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Resumo

O uso insustentavel do principal recurso natural do planeta, a A&gua, intensifica-se
gradativamente, inclusive com o avanco e evolucdo dos recursos tecnologicos para a producdo
de diversos compostos quimicos sintéticos. Muitas dessas substancias, conhecidas como
contaminantes emergentes (CE), sdo descartadas na natureza sem o devido tratamento e podem
causar maleficios a fauna e/ou a flora. Dentre os CE, encontra-se uma classe de substancias que
vem recebendo especial aten¢do por serem capazes de desregular e afetar as fungdes do sistema
endocrino (SE), sendo chamadas de interferentes endocrinos (IE). O 17a-etinilestradiol (EE2),
analito alvo deste presente trabalho, € exemplo importante dessa classe. Esse composto,
isoladamente ou combinado, é utilizado para reposicdo hormonal na menopausa e na fabricacéo
das principais pilulas anticoncepcionais disponiveis no mercado. Estudos apontam a correlagcdo
entre a presenca de IE no sistema de abastecimento de agua e o desenvolvimento de algumas
doencas como cancer de mama, de testiculos, de prostata e disfungBes neurologicas. As técnicas
de tratamento de esgotos geralmente utilizadas ndo séo suficientes para remover de maneira
satisfatoria essa substancia. Diante disso, 0 desenvolvimento de métodos alternativos e
sustentaveis torna-se imprescindivel. As técnicas de adsor¢do mostram-se vidveis no tratamento
de &guas contaminadas, e 0s biossorventes, residuos agroindustriais biodegradaveis, possuem
diversas vantagens, dentre elas 0 baixo custo, a robustez, a facilidade de utilizacdo e aplicacéo,
alta eficiéncia e sdo geralmente encontrados em abundancia na natureza. Dentro desse contexto,
desenvolveu-se uma metodologia analitica para a remogdo desse IE em aguas utilizando residuo
agroindustrial (casca de amendoim) como biossorvente. A técnica cromatografica utilizada foi
a High Performance Liquid Chromatography (HPLC) com detector de fluorescéncia (FLD),
otimizada e validada de acordo com as figuras de mérito (seletividade, linearidade, precisdo,
exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo, robustez). Um planejamento de experimento foi
montado para a verificacdo da capacidade adsortiva das cascas de amendoim, do qual foram
avaliados 3 parametros (agitacdo, pH e massa de adsorvente) em 3 niveis. A melhor condicdo
experimental encontrada foi de 2 g de adsorvente, pH = 6 e agitacdo de 500 rpm. Nessa
condicdo a 24 horas, obteve-se uma remocdo de 90% aproximadamente. Através do estudo da
cinética de adsorcdo, o modelo cinético de pseudo-segunda ordem foi 0 que melhor representou
os dados experimentais. No estudo fisico-quimico de adsorcéo, a isoterma de Freundlich melhor
ajustou-se aos dados de equilibrio. A partir dos parametros termodinamicos de adsorcdo (AG’,
AH’ e AS’) e da energia de ativagdo (Ea) do processo de adsorgdo, observou-se que 0 processo
adsortivo foi de natureza exotérmica e de carater fisico, desfavoravel e ndo-espontaneo
termodinamicamente nas temperaturas estudadas. Contudo, a remog¢do do EE2 por cascas de
amendoim, apresentou resultados satisfatorios, podendo este ser empregado como alternativa
para tratamento de &guas.

Palavras-chave: interferentes endocrinos, horménio sintético, biossorvente, adsorgdo, remocé&o,
cromatografia.



Abstract

The unsustainable use of the planet's main natural resource, water, gradually intensifies, even
with the advancement and evolution of technological resources for the production of several
synthetic chemical compounds. Many of these substances, known as emerging contaminants
(EC), are discarded in nature without proper treatment and can cause detriments to the fauna
and/or flora. Among the EC, there is a class of substances that have received special attention
because they are able to deregulate and affect functions of the endocrine system (ES), being
called endocrine nterferers (EI). The 17a-ethinylestradiol (EE2), the target analyte of this
present work, is an important example of this class. This compound, singly or combined, is used
for hormone replacement during menopause and in the manufacture of the major contraceptive
pills available on the market. Studies point to the correlation between the presence of IE in the
water supply system and the development of some diseases such as breast cancer, testis, prostate
cancer and neurological dysfunctions. The generally used sewage treatment techniques are not
sufficient to satisfactorily remove this substance. Given this, the development of alternative and
sustainable methods becomes essential. Adsorption techniques are feasible in the treatment of
contaminated waters, and biosorbents, biodegradable agroindustrial wastes, have several
advantages, among them low cost, robustness, ease of use and application, high efficiency and
are generally found in abundance in nature. Within this context, an analytical methodology was
developed for the removal of this El in waters using agroindustrial waste (peanut shell) as
biosorbent. The chromatographic technigue used was High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with fluorescence detector (FLD), optimized and validated according
to the figures of merit (selectivity, linearity, precision, accuracy, detection and quantification
limits, robustness). An experimental design was set up to verify the adsorptive capacity of the
peanut shells, from which 3 parameters (agitation, pH and adsorbent mass) were evaluated in 3
levels. The best experimental condition was 2 g of adsorbent, pH = 6 and agitation of 500 rpm.
In this condition at 24 hours, approximately 90% removal was obtained. By the adsorption
Kinetics study, the kinetic model of pseudo-second order was the one that best represented the
experimental data. In the physical-chemical adsorption study, the Freundlich isotherm was best
fit the equilibrium data. From the thermodynamic parameters of adsorption (AG®°, AH® and AS°)
and the activation energy (Ea) of the adsorption process, it was observed that the adsorptive
process presented nature exothermic and physical character, unfavorable and non-spontaneous
thermodynamically, at temperatures studied. However, the removal of EE2 by peanut shells,
presented satisfactory results, which could be used as an alternative for water treatment.

Key words: Endocrine disruptors, synthetic hormone, biosorbent, adsorption, removal,
chromatography.
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1 — Introducao

O principal recurso natural bésico para a existéncia da vida, a &gua, é uma substancia
quimica indispensavel em todo mundo e essencial para o corpo humano. O planeta Terra possui
uma reserva hidrica de 1.400 milhdes km? aproximadamente, porém, apenas 2.000 km® sédo
provenientes das aguas dos rios para abastecer toda a populacdo mundial. A América do Sul é
aregido onde esta concentrada quase a metade desses recursos (JARDIM, 1992).

Nos Ultimos tempos, o progresso da industrializacdo e a urbanizagdo descontrolada,
estdo levando ao uso insustentavel da agua, que juntamente com as agdes antropicas vem
afetando sua capacidade de renovacdo e restauragdo (SILVA et al., 2014; CAUBET, 2006;
FERNANDES et al., 2011; BARBOSA et al., 2015). Além desses fatores, a crescente produgéo
e consumo de produtos quimicos sintéticos vem provocando sérios riscos ao meio ambiente e
a saude humana (JARDIM; GHISELLI, 2007). Esses produtos sao, frequentemente, utilizados
na agricultura, pecuaria, industria, centros urbanos, gerando inimeros impactos no solo, na agua
e no ar, muitos deles irreversiveis e de grande importancia dos quais podemos citar: mudancas
climéticas, chuvas acidas, erosbes, efeito estufa, contaminacdo por metais pesados, riscos de
extingdo dos animais e plantas e varios outros problemas ambientais (BECHARA, 1992).

Grande parte dessas substancias, emitidas a0 meio ambiente sem a preocupacdo de um
tratamento adequado, sdo denominadas contaminantes emergentes (CE). Os CE sdo substancias
que, mesmo em pequenas concentracdes, podem causar maleficios a fauna e/ou a flora. Esses
poluentes ainda ndo apresentam legislacdo especifica vigente determinando seus niveis
maximos permitidos, entretanto, podem estar presentes no ambiente em escalas de pg Lt a mg
L1 (DEZOTTI; BILA, 2007; COLLIS; SILVA, 2011). Nesse grupo de poluentes existe uma
variedade de substancias capazes de provocar sérios danos ao nosso planeta. Entre essas
substancias, encontra-se uma classe que vem recebendo especial aten¢cdo da comunidade
cientifica, 6rgdos governamentais e setores privados devido a sua alta capacidade de desregular
e afetar as funcGes do sistema endocrino de animais e seres humanos, sendo chamadas de
interferentes enddcrinos (IE) (JARDIM; GHISELLI, 2007; FERNANDES et al.,, 2011).

Estudos apontam relagdo entre a presenca de IE no sistema de abastecimento de agua e
0 desenvolvimento de algumas doencas como cancer de mama, de testiculos, de prostata e
disfuncBes neuroldgicas. Alguns exemplos de IE s8o: esteroides (hormonios sintéticos e
naturais), alquilfendis, compostos poliaromaticos, pesticidas, entre outros (JARDIM,;

GHISELLI, 2007). A substancia alvo deste estudo, o horménio sintético 17a-etinilestradiol
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(EE2), é muito utilizado em formulagBes de pilulas anticoncepcionais, sendo um composto
importante dessa classe.

Hoje, a maioria das técnicas utilizadas em estacGes de tratamento de agua e esgoto sao
ineficientes e inadequadas para uma remogdo satisfatoria dessas substancias. Diante disso, ha
necessidade de desenvolver métodos, processos e técnicas alternativas e sustentaveis. Nas
ultimas décadas, as técnicas de adsor¢do tem surgido com um grande potencial e viabilidade no
tratamento de efluentes e aguas contaminadas, principalmente com utilizacdo de adsorventes
naturais, conhecidos por biossorventes (FERNANDES etal.,, 2011).

Os biossorventes, sdo biomassas em geral e 0s mais conhecidos sdo 0s residuos
agroindustriais, materiais biodegradaveis provenientes de subprodutos principalmente da
indUstria e da agricultura. Eles possuem indmeras e diversas vantagens, dentre elas o baixo
custo, a robustez, a facilidade de utilizacdo e aplicagdo, alta eficiéncia e sdo geralmente
encontrados em abundancia na natureza (GOULART etal., 2012; GONCALVES, 2013)
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2 — Objetivos

2.1 — Objetivo geral

Avaliar a capacidade de adsor¢cdo de um hormdnio sintético 17a-etinilestradiol em

aguas, utilizando cascas de amendoim, residuo agroindustrial, como adsorvente.

