8,1 1,60 51,4 0,0002 455 86 668
10C CAP | 0,29 0,04 11,3 0,04 9,1 4E-05 200 11606
11C CAP | 0,52 9,80E-05 21,3 1E-04 8 10808
12C CAP | 0,38 1,27 6 1,19 25 0,08 34 0,0002 611 3855
13C CAP | 6,54 0,35 114 0,35 35 0,0002 103 22533
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ANEXO 3:
CONCENTRACAO DOS COMPOSTOS NAS AGUAS TRATADAS E
SUPERFICIAIS DE CAMPINAS (SP)

ANEXO 3: Concentragdes (ng L), média, desvio padrao e freqiiéncia de deteccao
dos 16 contaminantes emergentes abordados neste trabalho nas amostras de agua
tratada e superficial, coletadas nas 13 campanhas amostrais realizadas durante abril de
2010 e abril de 2011.

Sendo:

1C — 13C: campanhas amostrais;

CE: ponto amostral de agua tratada no Centro;

NE: ponto amostral de agua tratada no Nova Europa;

MSA: ponto amostral de agua tratada no Mansées Santo Anténio;
BV: ponto amostral de 4gua tratada no Jardim Boa Vista;

SS: ponto amostral de agua tratada em Sousas;

BG: ponto amostral de agua tratada em Barao Geraldo;

RS: ponto amostral de agua tratada no Recanto do Sol Il;

DIC: ponto amostral de 4gua tratada no DIC 1V;

ATB2065: ponto amostral no rio Atibaia a montante do ponto de captacédo e do
aporte do ribeirdo Pinheiros;

ATB captagéo: ponto amostral no rio Atibaia ao lado da estacdo de captagéo de
agua;

Capivari: ponto amostral no rio Capivari ao lado da ETA Capivari.
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ANEXO 3: Concentragdes (ng/L) dos contaminantes emergentes na agua tratada de Campinas (SP).

