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Resumo: O 17a-etinilestradiol (EE2) é um horm6nio sintético de ampla utilizacdo e dificil degradacdo. Por meio
da curva de ruptura pode-se observar seu transporte no solo, coletado de uma regido com cobertura vegetal para
estudar o comportamento do EE2 em leito fixo. As concentrac@es finais de EE2 obtidas nos experimentos foram
quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Desta forma, a curva de ruptura obtida para o EE2 nos
solos foi definida em 40 min no estudo.

Palavras-chave: Desreguladores Endécrinos. Adsorgao. Contaminacdo. Leito Fixo.

Abstract: 17a-ethinylestradiol (EE2) is a synthetic hormone widely used with hard degradation. Through the
breakthrough, is observed the transport in the soil, collected from a region with vegetal cover to study the behavior
of EE2 in fixed bed. The final concentrations of EE2 obtained in the experiments were quantified by high
performance liquid chromatography. Thus, the breakthrough obtained for EE2 in the soils was defined in 40 min
in the study.
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Resumen: El 17a-etinilestradiol (EE2) es una hormona sintética de amplio uso y dificil degradacion. Por medio
de la curva de ruptura se puede observar su transporte en el suelo, recogido de una regién con cobertura vegetal
para estudiar el comportamiento del EE2 en lecho fijo. Las concentraciones finales de EE2 obtenidas en los
experimentos fueron cuantificadas por cromatografia liquida de alta eficiencia. De esta forma, la curva de ruptura
obtenida para el EE2 en los suelos fue definida en 40 minutos en el estudio.

Palabras-clave: Desreguladores Endocrinos. Adsorcion. La contaminacion. Lecho fijo.
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Introducéo

O 170-etinilestradiol (EE2) é um horménio sintético e sua produgdo é derivada do
horménio natural 17p-estradiol (E2). Este hormbnio é de grande relevancia por ser um
medicamento amplamente utilizado por seres humanos como contraceptivo e tratamento
hormonal; nas atividades pecuarias para promover o aumento da produtividade por meio do
melhor crescimento e prevencao de disturbios reprodutivos; e na aquicultura para otimizar o
crescimento e desenvolver populacdes apenas de peixes fémeas (Kuster et al., 2008; Silva et
al., 2012; Aris et al., 2014).

Devido a sua natureza sintética, o EE2 é de dificil degradagéo e biodegradagdo. O EE2
se acumula em sedimentos e concentra-se na biota, e por possuir meia vida em ambientes
aquaticos aerdbicos de 108 dias, permanece no ambiente por longos periodos. Entretanto, séo
escassos 0s estudos abordando sua degradacdo no ambiente (Zuo et al., 2006, 2013; Bila;
Dezotti, 2007; Aris et al., 2014).

Os solos tém sua formacao caracterizada como um sistema natural aberto em evolugéo
constante decorrente da acdo dos intemperismos intensos que ocorrem no manto de
intemperismo da crosta terrestre (Sposito, 2008; Popp, 2010).

Conforme Raij (2011), este importante recurso natural possui caracteristicas que lhe
permitem sustentar a vida. Desta forma, faz-se necessario prezar por medidas de conservacao
deste recurso para a conservacao de sua biota e flora e, consequentemente, prezando para a
manutencdo dos servicos ecossistémicos prestados, tais como a manutencdo da qualidade da
agua e producdo de alimentos.

Por meio de estudos em leito fixo, é possivel a obtencdo da curva de ruptura, ou do
inglés breakthrough, onde determina-se a remocéao de um determinado composto em funcéo do
tempo (Lima et al., 2014; Raulino et al., 2014). A curva de ruptura € um importante parametro
para determinacdo da dindmica dos contaminantes no ambiente.

Portanto, o presente estudo visa avaliar a capacidade de adsor¢ao do 17a-etinilestradiol
no solo, por meio da curva de ruptura realizada em leito fixo, possibilitando verificar a interacdo

do EE2 com o solo coletado de regido com cobertura vegetal em Sorocaba-SP.
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Material e Métodos @
Area de estudo e pontos de coleta

As amostras foram coletadas nas dependéncias da Universidade de Sorocaba (Uniso),

campus Cidade Universitaria, localizada na Rodovia Raposo Tavares, km 92,5 no municipio de
Sorocaba, no interior do estado de S&o Paulo (Figura 1). As coordenadas dos pontos amostrais
foram obtidas com auxilio de um Global Position System (GPS) Garmim modelo Etrex 30, para

a espacializacdo dos pontos amostrais utilizando o ArcGIS 10.4.

Figura 1. Area de estudo e pontos de coleta
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Fonte: Elaboracéo propria.
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A érea de coleta do solo foi escolhida devido ao conhecimento prévio de uso e ocupagéo
da érea, 0 que possibilita uma maior certeza da auséncia de contaminacdo por farmacos, que
poderia influenciar nas leituras do experimento.