2.2 — Objetivos especificos

> Otimizar e validar um método analitico para quantificar a concentracdo do hormdnio
EE2 em é&gua;
> Avaliar o potencial de adsorcdo e remocdo do EE2 pelas cascas de amendoim;

> Determinar e avaliar os parametros cinéticos, fisico-quimicos e termodinamicos de

adsorcdo do EE2 pelas cascas de amendoim.
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3 — Revisao bibliografica

3.1 — Contaminantes emergentes

Em nosso planeta, cerca de 11 milhdes de substancias quimicas sdo conhecidas, e muitos
desses compostos sdo produzidos e utilizados deliberadamente, fato que tém levado ao
aparecimento das chamadas substancias emergentes. Esses poluentes representam uma grande
ameaca a saude publica e dos ecossistemas do planeta, devido sua diversidade e uma imensa
caréncia no conhecimento detalhado de suas fontes, comportamento, distribuicdo, niveis
toxicos de concentragdo, assim como efeitos ambientais; conjuntamente a ineficiéncia, ou
mesmo, a inexisténcia de politicas publicas baseadas no controle, prevencdo e combate dessas
substancias (SODRE et al., 2007).

No mundo cientifico, tais micropoluentes sdo chamadas de CE. Os CE consistem em
uma grande variedade de compostos orgénicos bioativos de origens diversas que séo
encontrados em varias matrizes ambientais e bioldgicas, sendo derivados de varias substancias
com vastas aplicacbes como em farmacos, produtos de beleza, produtos quimicos industriais,
pesticidas, hormonios, entre outros (Quadro 1) (SOARES, 2015).
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Quadro 1 — Classes de contaminantes emergentes

Composto Exemplos

Drogas de abuso Anfetamina, cocaina, tetra-
hidrocanabinol.

Retardadores de chamas C10-C13 cloroalcanos,
hexabromociclododecano, éteres
difenilicos  polibromados,  tetrabromo-
bisfenol A, tris (2-cloroetil) fosfato.

Aditivos de gasolina Eteres dialquil, éter metil-t-butilico.

Agentes e aditivos industriais Agentes quelantes (EDTA), sulfonatos
aromaticos.

Produtos de cuidados pessoais: Perfumes, Benzofenona, N,N-dietiltoluamida,

repelentes, sabdes, agentes antimicrobianos, metilbenzilideno, nitro, policiclicos e

agentes de protecdo solar

Farmacéuticos: Analgésicos e anti-inflamatorios,
antibioticos humanos e veterinarios,
antiepilépticos, reguladores de sangue lipidico e
drogas psiquidtricas, drogas antitumorais, drogas
cardiovasculares, agentes de contraste de raios-X

Esteroides e hormdnios

Surfactantes e metabolitos surfactante

Novas classes

almiscares macrociclicos, triclosan.

Paracetamol, acido acetilsalicilico,

diclofenaco, diazepam, carbamazepina,

benzafibrato, iopromida, iopamidol.

Dietilestilbestrol, estradiol, estriol,
estrona.
Etoxilatos de alquilfenol,  alquilfendis
(nonilfenol e octilfenol), carboxilatos de
alquilfenol.
Nanomateriais, 1,4-dioxano, produtos

desinfeccdo de piscinas.

Fonte — La Farré et al. (2008)

Todavia, para Collins e Silva (2011) “CE é qualquer composto quimico presente numa
variedade de produtos comerciais, ou ainda qualquer microrganismo, que pode ser encontrado
em matrizes ambientais e bioldgicas, que ndo sdo usualmente monitorados ou que ainda néo
possuem legislacdo regulatoria correspondente, mas que apresentam risco potencial a saude
humana e ao meio ambiente”.

Até

apresentam grande importancia e interesse para a comunidade cientifica mundial, organizacGes

recentemente, os CE eram negligenciados pelo homem. Atualmente, eles
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governamentais e setores publicos e privados. HA uma preocupacdo em relacdo a criacdo de
procedimentos, normas e condutas para a minimizacdo e controle dessas substancias
potencialmente poluentes (JARDIM; GHISELLI, 2007; FERNANDES et al., 2011; SODRE et
al., 2007).

Uma caracteristica destes contaminantes é que sdo considerados poluentes persistentes
devido a sua introducdo continua no meio ambiente mesmo em baixas concentracGes
(PETROVIC et al., 2003). Dentro dessa classe de CE, um grupo de substancias atua como
interferentes no sistema enddcrino dos seres humanos e de indmeros animais. Devido a esse
fato, essas substancias sdo chamadas de Interferentes Endocrinos (FERNANDES et al., 2011;
JARDIM; MALDANER, 2012).

3.2 — Sistema enddcrino

Em organismos multicelulares € importante regular e integrar as funcionalidade de
diferentes celulas, e os dois sistemas utilizados para essa fun¢do sdo: o sistema nervoso (SN) e
o sistema enddcrino (SE) (BIRKETT; LESTER, 2003).

O SE ¢é um mecanismo complexo e fundamental para as plantas e animais, uma vez que
é responsavel pelo crescimento, reprodugdo, desenvolvimento embriondrio, manutencdo da
homeostase e metabolismo (BIRKETT; LESTER, 2003; REIS FILHO et al, 2006). O mesmo
consiste de varias glandulas enddcrinas em diferentes areas do corpo que produzem e secretam
horménios com diferentes funcdes, agindo tanto localmente quanto langados na circulagédo
sistémica ou corrente sanguinea, indo atuar em outras partes do organismo e modulando suas
atividades, seja de natureza excitadora ou inibidora (BIRKETT; LESTER, 2003; RAIMUNDO,
2007).

O SE é constituida pelas seguintes glandulas endocrinas: o hipotdlamo, a hipdfise, a
tireoide, a paratireoides, as glandulas suprarrenais, o corpo pineal, e as gonadas (Figura 1)
(BIRKETT; LESTER, 2003).
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Figura 1 — O sistema enddcrino humano. (a) feminino, (b) masculino
Fonte — Farabee (2001) modificada

A glandula pineal é responsavel por impedir a precocidade sexual, o hipotdlamo €
importante no controle da producdo de horménios de outras glandulas enddcrinas; a pituitaria
fica responsavel pelo controle da acdo de outras glandulas; a tireoide ajuda no monitoramento
da producdo de energia; a paratireoide responsavel pela distribuicdo do célcio no sangue e nos
0ss0s; 0 timo é responsavel pela producdo de hormonios relacionados na defesa contra
infeccOes, formacdo de anticorpos e do sistema linfatico, que auxiliam no controle do
crescimento e maturacdo sexual; as glandulas adrenais estdo relacionadas com regulagdo do
nivel de sal e da &gua e na excrecdo de estimulantes; células do péancreas responsaveis pelo
controle do aglcar no sangue e as glandulas sexuais administram a reproducdo e as
caracteristicas sexuais secundarias (VON BRANDIS, 1977; RAIMUNDO, 2007).

Os hormdnios sdo considerados sinalizadores quimicos devido sua aproximacdo e
interacdo com receptores especificos resultando em uma série de reacGes bioquimicas e
respostas bioldgicas especificas (BRUNTON, et al, 2011; REIS FILHO et al, 2006;
SIMMONDS, 1992; KOEPPEN; STANTON, 2009).

3.3 — Interferentes enddcrinos

Os compostos e as substancias denominadas IE sdo uma nova classe de poluentes ou
micropoluentes ambientais que interferem e produzem efeitos adversos no sistema enddcrino

dos seres vivos, principalmente a saude humana, modificando e desregulando suas fungdes.
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Esses poluentes sdo encontrados no ambiente na ordem de pg L e ng L't (DEZOTTI; BILA,
2007).

Dezotti e Billa (2007), relatam que os IE sdo substancias que interagem com sitios
receptores de hormdnios, enquanto, para outros autores os IE podem ser qualquer substancia
que cause desequilibrio, interferéncia ou alteracdo no SE, independentemente se atua
diretamente no sitio receptor ou nao.

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (em inglés, U.S.
Environmental Protection Agency — USEPA, 1997), IE é definido como um “agente exdgeno
que interfere com a sintese, secre¢do, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios
naturais no corpo que sdo responsaveis pela manutencéo, reproducdo, desenvolvimento e ou
comportamento dos organismos” (US.EPA, 1997).

Porém, o Programa Internacional de Seguranca Quimica (em inglés, — International
Programme on Chemical Safety, IPCS), define que IE é uma “substdncia ou um composto
ex0geno que altera uma ou vérias fungdes do sistema enddcrino e tem, consequentemente,
efeitos adversos sobre a salide num organismo intacto, sua descendéncia, ou (sub) populag¢oes”
(CEC, 1999).

Esses poluentes sdo conhecidos mundialmente como “Endocrine  Disrupting
Chemicals”, porém, para a lingua portuguesa tem gerado alguns conflitos de denominacGes,
como ‘“Perturbadores Enddcrinos”, “Interferentes Enddcrinos”, “Desreguladores Enddcrinos”,
“Disruptores Endocrinos” e “Interferentes Hormonais”, abrangendo uma grande lista de
compostos com estruturas diferentes, como horménios sintéticos e naturais (DEZOTTI; BILA,
2007). E para manter uma homogeneidade, neste trabalho sera utilizado a denominacéo IE.

Os IE podem ser de origem antropogénica, conhecidos por xenoestrogénios (sintéticos)
ou biogénica, denominados de hormdnios naturais, por exemplo, 0s estrogénios presentes no
metabolismo animal (progesterona, testosterona) e no metabolismo das plantas, o0s
fitoestrogénios (COLLINS; SILVA, 2011; JARDIM; GHISELLI, 2007; GUTENDOREF;
WESTENDORF, 2001; OLSEN etal., 2005).