CE Phph TCS BPA ATR CAF | MAS Phph TCS BPA ATR CAF |SS Phph TCS BPA ATR CAF |RD E1 TCS BPA ATR CAF
1C 85 <02 <05 ND 488 |1C 15 24 17 ND 794 |1C 132 <02 26 ND 565 |1C <08 218 <05 ND 579
2C <11 80 <05 ND 1004 |2C <11 67 <05 ND 608 |2C <11 <02 <05 ND 720 |2C <08 <02 <05 ND 539
3C <11 <02 <05 ND 95 3C <1,1 <02 <05 ND 65 3C <11 <02 <05 ND 77 3C <08 <02 <05 ND 122
4C <11 <02 16 0,9 1204 | 4C <1,1 <02 31 14 75 |4C <11 <02 25 27 1066|4C <08 <02 <05 231 1384
5 <11 <02 <05 11 5845 | 5C <1,1 <02 <05 17 4733 |5C <1,1 <02 <05 63 2753|5C <08 78 <05 117 3029
6C <11 19 <05 14 2025 | 6C <1,1 30 <05 29 1121 |6C <1,1 37 <05 29 1007 |6C <08 11,1 <05 83 750
7¢ <11 <02 <05 81 302 |7C <11 <02 <05 67 74 7¢ <11 <02 <05 70 316 |7C <08 <02 <05 36 169
8C <11 <02 <05 68 224 |8C <11 <02 <05 72 59 8C <11 <02 <05 41 176 |8C <08 <02 <05 12 62
9C <11 <02 <05 16 149 | 9C <11 <02 <05 74 261 |9C <11 <02 <05 66 47 9C ND ND ND ND ND
10C <11 71 15 42 241 |10C <11 <02 <05 17 444 |1 10C <1,1 <02 25 29 686 |[10C <08 <02 <05 55 498
11C <11 24 3,3 14 432 |11C <11 26 5,3 95 510 [11C <11 11 2,1 6,9 1016 (11C <08 20,3 3,0 520 574
12C <11 <02 10 13 248 |12C <11 <02 11 15 330 [12C <11 <02 7,0 17 364 [12C 50 <02 21,0 687 801
183C <11 <02 20 11 431 |13C <11 <02 6,0 11 561 [13C <1,1 <02 10 80 398 [13C <08 <02 80 89 428
M 15 37 14 976 | M 21 8,6 12 794 | M 24 84 12 707 | M 5,0 153 10,7 195 745
DP 83 36 11 1561 | DP 10 57 78 1225| DP 19 92 98 707 | DP 69 93 245 802
NE Phph TCS BPA ATR CAF | BV Phph TCS BPA ATR CAF |BG Phph TCS BPA ATR CAF | DIC E1 TCS BPA ATR CAF
1C 108 <02 220 ND 665 |1C 21 21 <05 ND 814 |1C 57 17 <05 ND 458 (1C <08 <02 <05 ND 829
2C <11 24 <05 ND 702 |2C <11 93 <05 ND 1112|2C <11 <02 <05 ND 508 [2C <08 <02 <05 ND 693
3C <11 <02 <05 ND 47 3C <11 <02 <05 ND 65 3C <11 <02 <05 ND 70 3C <08 <02 <05 ND 93
4C <11 <02 39 11 845 |4C <11 <02 22 41 1409|4C <11 <02 <05 28 1009|4C <08 <02 <05 88 1273
5 <11 <02 <05 39 3027 | 5C <11 <02 <05 26 4649 |5C <11 20 <05 24 4100 |5C <08 <02 <05 102 4324
6C <11 13 <05 28 746 | 6C <1,1 15 <05 99 1413|6C <11 19 <05 49 1484|6C <08 <02 <05 18 633
7¢ <11 <02 <05 80 28 |7C <11 <02 <05 76 165 |7C <11 <02 <05 95 97 7C <08 <02 <05 12 131
8C <11 <02 <05 80 103 |8C <11 <02 <05 57 102 |8C <11 <02 <05 39 183 [8C <08 <02 <05 11 66
9C <11 <02 <05 39 81 9C <11 <02 <05 73 114 |9C <11 <02 <05 16 100 [9C <08 <02 <05 28 69
10C <11 17 29 21 304 |10C <11 <02 37 35 239 |10C <11 <02 <05 38 305 |10C <08 <02 24 68 511
11C <11 16 2,8 17 414 | 11C <11 16 1,3 15 671 |11C <11 15 4.1 16 458 | 11C <0,8 200 <05 354 795
12C ND ND ND ND ND [12C <1,1 <02 90 30 262 |12C <11 <02 17 40 47 12C <08 <02 11 684 430
13C ND ND ND ND ND [13C <1,1 <02 40 70 437 |13C <11 <02 10 28 57 13C <08 <02 8 81 366
M 12 79 20 656 | M 15 4,0 15 881 | M 18 104 18 683 | M 20,0 7,1 145 786
DP 66 94 14 836 | DP 49 30 11 1232 | DP 22 65 14 1111 | DP 44 215 1122

152




Tese de Doutorado — Cassiana C. M. Raimundo

ANEXO 3: Concentracdes (ng/L) dos contaminantes emergentes nos mananciais de Campinas (SP).

ATB2065 E1 E2 E3 PROG TTN EE2 MEE NGT DES BPA OP NP TCS Phph ATZ CAF
1C 6,1 <1,8 10,6 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 141 <32 <15 36 17 ND 919
2C <08 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 2,6 <32 <15 5,8 <1,1 ND 1430
3C 0,8 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 2,1 <32 <15 <0,2 0,7 ND 343
4C 1,5 2,8 3,9 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 17 <32 <15 <02 <11 2,4 1907
5C 3,5 1,8 5,4 <0,8 1,6 31 <26 <03 <10 <05 ND ND 10 1,7 2,5 9680
6C 49 <18 2,8 <0,8 16 <27 <26 <03 <10 5,2 <32 <15 23 <1,1 3,1 4737
7C 2,2 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <10 <05 <32 <15 <02 <1,1 43 474
8C 8,8 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <10 <05 ND ND <02 <11 6,2 274
9C 9,8 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <10 <05 ND ND <02 <11 8,3 279
10C 4.3 <18 <03 <0,8 <05 <27 <26 <03 <1,0 18 <32 <15 <02 <1, 6,9 645
11C 5,7 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 22 <32 <15 12 <1,1 2,7 706
12C 1,0 <18 38 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 9,0 <32 <15 <02 <11 31 533
13C 4,0 <18 23 <08 <05 <27 <26 <03 <10 21 <32 <15 <02 <11 72 402