Foram coletadas 20 subamostras de solo, na profundidade de 0-20 cm, utilizando um
trado holandés. As subamostras foram homogeneizadas para formar uma amostra composta que
representasse toda a area, e posteriormente foram levadas a estufa de secagem previamente
aquecida a 100 °C por 48 h.

Apos seco, o solo foi separado com auxilio de uma peneira granulométrica de 2 mm
para retirada da fracdo de pedras e cascalhos, que ndo devem ser amostrados, restando apenas

a fragcdo fina do solo (Bonin; Simpson, 2007; Embrapa, 2011; Lima et al., 2011).

Determinacdo da curva de ruptura

O ensaio para obtengdo da curva de ruptura foi realizado em temperatura ambiente de
25°C, em que a solugdo de EE2 (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 2 mg L™ foi acondicionada
em um Becker de 1 L e encaminhada ao leito fixo por uma bomba peristaltica (Tecnal, modelo
TE-BP 01). As amostras, ap0os a passagem pelo leito fixo contendo 2 g de solo, foram retiradas
em tempos pré-determinado (1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180 e 240 min). O esquema

da Figura 2 demonstra o procedimento adotado.
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Figura 2. Esquema experimental da curva de ruptura
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Fonte: Elaboracéo propria.

O leito fixo utilizado, demonstrado na Figura 2, consiste em uma coluna para
cromatografia com torneira em teflon e placa porosa, com 20 mm de diametro e coluna
preenchida com 6 mm de solo com densidade do leito de 2,12 g cm™. A vazio média do sistema,
controlado pela bomba peristéltica (Tecnal, modelo TE-BP 01) foi determinada em 4,2 mL min
l.

Foram entdo retirados aproximadamente 4 mL de amostra na saida do leito fixo, nos
tempos determinados, e as amostras armazenadas em tubos Falcon, sendo que para maior
confiabilidade dos dados o teste foi realizado em duplicata (Lima et al., 2011, 2012).

As amostras foram rapidamente levadas ao sistema de filtracdo a vacuo (Millipore -
Sterifil) com o filtro de 0,45 um, para que houvesse a remocdo do solo imediatamente apos a
retirada das amostras da incubadora.

Para armazenamento das amostras, foram utilizados tubos Falcon e deixadas sob
refrigeracdo a 5 °C para andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High

Performance Liquid Chromatography — HPLC - Shimadzu — modelo Class-VP).
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Obtencdao das concentracdoes de 17a-etinilestradiol por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

As analises das concentragdes do EE2 obtidas nos ensaios de adsor¢do em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), foram realizadas utilizando uma coluna
cromatogréfica C18 de 125 mm de altura, por 4,60 mm de didmetro e preenchimento de 5 um
(Thermo Scientific) & uma temperatura de 37 °C no forno. A fase movel era composta por 70%
acetonitrila padrdo HPLC (Sigma-Aldrich) e 30% de agua ultrapura (Yoon et al., 2003; Unruh,
2011; Han et al., 2012; Larcher et al., 2012).

A varredura no CLAE foi configurada com pressdes de 300 Kgf cm?2, vazdo de 1 mL
min, injecdo de 20 pL de amostra na fase movel, tempo de corrida de 4 min e detecgdo a 202
nm para as configuracdes descritas (Yoon et al., 2003; Vulliet et al., 2008; Unruh, 2011; Han
et al., 2012; Larcher et al., 2012).

O tempo de retencdo identificado para a amostra de EE2 foi obtido através da analise
do padrdo em triplicata, realizada através da diluicdo da solucéo estoque (0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2
mg L), correspondentes a diluicdo em 20%, 40%, 60%, 80% e 100% das solucdes, filtradas
em filtro de 45 um. As leituras dos padrdes possibilitaram o calculo das concentracdes das
amostras obtidas nos ensaios da curva de ruptura, com base no resultado da equacéo da reta e
do coeficiente de determinacéo (R2) encontrados para os valores da area do pico do EE2 obtidos
pelo CLAE.

Os valores de R2 variam de 0 a 1, sendo que quanto mais préximos forem de 1, indica-
se que este modelo estatistico se ajusta melhor a amostra (Hines et al., 2006; Costa, 2012).

As amostras de EE2 obtidas nos ensaios da curva de ruptura foram entdo colocadas nos
frascos de injecdo automatica do CLAE para analise nas condicGes descritas. Posteriormente,
as areas do pico de EE2 foram utilizadas para o célculo da concentracéo final do experimento,

por meio da equacao da reta obtida.

Tratamento dos dados

Para obtencdo dos dados da curva de ruptura, foram utilizados os valores da
concentracdo final do experimento (mg L?) pelo volume (mL), conforme proposto pelos
autores (Raulino et al., 2014; Sandhu et al., 2017).
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A determinacédo do tempo de estabelecimento da zona de transferéncia de massa (ZTM),

foi estabelecida por meio da Equacgéo 1 (Kundu; Gupta, 2005).
te= 1= <)

Fmn
Em que:
t,: Tempo total para o estabelecimento da ZTM,;
V,: Fluxo volumétrico;

E,,: Volume de exaustdo.