A cada ano, 0 nimero de substancias e compostos quimicos identificados como IE por
inimeras organizagdes mundiais cresceu consideravelmente (Quadro 2) e a Unido Europeia
elaborou uma grande lista com 118 desses interferentes que sdo capazes de afetar o SE de
humanos e animais, sendo 12 dessas, designadas para estudos mais especfficos: dissulfeto de
carbono, orto-fenitfenol, difenil éter tetrabromado, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol,
resorcinol, 4-nitrotolueno, 4-octilfenol, estrona, estradiol, etinilestradiol e 2,2’-bis(4-(2,3-
epoxipropoxi)fenil)propano (JARDIM; GHISELLI, 2007).
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Quadro 2 — Lista de substancias classificadas como interferentes enddcrinos por varias
organizacdes

SUBSTANCIAS UKEA USEPA OSPAR JEA  WWF
invivo invitro

Esteroides

Etinilestradiol

17p-Estradiol

Estrona

Mestranol

Dietilestilbestrol
Alquilfenois

Nonilfenol

Nonilfenol Etoxilado
Octilfenol

Octilfenol Etoxilado
Compostos Poliaromaticos
Bifenilas Policloradas
Retardantes de Chama X
Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos (PAH)
Compostos com Oxigénio
Ftalatos

Bisfenol A

Pesticidas

Atrazina

Simazina

Diclorvos

Endossulfan

Trifluralina
Demeton-S-metil

Dimetoato

Linuron

Permetrina

Lindano

Clordano

Dieldrin

Hexaclorobenzeno
Pentaclorofenol

Outros

Dioxinas e Furanos X
Tributilestanho X X

UKEA: Agéncia Ambiental do Reino Unido; USEPA: Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos;
OSPAR: Comissdo de Paris e Oslo; JEA: Agéncia Ambiental do Japdo; WWF: Organizagcdo ndo Governamental
Fonte — Jardim e Ghiselli (2007)

XX X XXXXX
X X XXXXX

<
X
X
X X
X X

X
<

XX XX XX
X X
X XX XX

XX XXXXXX XXXXXXX XX
X X XX
X
x

XX XXXXX XX XX XX XX

<
XX XXXX X

Quimicamente, os hormdnios sdo derivados de esteroides, e segundo a IUPAC, o0s
esteroides sdo uma classe de hormdnios de estruturas formadas pelo ciclo[a]fenantreno

basicamente (Figura 2), ou seja, compostos de 3 ané€is hexagonais e um anel pentagonal,
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podendo ter variacbes e adicdes de ligacdes duplas, metilas, carbonilas e hidroxilas, dando

origem a uma série de hormdnios esteroidais (RAIMUNDO, 2007).

Figura 2 — Estrutura basica dos esteroides
Fonte — Raimundo (2007) modificada

Os estrogénios sdo definidos como uma familia de hormbénios esteroides responsaveis
pelo desenvolvimento das caracteristicas secundarias femininas e fungBes de reproducédo
(RAIMUNDO, 2007). E dentre essa classe, 0s estrogénios sintéticos serdo os objetos de estudo
deste trabalho (Figura 3), especificamente o EE2, horménio sintético que teve sua estrutura
molecular modificada, sendo encontrado em produtos farmacéuticos, principalmente em pilulas
anticoncepcionais e em terapias de reposicdo hormonal na menopausa. (FERNANDES et al.,
2011; SODRE et al., 2007, ARAUJO, 2006).

D)}

Figura 3 — Estrutura molecular do horménio sintético EE2
Fonte — Andrade e Monteiro (2015)

HO

No EE2, o anel aromatico fendlico é o responsavel pela atividade bioldgica,
proporcionando a atividade estrogénica da substancia, contudo, a presenca do grupo etinil
aumenta a poténcia estrogénica por via oral, pois inibe o metabolismo da primeira passagem
hepatica (RAIMUNDO, 2007; LUCENA, 2013). O horménio sintético é grande causador de
impactos ambientais devido seu alto poder estrogénico, inclusive mais potente que oS
hormdnios naturais. Inseridos continuamente em corpos d’agua, tornam-se mais ativos, devido
sua maior estabilidade em meio aquoso (SNYDER et al., 1999).
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Para entender inicialmente o comportamento desses poluentes no ambiente, € necessario
averiguar suas propriedades fisico-quimicas, as quais sdo de grande importancia. A partir dos
dados da Tabela 1, é possivel verificar que o EE2 apresenta baixa solubilidade em agua (¢), alto
coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) e de sor¢do (Koc), caracteristicas de uma substancia
de carater lipofilica e hidrofobica, bioacumulando-se no ambiente por interacdes eletrostaticas,
adsorvendo-se em sedimentos/particulas solidas. Sdo compostos de baixas pressdes de vapores,
indicando baixa volatilidade e alta estabilidade no ambiente. Todavia, algumas condigcdes
especificas podem afetar a solubilidade e sua degradacdo no ambiente, como pH, temperatura,
salinidade, presenca de materiais particulados, etc (RAIMUNDO, 2007).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do EE2

Propriedades EE2
Férmula C,oH,.,0,
MM (g mol?) 296,41
¢sat. 20°C (mg L?) 48
Pressao de vapor (Pa) 6,0 x 10°
Log Kow 4,15
Log Koc 4770
pKa 10,21
Constante de Henry (Pam? mol?) 38 x 107

dsat — solubilidade em &gua; Kow — coeficiente de particdo octanol-4gua; Koc — coeficiente de sorgédo
pKa — constante de desprotona¢do; MM — massa molecular; NE— valor ndo encontrado na literatura
Fonte — Bila (2005), Silva et al. (2012), Lai et al. (2000), Yu et al. (2004), Ying et al. (2002)

Estudos apontam relagédo de problemas adversos com a presenca de IE no sistema de
abastecimento pudblico de agua e esgoto, devido ao aumento expressivo nos Ultimos anos dos
mesmos em ambientes aquaticos proximos as concentragdes humanas (SODRE et al., 2007).
Em 2008, no Brasil, apenas 44% dos domicilios do pais tinham acesso a rede geral de esgoto.
Contudo, somente 28,5% do que € coletado recebe tratamento, tornando esse cenario ainda mais
preocupante (IBGE, 2010). Dessa forma, invariavelmente, muitos IE sdo detectados em aguas
superficiais devido a ineficiéncia dos sistemas de tratamento ou a falta de tratamento de esgotos
ou efluentes (SODRE et al., 2007). Portanto, como 0s processos convencionais de tratamento e
remocdo desses micropoluentes sdo incapazes de sua total remocdo, novas alternativas
sustentaveis de descontaminacdo de efluentes e esgotos que proporcionem a remogdo adequada

dessas substancias precisam ser desenvolvidas.
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3.4 — Mecanismo de a¢éo dos Interferentes Endocrinos

Os IE operam através de diferentes mecanismos de acdo. O mecanismo de acdo desses
poluentes inicia-se através de uma ligacdo existente entre 0 hormonio e um receptor especifico,
dentro da célula de interesse. Devido a alta sensibilidade e afinidade do receptor hormonal por
um horménio especifico, os IE sdo capazes de interagir com os receptores hormonais, alterando
as respostas padrdo do SE (BIRKETT; LESTER, 2003; JARDIM; GHISELLI, 2007).

Os IE ao modificarem e desregularem as respostas naturais no SE acabam gerando
certos efeitos mesmo em concentragdes ultra-tragos, chamados efeitos agonistas e antagonistas
(Figura 4) (JARDIM; GHISELLI, 2007).

Quando o IE se liga ao receptor e produz uma certa resposta, ele atua como mimetizador,
ou seja, imita a acdo de um determinado horménio natural enviando um sinal diferente para as
células, ativando uma resposta mais fraca ou mais forte e esse processo é chamado de efeito
agonista; entretanto, quando o mesmo liga-se ao receptor, sem produzir nenhuma resposta, ele
é dito como um bloqueador, ou seja, impede o horménio natural de exercer suas funcdes com
seu respectivo receptor inibindo-o; esse processo é chamado de efeito antagonista (BIRKETT;
LESTER, 2003; JARDIM; GHISELLI, 2007; BILA, 2005).

o Mimetizador Bloqueador
Horménio = __Hormonal = - —._Hormonal
T T~ g . = e -
- TN e : = -
| ! f
I ! II e
L Célula| Célula -
Célula il \
| M . Receptor Receptor
' Receptor ‘
" Efeito ) Efeito
Efeito - — -
oA . Efeito Antagonista
Resposta Efeito nista ({ Resposta Inibida)

(a) (b} 9

Figura 4 — DisfuncGes enddcrinas: a) resposta natural, b) efeito agonista, c) efeito antagonista
Fonte: Ghiselli (2007)

Os mecanismos de mimetizacdo e de bloqueio sdo os mais importantes e elucidados na
literatura juntamente com seus efeitos, entretanto, existem outros que podem interferir no SE,
sendo: simulacdo na formacdo de mais receptores hormonais; desativacdo de hormonios e de
enzimas; desestruturacdo hormonal afetando as sinteses hormonais; remocdo dos hormonios
dos seus respectivos receptores; outros mecanismos gque ndo Sao Via receptores hormonais
(JARDIM; GHISELLI, 2007; SODRE et al., 2007; BILA, 2005). No quadro 3 é possivel ter

uma visdo geral dos possiveis mecanismos de acdo que os IE podem apresentar no SE.
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Quadro 3 — Diferentes mecanismos de agéo dos IE

Mecanismo Definicdo Efeito
de acéo
Mimetizacdo  Mimetizando um hormonio Pela ocupacdo do sitio receptor, podem ser
(Agonista) natural, um IE pode acoplar- enviadas mensagens aos genes receptores,
se ao receptor de horménio. que enviadas no momento errado, ou
superproducdo de mensagens tem efeitos
adversos nas fungdes biologicas. Agem com
esse mecanismo as substancias estrogénicas
pela interacdo com o receptor hormonal.
Bloqueio Pela ocupacdo do receptor Impedem que o hormonio exerca sua funcéo.

(Antagonista)

hormonal, alguns IE s&o
capazes de bloquear a ligacéo
do hormonio natural.

Pode ainda, ter um aumento ou decréscimo
no efeito, dependendo se o blogueador é mais
ou menos potente do que o hormdnio
bloqueado. Agem assim, substancias que
interferem na acdo do hormbnio masculino,
impedindo a acdo androgénica do mesmo.
Ex. DDT. Sao conhecidos como “substancia
anti-androgénica”.

Deplecao
hormonios

de

Acelerando a clivagem de
um  hormbnio e  sua
eliminacdo, que conduz a
deplecdo da concentracéo
desse horménio no corpo.

Ex. a dioxina e alguns PCB atuam desta
forma, resultando em baixas concentracdes
dos horménios da tiroides, insulina e
androgenos.

Estimular

Estimulam a formacdo de
mais receptores de
horménios dentro da célula,
gerando malkiplos sinais.

Esse efeito conduz a uma amplificacdo, tanto
do horménio natural, como do IE.

Inibicéo
enzimas

de

Interferéncia com as enzimas
que sdo responsaveis pela
ruptura de hormdnios no
corpo.

Pela desativacdo de enzimas necessarias para
eliminacdo de hormonios, mais hormonios
do que 0s necessarios permanecem ativos.
Sua continua presenca no corpo envia mais
sinais do que o normal ou sinails em
momentos improprios. Hiperestimulagdo dos
receptores pelos horménios naturais que nao
sdo metabolizados e permanecem no corpo.