Média 4,4 23 14 1,6 3,1 26 17 6,5 14 1718
s 29 0,7 14 0,0 44 12 9,2 22 2680
ATB E1 E2 E3 PROG TTN EE2 MEE NGT DES BPA OP NP TCS Phph ATZ CAF
1C 47 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <1,0 123 <32 <15 38 33 ND 700
2C <08 <18 5,5 <08 <05 <27 <26 <03 <10 7,7 <32 <15 20 <1,1 ND 1988
3C 3,6 2,1 2,0 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 1,9 15 27 4,5 1,2 ND 366
4C 1,5 2,7 4,0 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 21 <32 <15 <02 <11 7,5 1766
5C 3,2 2,0 6,8 <0,8 2,4 27 <26 <03 <1,0 10 ND ND 8,0 2,0 6,9 8626
6C 5,2 <18 5,6 <0,8 12 <27 <26 <03 <10 52 <32 <15 30 <11 16 5925
7C 1,9 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <10 <05 <32 <15 <02 <11 13 554
8C 12 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <10 <05 ND ND <02 <11 6,7 241
9C 7,6 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <10 <05 ND ND <02 <11 11 307
10C 4,5 <18 17 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 26 <32 <15 8,2 <11 13 674
11C 5,9 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <1,0 28 <32 <15 17 <11 7,0 874
12C 1,0 <18 31 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 17 <32 <15 <02 <11 31 569
13C 2,0 <1,8 24 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 96 <32 <15 <02 <11 28 511
Média 4,4 2,3 12 1,8 2,7 34 15 27 18 12 14 1777
s 3,1 0,4 11 0,8 41 12 18 8,8 2556

Capivari E1 E2 E3 PROG TTN EE2 MEE NGT DES BPA OP NP TCS Phph ATZ CAF
1C <08 <18 17 <08 <05 <27 <26 <03 <10 <05 31 <15 289 1,4 ND 19.255
2C <08 <18 15 1,7 <05 <27 <26 <03 <10 <05 <82 <15 77 <11 ND 20.052
3C 0,8 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <1,0 1,8 <32 <15 <02 <11 ND 698
4C 1,3 2,6 43 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 7,7 <32 <15 <02 <11 91 6.276
5C 2,1 1,8 15 <0,8 39 <27 <26 <03 <10 <05 ND ND 49 1,6 68 41.750
6C <08 <18 <03 <08 14 <27 <26 <03 <10 <05 <32 <15 8,3 <1,1 38 9.676
7C <08 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <10 <05 <382 <15 <02 <11 227 2.908
8C <08 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <10 <05 ND ND 2,2 <1,1 6,3 3.047
9C 8,1 <18 <03 <08 <05 <2,7 <26 <03 <1,0 51 ND ND 46 <1,1 86 668
10C <08 <18 11 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 9,1 <32 <15 <02 <11 200 11.606
11C <08 <18 <03 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 21 <32 <15 3,4 <1,1 7,9 10.808
12C 6,0 <1,8 25 <08 <05 <27 <26 <03 <1,0 34 <33 <15 <02 <11 611 3.855
13C <08 <18 114 <08 <05 <27 <26 <03 <10 35 <34 <15 <02 <1 103 22.533

Média 3,7 2,2 29 1,7 2,7 23 31 68 1,5 144 117794
s 3,2 0,6 38 1,8 18 101 0,1 180 11683
frequencia (29/39) (7/39) (21/29) (1/39) (6/39) (2/39) (26/39) (2/30) (1/30) (19/39) (8/39) (30/30) (39/39)
de deteccao 74% 18%  54% 3% 15% 5% 0% 0% 0% 67% 7% 3% 49% 21% 100% 100%
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