Resultados e discussao
Curva analitica
A curva analitica foi realizada com intuito de identificar o tempo de retencdo do EE2,
bem como verificar se 0s métodos empregados possibilitavam a correta leitura do composto.
Conforme representado na Figura 3, o cromatograma obtido para o EE2 na concentracéo
de 2 mg L, apresentou tempo de retengdo de 2,029 min e a area do pico utilizada para o calculo

das concentracOes de 231215, conforme seta indicativa.

Figura 3. Cromatograma representativo do EE2
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Fonte: Elaboracdo propria.
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O tempo de retencéo foi calculado pela média obtida dos resultados de todos os tempos a

de retencdo das amostras padrao; o valor médio obtido foi de 2,030 min.

A partir da média da triplicata obtida para cada concentracéo (0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2 mg
L), obteve-se a equagdo da reta (y) e o coeficiente de determinacdo (R2), calculado pelo
software Microsoft Excel versdo 2016, para posterior utilizagdo nos calculos das concentracfes

desconhecidas dos ensaios de adsorc¢do do presente estudo (Figura 4).

Figura 4. Curva analitica do 17a-etinilestradiol
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Fonte: Elaboracéo propria.

A equacdo da reta (y=110087x+413,04) encontrada na Figura 4, obteve um R2 de
0,9977; que conforme Hines et al. (2006) e Costa (2012) representa um modelo confiavel para

determinacdo das concentracdes, apresentando 99,77% da variavel dependente.

Curva de ruptura
O comportamento do solo possui caracteristicas similares a uma coluna de leito fixo,

utilizada para obtencdo da curva de ruptura, que possibilita verificar o ponto de saturagéo do
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adsorvente em funcdo da quantidade de adsorvato inserido. Para 0s ensaios laboratoriais
realizados, observa-se que no comeco do experimento h4 uma maior capacidade de sorcéo,
visto que as particulas ainda ndo estdo saturadas (Ribas et al., 2012; Raulino et al., 2014).

Entretanto, conforme héa a passagem da solu¢do de EE2 pelo solo, vai havendo a sorcéo,
que pode ser quimica ou fisica, e varia em funcdo da porosidade encontrada, ocorrendo a
saturacdo dos poros livres pelo EE2, até que seja atingido o ponto de ruptura, onde a
concentracdo inicial de entrada é igual a concentracdo de saida (Lima et al., 2011; Raulino et
al., 2014).

Para 0 ensaio realizado em coluna de leito fixo com densidade de 2,2 g cm, observou-
se que ap6s 3 min, a uma vazao de 4,2 mL min*, houve uma reducéo significativa na remocao

do EE2 conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5. Curva de ruptura do EE2 no solo
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Fonte: Elaboracdo propria.
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O tempo total para o estabelecimento da zona de transferéncia de massa (ZTM), em que
a concentracéo inicial (CO EE2) equivale a concentragéo final (C EE2), encontra-se aos 40 min
apos a vazdo de 166,7 mL; permanecendo com uma remogdo quase nula (CO EE2 igual a C
EE?2), apds este ponto na curva de ruptura. Verificou-se ainda que o solo ndo apresentou a forma
tipica de “S” descrita por Shan et al. (2018), onde ha um avango lento até o ponto de ruptura.

Observa-se também que ha alguns pontos na curva de ruptura (volume de 250, 375, 500
e 750 mL) em que a concentracdo final excede a concentracao inicial. Tal fato pode ser atribuido
a ocorréncia da dessorcao. Entretanto, seriam necessarios mais ensaios, a fim de estimar a taxa
em que ocorre a dessorcdo do EE2 nos solos (Shu-Qin et al., 2011).

O estudo, possibilitou também verificar a capacidade de remocdo para solos com
densidade de 2,12 g cm™, permitindo o escalonamento dos dados obtidos para solos com as

mesmas caracteristicas.

Concluséao

Os métodos cromatograficos adaptados da literatura se mostraram eficientes na
identificacdo de EE2, com seletividade e preciséo.

O estudo de curva de ruptura possibilitou verificar que, para uma vazéao de 4,2 mL min-
1 apbs 40 min, deixa de haver a remogdo de EE2 (2 mg L) para o solo contido no leito fixo
com densidade de 2,12 g cm™, possibilitando o futuro escalonamento do sistema.

Portanto, € possivel verificar que o solo, caso ocorra uma contaminacao, servira de filtro
para que o0 EE2 ndo atinja profundidades maiores e contamine os lengois freaticos.

Entretanto, ainda faltam estudos de degradabilidade para o0 EE2 nos solos, desta forma,
ndo é aconselhavel o descarte inadequado de EE2 no ambiente, visto que pode ocasionar

diversos impactos negativos aos organismos expostos, devido a seu alto potencial estrogénico.
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