Destruicao

Destruicdo do hormdnio ou
da capacidade do hormdnio
de executar a sua funcdo,
alterando sua estrutura direta

ou indiretamente, faz com
que o0 hormbnio ndo se
encaixe no sitio receptor.

Adicionalmente, podem

ocorrer  alteracOes nos
padroes de sintese dos
hormanios.

Com a destruicio de determinados
hormbnios ha um  desbalanceamento
hormonal resultando em maiores
concentracdes de um determinado horménio
e diminuicdo da atividade dos hormdnios
naturais afetados. Por exemplo, pode haver a
reducdo do nivel de testosterona e
consequentemente o nivel de estrogénio
ficard acima. Exemplo disso € a feminizacéo
de peixes machos.

Fonte — Bila (2005)
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3.5 — Efeitos colaterais dos Interferentes Endécrinos

Os IE afetam o sistema endocrino ndo de forma benéfica, mas sim de forma desastrosa,
tendo provocado serios efeitos colaterais aos individuos expostos a essas substancias poluentes.
Alguns estudos sobre ecotoxicidade tém revelado sérios efeitos desses contaminantes sobre a
salde humana e de animais silvestres. Portanto, € necessario uma melhor compreensdo de suas
fontes e destinos no meio ambiente.

De acordo com Reis Filho e seus colaboradores (2006), os horménios sexuais provocam
inimeros efeitos sobre a biota como alteragcBes nas taxas de fecundidade, fertilizacdo, ecloséo;
modificacdes ~ comportamentais,  histopatologias,  imunodepressdao, e, inibicdio  do
desenvolvimento dos érgdos sexuais e reversdao sexual.

Alguns estudos relatam anomalias em animais como por exemplo: diminuicdo da
fertilidade dos peixes devido a feminizacdo; problemas e falhas no sistema reprodutivo de aves,
peixes, répteis e mamiferos. Em seres humanos a incidéncia da disfuncdo do sistema enddcrino
acarreta a infertiidade masculina e feminina; cancer de mama, de prdstata, de testiculo e
vaginal; diminuicdo na qualidade e producdo de espermatozoides; ineficiéncias no sistema
imunoldgico e neuroldgico (JARDIM; GHISELLI, 2007; FERNANDES et al.,, 2011; SODRE
et al., 2007).

Guillette e colaboradores (1996) em seu estudo, relataram anormalidades em jacarées
machos nascidos de ovos recolhidos a partir de um lago (Lake Apopka) contaminado com DDT
na Flérida. Esse trabalho relacionou o p,p’-DDE, um metabolito persistente de DDT na reducédo
da atividade estrogénica dos andrdgenos, 0s quais Sdo essenciais na maturacdo e crescimento
do sistema reprodutor masculino de repteis.

Entretanto, o impacto dos IE sobre algumas espécies somente é observado quando 0s
organismos sdo expostos frequentemente a esses contaminantes, ou seja, para que os efeitos
sejam significativos mesmo quando algum organismo esteja exposto a pequenas concentragdes
(g Lt eng L) (RAIMUNDO, 2007).

3.6 — Principais fontes dos Interferentes Enddcrinos

Frequentemente, varios produtos ou substancias quimicas quando absorvidos pelo
organismo sdo excretados em sua forma inativa ou metabolizadas por reacOes de
biotransformacdo, ou seja, reacdes de oxidacdo, reducdo, hidrolise, alquilacdo, sulfatacdo e

glicuronidacdo nas quais sdo formados conjugados polares e hidrofilicos (KUMMERER,
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2009). A entrada desses compostos no ambiente € um problema sério, mesmo em quantidades
tracos, podem chegar ao sistema de abastecimento de agua potavel, sem o0 seu devido processo
de tratamento. Por exemplo, os horménios naturais e sintéticos, sdo excretados diariamente pela
urina € em menor proporgdo pelas fezes, sdo continuamente langados no ambiente, o que lhes
concedem persistentes no ambiente, mesmo apresentando meia vida relativamente curta de 2 a
6 dias (RAIMUNDO, 2007).

Portanto, as principais vias de acesso dos IE nos ambientes aquaticos podem ser
classificadas em dois grupos: pontuais ou difusas (ndo-pontuais) (Figura 5). As fontes pontuais
sdo definidas como entrada direta dos poluentes no ambiente, como exemplos: descargas de
efluentes industriais, fossas sépticas, esgotos industriais e domésticos, podendo ser facilmente
identificadas e diagnosticadas, sendo, portanto, passiveis de medidas de controle. As fontes
difusas sdo aquelas cuja a origem é de dificil identificacdo, pois estdo relacionados as
deposicdes atmosféricas Umida e seca, escoamentos superficiais, lixiviagdo de compostos do
solo, drenagem de aguas pluviais em areas urbanas e rurais. As fontes pontuais sdo as principais
causadoras e responsaveis pela contaminacdo do meio ambiente, enquanto, as fontes difusas
tém uma pequena contribuicdo pela presenca desses contaminantes no ambiente (JARDIM;
GHISELLI, 2007; SODRE et al., 2007; JARDIM, 2012; SANTOS et al., 2013; RAIMUNDO,
2007).
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Origem na agropecudria

« Uso veterindrio de drogas

« Excrecdo de horménios naturais

« Aplicacao de promotores de crescimento animal
« Uso de pesticidas

Origem humana

« Uso de medicamentos

« Excrecdo de hormonios naturais
« Produtos de limpeza e higiene

Origem industrial

« Industria farmacéutica
+ Producdo de plasticos
+ Produtos de limpeza

Figura 5— Rotas e vias de contamina¢do dos IE

pessoa + Redso de lodo de ETE na agricultura OutrEiodises
—»
N, N AN
Residuos mx“os v Residuos || Despejos
solidos Alimentos e bebidas Produtos solidos liquidos
i \ A contaminados industriais
s /
y
Aterros ETE [ Lodo .‘ Aqua Aterros 1 EMI
Exposicao humana S SR
4 Y v
Lixiviado Ffluente | _ Lixiviado Efluente
Escoamento superficial ETA
A v v * % A r

Contaminagao dos corpos d'agua

ETE e ETDI: Estacbes de Tratamento de Esgoto e de Despejos Industriais; ETA: Estagdo de Tratamento de Agua

Fonte — Aquino et al. (2013)
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As ETE e ETA séo os principais vildes, pois em paises subdesenvolvidos e emergentes,
geralmente, o tratamento de efluentes ocorre de forma superficial, limitando-se a diminuicdo
da carga de matéria organica dos residuos. Estudos mostram que em paises onde had maior
eficiéncia nos processos de tratamento de agua e esgoto, o indice de contaminacdo dessas
substancias em seres vivos S30 menores, porém, mesmo assim apresentam concentragdes
significativas de IE, pois a maioria das estacdes de tratamento ndo sdo construidas para a total
remocdo desses micropoluentes, sendo assim parcialmente removidos (JARDIM; GHISELLLI,
2007; SODRE et al., 2007).

3.7 — Remocao dos Interferentes Endocrinos em matrizes aquosas

Os métodos mais utilizados para remogdo dos IE sdo aqueles que incluem técnicas de
adsorcdo e processos oxidativos avancados (POA), além de algumas tecnologias como
0zonizacao e reatores com lampadas ultravioletas. Todavia, apesar dos POA serem eficazes na
remocgdo desses contaminantes, possuem uma grande desvantagem, pois levam a formacdo de
produtos intermediarios, onde até o presente momento ndo ha estudos suficientes para sua
elucidacdo (FERNANDES et al, 2011; WESTERHOFF et al, 2005; DODD et al, 2006;
ROSENFELDT et al., 2007; IKEHATA et al., 2008; AQUINO et al., 2013). Em contrapartida,
as técnicas de adsor¢do possuem uma grande vantagem em relacdo aos POA: ndo geram
produtos intermedidrios de oxidacdo, sdo eficazes, possuem altas taxas de remocdo de
compostos organicos e sdo de facil aplicacdo (GOULART et al. 2012). No entanto, quando sdo
provenientes de substancias zeolitas e carvdo ativado, o método aplicado torna-se inviavel
devido ao alto custo de producdo e a geracdo de grandes quantidades de residuos
(FERNANDES etal.,, 2011; GOULART etal.,, 2012; GONCALVES, 2013).

Considerando que a maior parte dos processos de tratamento de efluentes ndo utilizam
essas tecnologias de custo elevado, acabam tratando esses contaminantes de forma inadequada
pelos processos convencionais (filtracdo, floculacdo, decantacdo, cloracdo), sendo o mais
sofisticado a utilizacdo de reatores bioldgicos (lodos ativados), mas mesmo assim ndo é
suficiente para a total remo¢do dos IE (AQUINO et al.,, 2013).

Na busca de novas alternativas visando metodologias mais simples para a possivel
recuperacdo de efluentes contaminados, surge uma classe de materiais denominada
biossorventes, materiais biodegradaveis de origem biologica, com baixo custo, alta

versatilidade e surpreendente capacidade de adsor¢do, sendo encontrados em grandes
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quantidades no mercado e, muitas vezes, sem a necessidade de tratamento prévio
(FERNANDES et al., 2011; GOULART et al. 2012; GONCALVES, 2013). O seu mecanismo
baseia-se no processo de acumulagdo de um soluto (impurezas dos efluentes) em uma superficie
ou interface de um solido, ou seja, um processo de adsorcao.

Aratjo e colaboradores (2002), afirmam que os mesmos regulam a mobilidade e a
biodisponibilidade dos poluentes em solugcdes. De acordo com Souza (1999) a adsorcdo é um
processo onde as moléculas de interesse podem acumular-se espontaneamente sobre uma

superficie sélida, independentemente se o meio for um fluido, um liquido ou um gas.

3.7.1—-Adsorgéao

Adsor¢do é um processo de acumulacdo e concentracdo seletiva de moléculas ou
substancias de uma fase fluida (liquido ou gas) sobre superficies ou interfaces solidas,
considerando-se um sistema sdlido-liquido ou solido-gas (MCCABE et al, 1993; SOUZA,
1999; BUTT et al., 2003).

O material no qual ocorre a adsor¢do chama-se adsorvente. A substancia adsorvida no
material adsorvente é chamado adsorvato e as moléculas ou substancias a serem adsorvidas (as
gue ndo estdo em contato com a superficie) sdo chamados adsortivos (Figura 6) (BUTT et al.,
2003; CURBELO, 2002).

Adsorvato
& @& ®
F) ® ¢ ®—» Adsortivo
{ “ ,4"\ f| L - 4
‘__. \ ./ .‘, “/ \.ﬂ \
Adsorvente

Figura 6 — Esquema do processo de adsorcdo (adsorvato, adsorvente e adsortivo)
Fonte — Butt et al. (2003) modificada

A interacdo e a posicdo dos grupos funcionais do adsorvato sobre a superficie do
adsorvente € que determina o tipo de processo de adsorcdo existente entre adsorvato/adsorvente

(McKAY, 1996). Em geral, o processo de adsor¢do pode ocorrer de duas formas distintas,
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denominadas por interacdo fisica ou ligacdo quimica, dependendo da natureza das forgas
superficiais (HO; McKAY, 1999).

A adsorcdo por interacdo fisica estd relacionada com as interagdes intermoleculares
relativamente fracas, envolvendo principalmente forcas de Van der Waals, dipolos permanentes
e forcas eletrostaticas existente entre adsorvato/adsorvente, ou seja, ocorrem quando as forcas
intermoleculares de atracdo das moléculas na fase fluida e da superficie sélida sdo maiores que
as forcas atrativas entre as moléculas do préprio fluido e os calores de adsorcdo compreendidos
sd0 moderadamente baixos, além de formar camadas moleculares sobrepostas; essa adsorgdo é
frequentemente conhecida por fisiossorcdo (ADAMSON; GAST, 1997; BUTT et al, 2003;
CIOLA, 1981; FOUST, 1982; VASQUES, 2008; RUTHVEN, 1984).

De acordo Butt e seus colaboradores (2003) a fisiossor¢do € caracterizada por varios
fatores:

> Energia de sublimagdo, sendo na ordem de 20-40 kJ mol?.

> Adsorvato é ainda relativamente livre para difundir na superficie, e para girar.

> Estrutura molecular do adsorvente ndo se altera com a fisiossorcdo, exceto para
alguns sélidos moleculares (gelo, parafina, polimeros).

> Equilibrio de adsor¢do é rapidamente estabelecido, para gases, exceto para
solidos porosos.

A adsorcdo por ligacdo quimica € atribuido a troca de elétrons entre
adsorvato/adsorvente, havendo formacdo de ligacbes quimicas (ibnicas ou covalentes polares)
entre a superficie do adsorvente e o composto adsorvido de forma quase que irreversivel, ou
seja, ela envolve a interagdo quimica entre o fluido adsorvido e o sélido adsorvente; e os calores
de adsor¢do sdo moderadamente altos. A adsor¢do quimica € conhecida por quimiossorgdo e
nela se forma uma Unica camada molecular adsorvida (MELO, 2009; BUTT, et al., 2003;
CIOLA, 1981; FOUST, 1982; VASQUES, 2008; RUTHVEN, 1984).

Segundo Butt e colaboradores (2003) a quimiossor¢ao é caracterizado por:

> Energia sublimacdo tipica de 100-400 kJ mol?.

> Adsorvato € relativamente imovel e, geralmente, ndo se difunde na superficie,
pois muitas vezes, ha locais de ligacdo especificos.

> Solidos covalentes ou metalicos muitas vezes hd uma reconstru¢do da superficie.

> Ligacdo forte, e experimentos em Ultra High Violet (UHV) sdo possiveis porque
as moléculas praticamente ndo sofrem dessorcao.

Contudo, as vezes ndo é facil diferenciar adsorgdo fisica e adsor¢do quimica, pois em

alguns casos, os dois processos podem ocorrer simultaneamente e a possibilidade da existéncia
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de situacbes intermediarias (VOLESKY, 1990), e por isso, para melhor compreensdo e

entendimento, o Quadro 4 apresenta uma breve comparacdo dos dois tipos de adsorc¢éo.

Quadro 4 — Diferengas adsorgdo fisica e adsor¢do quimica

Adsorcdo fisica Adsorcdo quimica
Baixo calor de adsorcéo (2 ou 3 vezes Alto calor de adsor¢éo (2 ou 3 vezes
menor que o calor latente de vaporizagdo) maior que o calor latente de vaporizacéo)
Né&o especifica Altamente especifica
Monocamada ou multicamada Somente monocamada
Nenhuma dissociacdo das espécies Pode envolver dissociacéo
adsorvidas
Significante somente a temperaturas Possivel em uma ampla faixa de
relativamente baixas temperatura
Répida, ndo ativada, reversivel Ativada, pode ser lenta e irreversivel
Sem transferéncia de elétrons Transferéncia de elétrons com formacao

Polarizagdo do adsorvato pode ocorrer de ligacOes entre adsorvato e adsorvente
Fonte — Ruthven (1984); Unruh (2011)

Todavia, alguns fatores influenciam o processo e a capacidade de adsorcdo sendo eles:
velocidade de agitacdo, relagdo adsorvente/adsorvato, tamanhos das particulas, concentragdo
inicial, pH do meio, natureza e caracteristicas do adsorvente e do adsorvato, solubilidade do
soluto, éarea de superficie, temperatura (MORENO-CATILHA, 2004; MELLAH;
CHEGROUCHE, 1997).

3.7.2-Cinéticas de adsorc¢éao

A cinética de adsorcdo descreve a velocidade de remocdo do analito ou substancia em
estudo decorrente do tempo de contato com o adsorvente, da qual é dependente das
caracteristicas fisicas e quimicas do adsorvato, adsorvente e do sistema experimental
(COELHO et al., 2014).

Segundo Soares (1998) e Dabrowski (2001), a cinética de adsorcdo é determinada pelas
seguintes etapas:

> O transporte ou difusdo do adsorvato para a superficie externa ou regido
interfacial do adsorvente;

> A difusdo das moléculas para dentro dos poros do adsorvente;

> A adsorc¢éo do adsorvato na superficie interna do adsorvente.

Conforme a Figura 7, a cinética do processo de adsorcdo € dependente da velocidade de

cada etapa sucessiva. Na etapa 1 ocorre o fenémeno de difusdo e conveccdo, na etapa 2 ocorre



35

o fendbmeno de transferéncia de massa externa, na etapa 3 ocorre difusdo nos poros internos e

na etapa 4 ocorre o fendmeno de adsorcdo (FLORIDO, 2011).

Figura 7 — Etapas do processo de adsorcao
Fonte — Florido (2011) modificada

Inicialmente, a cinética de adsorcdo é mais rapida, por ocorrer na superficie externa do
adsorvente. Com o passar do tempo, a cinética do sistema fica mais lenta, por sua adsorcao
ocorrer na superficie e nos poros internos do adsorvente. Contudo, caso o adsorvente possua
grande quantidade de microporos, a adsorcdo do adsorvato torna-se facilitada e acessivel,
ocorrendo assim uma adsor¢cdo mais lenta, comparada com adsorventes com pouca
microporosidade (BARROS, 2001). Apos o estudo de todas as etapas da cinética de adsorcéo,
constata-se que a etapa de adsorcdo ndo € determinante na cinética do processo e sim na etapa
de difusdo nos poros internos, consequentemente, a cinética é dependente das caracteristicas
intrinsecas do adsorvato e adsorvente que afetam a taxa total de adsorcdo (FLORIDO, 2011).

Um mecanismo importante do processo de adsor¢do € o fenbmeno de transferéncia de
massas, e experimentalmente, a partir da cinética de adsorcdo, € possivel encontrar 0 tempo de
equilibrio, no qual, é o tempo requerido em relacdo a adsor¢do maxima do adsorvato pelo
adsorvente (UNRUH, 2011). Para essa avalicdo méxima, utilizam-se varios modelos cinéticos.

A equacdo cinética de Lagergren foi a primeira a ser desenvolvida para um processo de
sor¢do de um sistema solido-liquido, sendo este mais utilizado para determinar a taxa de sorcdo
de um soluto em uma solugdo liquida (HO; McKAY, 2004). O modelo cinético de pseudo-

primeira ordem é representada pela Equacao 1:
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49,

7 = ke - q.) (Eq.1)

Separando as variaveis da Equacéo 1:

dq, _

m kldt (Eq 2)

Integrando a Equacgdo 2 para as seguintes condicdes de contorno de t=0 até t=t e qt=0

até qi=qt:
@ dq, jt
——— = | k,dt (Eq.3)
J() (qe - qt) 0 !
obtemos,
e =40 _ —k,t (Eq.4)
de
e
q, = q,(1 —e¥1t) (Eq.5)
no qual,

Qe é a quantidade de adsorvato retido no adsorvente no equilibrio (mg gl);
qt é a quantidade de adsorvato retido no adsorvente no tempo “t” (mg g?);
ki é a constante cinética de pseudo-primeira ordem (min-t).
A forma linear do modelo de pseudo-primeira ordem pode ser observada pela Equacédo
6ou7:

ln(Qe - qt) = ln(qe) — kit (Eq.6)

ou,

k
log(q, - q,) = log(q,) — 2,353 t (Eq.7)
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Os parametros do modelo de pseudo-primeira ordem (ge € ki) podem ser facilmente
obtidos a partir dos coeficientes angular (inclinacdo — -ki1/2,303) e linear (intercepto — log de)
da reta apds representacdo grafica de log (ge-qt) versus t.

Este modelo considera a velocidade de ocupacdo dos sitios ativos pelo adsorvato
proporcional ao ndmero de sitios ativos disponiveis no material adsorvente (AKSU, 2001).

O modelo de pseudo-segunda ordem baseia-se também na capacidade de sorcdo do
sorvente, porem, prediz 0 comportamento cinético sobre toda a faixa de tempo de adsorcao

(AKSU, 2001). A Equagéo 8 apresenta 0 modelo de pseudo-segunda ordem de Lagergren:

dq
d—tt = k,(q.— q.)? (Eq.8)

Separando as variaveis da Equacédo 8:

dq,

m = kzdt (qu)
e t

Integrando a Equacdo 9 para as seguintes condicdes de contorno de t=0 até t=t e qt=0

até qi=q:
fqt 44, ftk dt (Eq.10)
—_— = t .
0 (Qe_ qt)z 0 2 1
temos,
1 1
=+ k,t (Eq.11)
(qe - Qt) qe
e
t
q=— (Fq.12)
—+_
k,qZz g
ou
tkzqg
=— 2% (Eq.13
q; 1Jr,{the( q.13)
em que,

Qe € a quantidade de adsorvato retido no adsorvente no equilibrio (mg g?);

qt € a quantidade de adsorvato retido no adsorvente no tempo “t” (mg g1);
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ko é a constante cinética de pseudo-segunda ordem (g mgt mint).
O modelo de pseudo-segunda ordem pode ser escrita na sua forma linear conforme a

seguinte Equacao 14:

t
+— (Eq.14)
q:  k,q; q.

Os paréametros do modelo de pseudo-segunda ordem (qge e k2) podem ser obtidos a partir
dos coeficientes angular (inclinacdo — 1/ge) e linear (intercepto — 1/k2ge?) da reta apos
representacdo gréfica de t/q: versus t.

Considerando que as constantes cinéticas de reacdo (ki e k2) sdo dependentes da
temperatura, € necessario determinar a energia de ativacdo (Ea) do processo de adsorcdo, ou
seja, a energia minima que 0S reagentes necessitam para que 0 processo de adsorcdo ocorra e
forme os produtos (Reacdo 1) (SILVA, 2005).

Adsorvente ) + Adsortivo ,q, = Adsorvente — Adsorvato, (Reagdo 1)

O reagente do processo de adsorgdo sdo os sitios ativos do adsorvente e o adsortivo em
solucdo aquosa; e o produto é a quantidade de adsorvato adsorvido na superficie do adsorvente

(SILVA, 2005). Para a determinagdo da Ea utiliza-se a equacdo de Arrhenius:

E,

k = Ae RT (Eq.15)
no qual,
k é a constante de velocidade de adsorcdo obtida a partir do ajuste cinético (g mol? s1);
Ea é a energia de ativacdo de adsorcdo (J mol?)
A ¢ o fator de frequéncia de Arrhenius ou fator pré-exponencial (g mol! s1);
R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J mot! K-1);
T é a temperatura (K)

A forma linear da equacdo de Arrhenius pode ser adquirida pela Equacéo 16:

Ink=InA EalE 16
nk=1In RT(q.)
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Os parametros de Arrhenius (A e Ea) podem ser obtidos a partir dos coeficientes angular
(inclinacdo — -Ea/R) e linear (intercepto — In A) da reta apos representacéo grafica de In k versus
1/T (SILVA, 2005; FIGUEIREDO, 2014).

3.7.3—Isotermas de adsorcéo

As isotermas de adsorcdo s@o curvas que indicam (COELHO, et al.,, 2014; VASQUES,
2008):
A forma como o adsorvente efetivamente adsorvera a molécula ou a substancia;
Se a purificacdo requerida pode ser alcancada;

A estimativa da quantidade méaxima de adsorvato que o adsorvente adsorverg;

YV V V VY

Informacdes que determinam se o adsorvente pode ser economicamente viavel
para a purificacdo do liquido.

Essa capacidade de captacdo acaba sendo uma das caracteristicas mais importante de
um adsorvente. Portanto, as isotermas de adsorcdo descrevem o fendmeno de equilibrio entre a
concentracdo em solucdo ou fase fluida (Ce) e a quantidade de substancia adsorvida por unidade
de massa do adsorvente (ge) em uma determinada temperatura (MCCABE et al., 1993;
COELHO, et al.,, 2014; BARROS, 2001). O parametro ge pode ser obtido conforme Equacéo
17:

V(C,—C
q =¥ (Eq.17)

e

no qual,

Qe é a quantidade de adsorvato retido no adsorvente no equilibrio (mg g?);
Co é a concentracdo inicial do adsorvato em solugdo (mg L1);

Ce é a concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L1);

V é avolume da solucdo (L);

m é a massa do adsorvente (Q).

Segundo Brunauer e colaboradores (1940), as isotermas de adsorcdo s&o classificadas
de acordo com suas formas e processos, baseados no equilibrio solido-gas podendo ser
agrupados em cinco tipos conforme Figura 8, sendo que essa classificacdo é habitualmente
chamada de BET (Brunauer-Eminett-Teller) e a maioria dessas isotermas resultam da adsorcao

fisica.
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Figura 8 — Isotermas de adsorgéo classificadas por Brunauer et al. (1940)
Fonte — Florido (2011)

A isoterma do tipo | é tipica de sélidos ou adsorventes microporosos, nos quais o
tamanho do poro ndo é muito maior do que o didmetro da molécula do adsorvato, existindo um
limite de saturacdo correspondente ao enchimento completo dos microporos. A isoterma do tipo
Il e Il sdo tipicas de sélidos ou adsorventes que apresentam um grande volume microporoso,
ou seja, que possuem uma grande faixa de tamanho de poros, onde ocorre a formacao
progressiva de multicamadas desde baixas concentracfes. J& a isoterma do tipo IV € tipica de
adsorventes mesoporosos, onde o diametro do poro é muito maior que o diametro das moléculas
do adsorvato, neste caso, ocorre a formacdo de duas camadas na superficie do adsorvente. Por
fim, a isoterma do tipo V é tipica de sélidos microporosos sendo observado quando os efeitos
de atracdo intermoleculares séo suficientemente grandes (FLORIDO, 2011; VASQUES, 2008;
RUTHVEN, 1984)

As isotermas podem ser classificadas de acordo com o equilibrio entre a concentracdo
do adsorvato na solucdo e a quantidade de adsorvato adsorvido na superficie do adsorvente a
uma certa temperatura, ou seja, a quantidade méxima de adsorvato que o adsorvente adsorvera
(COELHO, et al., 2014). Tais isotermas sdo expressas através de curvas e graficos como pode

ser visto na Figura 9:
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Figura 9 — Isotermas de adsorcao
Fonte — McCabe et al. (1993) modificada

As isotermas do tipo retilinea, indicam que a quantidade adsorvida é praticamente
proporcional a concentracdo do fluido, ndo indicando uma capacidade maxima para adsorgéo.
Isotermas do tipo cdncava ou curvatura ascendente sdo aparentemente desfavoraveis devido a
baixa capacidade de remogdo em baixas concentragfes de adsorvato no fluido. As isotermas do
tipo irreversivel ou horizontal sdo as que apresentam maiores valores de concentracdo do soluto.
E as isotermas do tipo convexa ou curvatura descendente sdo as que aparentam serem mais
favoraveis, por extrairem grandes quantidades, mesmo em baixos niveis de concentracdo de
adsorvato no fluido (MCCABE et al., 1993; COELHO et al., 2014; FAVERE, 1994).

Sabendo-se que as isotermas de adsorcdo estdo relacionadas com as relagbes de
equilibrio do meio, alguns modelos matematicos correlacionam essa quantidade adsorvida no
equilibrio com o meio circundante (COELHO et al., 2014). E dentre esses modelos, os mais
conhecidos e utilizados para biossorcdo em fase liquida, sdo as equacGes ou modelos de
monocamada de Langmuir e multicamada de Freundlich (FEBRIANTO et al., 2009; TARLEY,
2004; DI BERNARDO; DANTAS, 2005; BRANDAO; SILVA, 2006; FREUNDLICH, 1906).

3.7.3.1—Isoterma de Langmuir

O modelo tedrico mais simples para adsorcdo em monocamada originalmente

desenvolvido para uma sor¢do quimica de um sistema sélido-gas, deve-se a Langmuir, em 1916.
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Baseia-se na hipotese de movimento das moléculas adsorvidas pela superficie do adsorvente,
de modo que, haja uma distribuicdo uniforme formando uma monocamada que recobre toda
superficie (LANGMUIR, 1918; RUTHVEN, 1984). Entretanto, 0 modelo €é tradicionalmente e
amplamente requisitado para descrever o comportamento do adsorvato no equilibrio para
diversos sistemas (FOO e HAMEED, 2010). Pressupde-se que as for¢as que atuam na interacao
adsorvato/adsorvente sdo similares em natureza a aquelas que envolvem combinacdo quimica
(VOLESKY, 2003).

De acordo com Ruthven (1984) e Kanitz (2007) o modelo de Langmuir é baseado em
algumas hipoteses:

> A adsorgéo ocorre em monocamada;

> As moléculas s&o adsorvidas em um nudmero fixo de sitios acessiveis bem
definidas (superficie uniforme);

> Cada sitio pode adsorver uma Unica moléecula de adsorvato;

> Todos os sitios de adsor¢do séo equivalentes energeticamente uns aos outros;

> Na&o existe interacdo entre as moléculas adsorvidas;

> A capacidade de adsor¢do de um certo sitio € independente dos sitios vizinhos
estarem ou ndo preenchidos.

O modelo de Langmuir é descrito segundo a expressao:

_ qmaxKLCe

= Eq.18

no qual,
Qe é a quantidade adsorvida no equilibrio por unidade de massa de adsorvente (mg g?);
Omax € a constante que representa 0 ndmero total de sitios disponiveis do adsorvente, ou
capacidade maxima de adsorcéo (mg gt);
KL é a constante de Langmuir relacionado com o calor de adsorgdo (L mg?);
Ce é a concentracdo de equilibrio do soluto em solugdo (mg L1).

O modelo pode ser expresso em termos do parametro de equilibrio ou fator de separacéo
R., que é uma constante adimensional definida conforme Equacdo 19 (MAGDYA;
DAIFULLAH, 1998).

R =—— (Eq.19
L 1+KLC0(q )

no qual,
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Co é a maior concentragdo inicial do analito em solugdo (mg L1).

Este parametro de equilibrio permite prever e indicar a forma da isoterma de adsorcédo
e a natureza do processo de sorcdo se ela é favoravel ou desfavoravel. As possiveis correlagbes
entre os valores de RL e as possibilidades ou tipos de isotermas de adsor¢do sdo (MAGDYA,;
DAIFULLAH, 1998):

> RL > 1 a adsorcéo é desfavoravel,

> RL =1 a adsorgéo ¢ linear;

> 0 <RL <1 aadsorcéo é favoravel;

> RL = 0 a adsorcéo é irreversivel.

A forma linear da isoterma de Langmuir pode ser observada pela Equacdo 20 ou 21:

! ! + ! (Eq.20)
qe CImax KL CImax Ce

ou

C, 1 1
— = + C, (Eq.21)

q e Qmax KL max

Os parametros do modelo de Langmuir (KL e gmax) podem ser facilmente obtidos a partir
dos coeficientes angular (inclinacdo — 1/gmax) e linear (intercepto — 1l/gmaxKL) da reta apos
representacdo gréfica de Ce/ge versus Ce (RUTHVEN, 1984).

3.7.3.2—Isoterma de Freundlich

O modelo puramente empirico desenvolvido por Freundlich em 1907 para adsorgdo de
gases em superficies solidas, é muito utilizado em varios sistemas pois descreve o equilibrio
em superficies heterogéneas, além de considerar uma distribuicdo exponencial para caracterizar
0s varios sitios de adsor¢do com energias adsortivas diferentes e ndo delimita a adsorcdo em
monocamadas e sim em multicamadas (VOLESKY, 1990; FLORIDO, 2011). Como este
modelo ndo prevé o estado de saturacdo do processo de adsorcdo, ele é bem aplicado a dados
experimentais de faixa de concentracdo limitada (TAVARES, 2003).

O modelo de Freundlich é representado pela expressao:

1
g, = K;C,” (Eq.22)
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em que,

Qe € a quantidade adsortiva no equilibrio por unidade de massa de adsorvente (mg g1);

Ce é a concentracdo de equilibrio do soluto em solugdo (mg L1);

Kr é a constante de equilibrio de Freundlich relacionado com o calor de adsorcdo (mg g?) (L
mg-l)lln;

n é a constante adimensional ou empirica gue indica se a adsorcao é favoravel.

Os parametros empiricos Kr e n do modelo de Freundlich, s&o constantes que dependem
de diversos fatores experimentais como temperatura, area superficial do adsorvente e do sistema
em guestdo; essas constantes se relacionam com a distribuicdo dos sitios ativos e a capacidade
de adsorcdo do adsorvente. Kr pode ser interpretada como uma extensdo ou capacidade de
adsorcdo e n como indicativo da energia ou intensidade de reacdo e se a adsorcdo é favoravel
no intervalo 1 < n < 10 (CIOLA, 1981; BARROS, 2001). Para 1/n igual a 1, nota-se uma
adsorcdo linear e geralmente ocorre para concentracdes de soluto e quantidade de adsorvente
muito baixas; para 1/n > 1, nota-se uma isoterma de curvatura para cima ou cOncava onde a
energia de sorcao marginal é proporcional com a concentracdo superficial; e para 1/n < 1, nota-
se uma isoterma de curvatura para baixo ou convexa onde a energia de sor¢do marginal é

inversamente proporcional com a concentracdo superficial (Figura 10) (DELLE SITE, 2001).

1/n<1
1/n>1

Linear C Freundlich C Freundlich C

Figura 10 — Isotermas tipicas que descrevem a sorcdo de compostos organicos em agua e por
adsorventes naturais

Fonte — Delle Site (2001) modificada
A isoterma de Freundlich pode ser escrita na sua forma linear conforme a seguinte
Equacéo 23:

1
logq, =log K + ElogCe (Eq.23)
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Os parametros do modelo de Freundlich (n e Kr) também podem ser obtidos a partir dos
coeficientes angular (inclinacdo — 1/n) e linear (intercepto — log Kr) da reta apds representacao

grafica de log ge versus log Ce.

3.7.4—Termodindmica de adsorgéao

O estudo da termodindmica de adsorcdo estd relacionado com a determinacdo dos
seguintes parametros: AG’, AH’ e AS’. Grandezas importantissimas para auxiliar, indicar e
concluir se o processo €& espontaneo ou ndo, exotérmico ou endotérmico, além de dar
informagdes relativas sobre a heterogeneidade do adsorvente, afinidade relativa com o
adsorvato e se 0 processo é de adsorcéo fisica ou quimica (UNRUH, 2011; SCHNEIDER, 2008)

Para que um processo de adsorcdo seja espontaneo, é necessario que AG < 0. Quando
AG > 0, 0 processo ndo € espontaneo e quando o valor de AG = 0, 0 processo de adsor¢do esta
em equilibrio termodinamico (LESMANA et al., 2009; SCHNEIDER, 2008).

Para que um processo seja exotérmico e reversivel (fisiossorcdo) é necessario que AH <
0, indicativo da liberacdo de calor do processo; enquanto que, AH > 0, indica que o0 processo é
endotérmico e irreversivel (quimiossor¢do), ou seja, quando o processo absorve calor
(MONTEIRO, 2009; LESMANA etal., 2009; DELLE SITE, 2001).

A variacdo da energia livre de Gibbs (AG’) é estimada pelas seguintes relagGes
termodindmicas (LESMANA et al., 2009; SCHNEIDER, 2008):

AG, ;= —RTInK, (Eq.24)

ads

AG,

ads

= AHggs — TASqqs (Eq.25)
no qual,

R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J mol! K-1);

T € a temperatura (K).

e

K, = % (Eq.26)

e

em que,
Qe € a concentracdo de equilibrio no adsorvente (mg g1);

Ce é a concentracdo de equilibrio na solugdo (mg L1);
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Kq € a constante (distribuicdo ou particdo) de equilibrio termodindmico aparente.

A forma linear de Kg pode ser expressa conforme a Equagéo 27:
Inqg,=InK; +InC, (Eq.27)

O parametro Kq pode ser obtido a partir do coeficiente linear (intercepto — In Kq) da reta
apos representacdo grafica de In ge versus In Ce.

A variacdo da entalpia de adsorcdo (AH’ads) € a variacdo da entropia de adsorcdo (AS‘ads)
sdo estimadas pela seguinte equacdo de Van’t Hoff (LESMANA et al., 2009; SCHNEIDER,
2008; ARAUJO etal., 2009; FREITAS et al. 2005):

AH(;,dS l ALSI.;:,dS (Eq_ 28)

kK, =—
" fa R T

Os parametros AH'’ass € AS°ds podem ser facilmente obtidos a partir dos coeficientes
angular (inclinagdo — - AH’as/T) e linear (intercepto — AS’as/T) da reta apds representacdo
gréfica de In Kqversus 1/T (UNRUH, 2011).

3.8 — Adsorventes

Atualmente, a preocupacdo com a poluicdo dos corpos d’agua por diferentes
contaminantes e principalmente por produtos quimicos de origem antrépicas, tornou-se um dos
principais assuntos de interesse de pesquisadores, 0rgaos publicos e privados. Sabendo-se das
graves consequéncias que 0S mesmos podem causar, novas medidas e processos de
descontaminacdo de efluentes precisam ser desenvolvidas. Inimeros adsorventes tém sido
avaliados como uma nova alternativa na remogdo de contaminantes emergentes em aguas
superficiais. Todavia, a selecdo do mesmo depende de varios fatores como: relacdo
custo/beneficio, versatilidade, capacidade de adsorcdo, disponibilidade no mercado, destino
final apos o uso, reacBes adversas.

O carvéo ativado é um dos adsorventes mais utilizado na remocao de poluentes em agua,
devido sua elevada capacidade adsortiva; possui uma ampla faixa de remog&o, desde compostos
organicos a metais pesados, porém, seu elevado custo, inviabiliza o processo de remocao, além

da grande quantidade de residuos gerados.
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Uma grande alternativa tecnoldgica para a remo¢do de contaminantes em agua sdo
alguns grupos de biomassas que estdo sendo considerados potenciais adsorventes no cenario

mundial, chamados de biossorventes (Figura 11).

Biomassas

Leveduras Bacterias

Residuos
groindustriai :

Fungos

: Vewetsi
Filamentosos egetais

-

Figura 11 — Tipos de biomassas empregadas como biossorventes

Na literatura podemos encontrar muitos trabalhos desenvolvidos a partir da utilizacéo
desses biossorventes na remocdo de contaminantes em solugcbes aquosas. Fernandes e
colaboradores (2011), utilizaram a turfa decomposta como biossorvente na remocdo dos
horménios 17p-estradiol e EE2 de solugbes aquosas, sendo a turfa um material relativamente
barato e com uma boa capacidade de adsor¢do. Cunha (2012), estudou a interacdo e remogao
de certos interferentes enddcrinos com turfas, sedimentos e algumas espécies de plantas em
amostras aquosas.

Bharathi e Ramesh (2013), realizaram um estudo de revisdo citando indmeros trabalhos
envolvendo a remocdo de corantes a partir de residuos agricolas como adsorventes. Por
exemplo, cascas de laranja, banana, arroz e feijdo na remocdo dos corantes violeta, azul basico
9, amarelo &cido 36 e azul de metileno, respectivamente. Em outro estudo, Grassi e
colaboradores (2012) apontam alguns trabalhos que utilizaram residuos sélidos agricolas na
remogdo de poluentes em solucBes aquosas como cascas de améndoa, aveld, alamo, laranja,
arroz, serragem de nogueira, bagaco de cana-de-acUcar, residuos de coco, semente de mamao,
entre outros.

Tanyildizi (2011) trabalhou com a adsorcdo do corante preto reativo 5 em solucdo
aquosa por cascas de amendoim. Enquanto, Deniz e Karaman (2011) trabalharam com folhas
de pinheiro na sua forma natural como biossorvente para a remo¢do do corante amarelo &cido

220 a partir de solugdes aquosas.
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Barros (2001) avaliou a eficiéncia de alguns adsorventes de baixo custo como argila
ativada, carvdo mineral (ROM) e “schungite” na remo¢do de ions metdlicos em daguas,
enquanto, Vaghetti (2009) utilizou cascas de pinhdo e nozes para o tratamento de &guas
contaminadas com ions metalicos potencialmente tdxicos. Sharma e colaboradores (2008)
avaliaram a capacidade adsortiva de seis adsorventes de baixo custo derivados de residuos
agricolas e industriais na remocdo de atrazina em aguas.

Nogueira e colaboradores (2007), trabalharam com bagaco de casca de coco na remogao
de fenol e nitrofendis em solucBes aquosas, uma classe comum de contaminantes de efluentes
industriais, que conferem odores e sabores desagradaveis a agua mesmo em baixas
concentragdes. Censi e colaboradores (2013) aplicaram o0 bagaco de maca do tipo gala na
remocdo do horménio EE2.

Em seu estudo, Pantano e colaboradores (2014) utilizaram serragem na remocao de
fosforo provenientes de fertilizantes em corpos aquéticos. Goulart e colaboradores (2012)
aplicaram sabugo de milho, um rejeito agricola de baixissimo custo na remocdo de metais
pesados em efluentes industriais. Gongalves (2013) em seu trabalho, relatou que o Grupo de
Estudos em Solos e Meio Ambiente (Geoma) tem avaliado varios residuos agroindustriais na
remocgdo de metais e pesticidas, tais como sementes de moringa oleffera, crambe, pinhdo manso,
cascas de mandioca, castanha do Brasil, castanha de caju e de pinus, materiais alternativos e
sustentaveis.

Bianchin (2011) utilizou como biossorventes o produto da digestdo do cupim e rolha de
cortica na remocdo de metais (cadmio e cromo) em matrizes biolégicas e ambientais e Alfaya
e colaboradores (2009) em seu trabalho, utilizaram cascas de banana na remocdo dos metais
Cu, Zn, Cd e Pb. Lesmana e colaboradores (2009), apresentaram um breve resumo sobre alguns
estudos da aplicacdo de biomassas (residuos agroindustriais, algas, bactérias e fungos) na
separacdo de metais em aguas residuais. Seixas e colaboradores (2016), prepararam em seu
trabalho, adsorventes a base de baga¢o de cana-de-aglcar para o tratamento da vinhaca in
natura na remocdo de compostos polifendlicos e organicos.

Sendo assim, é possivel encontrar Varios estudos sobre a utilizagdo de biossorventes
como uma alternativa barata e sustentdvel na remocdo de varios poluentes que afetam

diretamente as fontes hidricas do planeta.
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3.9 — Validacdo de metodo

Validagdo de método é uma sucessdo ou conjunto de etapas que avalia se um método
analitico e atendivel para os propositos a que ele se destina, garantindo uma maior
confiabilidades dos resultados gerados.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) estabelece: “4 validacdao
de método € conhecida coletivamente por verificacdes realizadas para garantir que as
caracteristicas de desempenho de um método sejam entendidas e para demonstrar que o
método seja cientificamente coerente, sob as condi¢oes nas quais ele deve ser aplicado”

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO,
2003) define validacdo: “Comprovagdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que
os requisitos para uma aplica¢do ou uso especificos pretendidos foram atendidos”.

A validacdo de método para a International Union of Pure and Applied Chemistry
(THOMPSON et al., 2002), “é o uso de um conjunto de testes que quaisquer pressupostos em
que o método analitico se baseia e estabelece e documenta as caracteristicas de um método de
desempenho, demonstrando, assim, se 0 método é adequado para uma finalidade analitica
particular”.

O processo de validagdo de um método analitico é descrito em um procedimento, a
partir, dos estudos dos parametros ou caracteristicas de desempenho analitico, conhecidas por
figuras analiticas de mérito sdo: seletividade; linearidade e faixa de trabalho; precisdo; exatidao;

limite de deteccéo; limite de quantificacdo e robustez.

3.9.1 —Seletividade

A seletividade de um método analitico de separacdo é a capacidade de produzir e
distinguir respostas para um determinado analito em exame de todo o resto presente na amostra
complexa que podem interferir na sua determinagdo, ou seja, 0 grau de quantificar a substancia
a analisar com precisdo na presenca de interferéncias (THOMPSON et al, 2002; ANVISA,
2004). Ela garante que o pico de resposta seja exclusivamente da substancia de estudo e caso a
seletividade seja comprometida, outros parametros de desempenho estardo fortemente
prejudicadas (RIBANI et al., 2004).

Ribani e colaboradores (2004), relatam que uma das maneiras de avaliar a seletividade
é comparando a matriz livre do analito de interesse, conhecido por branco do método e a matriz

fortificada com o analito, onde nenhum interferente presente na matriz devem possuir um tempo
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de retengdo parecido ou semelhante ao da substancia em estudo, assim, serem eluidas

separadamente sem interferéncia alguma.

3.9.2 — Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade de um método analitico é a habilidade e capacidade de um método em
produzir dados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia de interesse, dentro de
uma determinada faixa de trabalho (RIBANI et al, 2004; INMETRO, 2003). Sendo
determinada pela medicdo de amostras (padrdo), com concentragdes de analito abrangendo a
faixa reivindicada pelo método, por padronizacdo interna ou externa e formulada por uma
relacdo matematica entre o sinal e a massa ou concentracdo do composto a ser determinado
(INMETRO, 2003; ANVISA, 2004). Essa relagdo matematica € expressa empiricamente ou na
utilizacdo de Softwares como Microsoft Excel® ou Microcal Origin® para obter uma reta por
regressao linear de primeiro grau, chamada de curva analitica ou curva de calibragdo analitica,
definida por no minimo 6 pontos devido aos possiveis erros associados (aleatorios e/ou
sistematicos), usando o método dos minimos quadrados para encontrar a “melhor” reta que
passa através de um conjunto de pontos que apresentam alguma dispersdo. A melhor reta serd

aquela em que alguns pontos ficam acima da reta e alguns abaixo da reta (HARRIS, 2008).

Equacgéo da reta:

y=mx+ b (Eq.29)

no qual,
m € o coeficiente angular (inclinacdo ou sensibilidade analitica);
b é o coeficiente linear (valor de y na intersecdo da reta com o eixo y, quando x = 0);
y € o sinal ou resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X é a concentracdo do analito.
A estimativa dos coeficientes da curva de calibracdo sdo obtidos pela Equacdo 30 e 32

e seus respectivos desvios ou erro padréo pela Equagdo 31 e 33 (HARRIS, 2008):

m = n2(xy;) —XNx; Ry,
ny(x})— Xx;)?

(Eq.30)
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n
S, = Sy\/g (Eq.31)

_ XaDTy - Exy)Xx

ST T x| 4
S, =5, Z(Dxf) (Eq.33)

D= nZ(xiZ) — inin (Eq.34)

em que,
n é nimero de pontos;
Sm € a estimativa do desvio-padrdo ou erro-padrdo do coeficiente angular;
Sb é a estimativa do desvio-padrdo ou erro-padrdo do coeficiente linear;
D é o determinante.
Uma medida superficial, mas muito utilizada para avaliar a qualidade da reta de

regressao linear, sdo os coeficientes de determinagéo e de correlacdo (HARRIS, 2008).

pr_ B D 0=
2(x; — X)Xy, —¥)?

(Eq.35)

no qual,

x € amédia de todos os valores de x;
y é amedia de todos os valores dey;
R? é o coeficiente de determinacdo.

Quanto mais proximo o coeficiente de determinacdo estiver de 1,0; menor sera a
porcentagem da variacdo da varidvel dependente explicada pela variavel independente, ou seja,
menor a dispersdo ou desvio dos dados experimentais e menor a incerteza do coeficiente
estimado (RIBANI et al., 2004).

R =+/R? (Eq.36)
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em que,
R é o coeficiente de correlacéo.

Quanto mais proximo o coeficiente de correlacdo estiver de -1,0 e 1,0; mais forte é a
correlacdo entre as varidveis dependente e independente; e mais adequada a reta como modelo
matematico (INMETRO, 2003).

A faixa de trabalho de um método € o intervalo entre os limites inferior e superior de
concentracdo da substancia no qual foi possivel a determinacdo sob as condiches especificas
para 0 ensaio. Esse limite inferior deve ser igual ou maior que o limite de deteccdo do método
(INMETRO, 2003)

3.9.3—-Precisao

A precisdo de um método analitico é a avaliagdo ou grau da proximidade da
concordancia entre resultados de testes independentes, repetidos de uma mesma amostra, em
condi¢Bes pré-estabelecidas (ANVISA, 2004; INMETRO, 2003; THOMPSON et al., 2002).

Assim sendo, apreciador da dispersdo dos dados, a precisdo € normalmente estimada em
termos do desvio padrdo absoluto (SD) ou pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD),
também conhecido por coeficiente de variagdo (CV) (RIBANI et al, 2004; ANVISA, 2004;

THOMPSON et al., 2002).
’Z(xi —X)?

x; € 0 valor de uma determinagéo;

no qual,

X é amédia das determinagdes;

n — 1 éograus de liberdade do sistema.

SD
RSD (%) o CV (%) = — x 100 (Eq. 38)

Um outro critério de aceitacdo no estudo da precisdo do método, é a utilizacdo da
equacdo de Horwitz, que indica um CV inversamente proporcional a concentragdo do analito
(RATH etal.,, 2008).
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CV(%) = 2(1-05108 ©) (Fq 39)

em que,
C é a fracdo de massa expressa como exponencial de 10 (por exemplo, 1 mg gt =10-3).

Para analise de tracos, consideram-se aceitaveis CV de até 20% e a equacdo de Horwitz
apenas pode ser utilizada para estabelecer parametros de CV de concentracdes expresso como
exponencial de 10 para valores maiores que 107, pois para concentracdes menores que 107 os
valores de CV seriam extremamente elevados (RATH etal., 2008; BRITO et al., 2003).

Entretanto, a ANVISA prediz que a precisdo pode proferir de diferentes formas
dependendo das condicBes em que ela possa ser calculada. Niveis de repetitividade, referente a
medicBGes realizadas sob condicbes do mesmo método, mesmo material, mesmo operador,
mesmo laboratdrio e repeticbes em curto periodo de tempo; e niveis de reprodutibilidade,
referente a medicBes realizadas sob condicbes do mesmo método, diferentes operadores,
laboratdrios diferentes, equipamentos diferentes e repeticdes em um longo periodo de tempo.

Quando é preciso avaliar a precisdo em termos estatisticos na comparacdo de resultados,
utiliza-se testes estatistico de hipotese que nos permite rejeitar ou ndo rejeitar uma hipotese
estatistica com base nos resultados de uma amostra ou método. Sao eles, teste F, que é o teste
de comparacdo de varidncias de duas amostras ou método (INMETRO, 2003).

2
Feaicutado = S% (Eq.40)
SB
s? variancia da amostra ou do método.

Contudo, é necessario colocar a maior variancia no numerador, de modo a obter um

F,qicuiado Maior que 1. Posteriormente, o valor obtido compare-o com o valor tabelado de F.

Em casos, F, > Fiopelador 05 dois métodos ou amostras apresentam diferenga

alculado
significativa entre seus resultados estatisticamente, e quando F.,;cuiade < Frabeiador OS
resultados obtidos ndo apresentam diferenca significativa estatisticamente (AMARANTE
JUNIOR etal., 2001; RIBANI etal., 2004).

O teste t-Student, é o teste de comparacdo de uma ou mais médias de uma amostra ou

método (RIBANI et al., 2004). O teste para uma média é dita:

u=x=tt (Eq.41)

S

n

em que,
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u éointervalo de confianca da media real;

X € amédia estimada da amostra;

t € o valor do teste t de Student tabelado para n-1 graus de liberdade;
n € o nimero de observacdes.

O teste t-Student usada para duas médias independentes é:

|9E B yl n,n,
t = Eq.42
calculado Sagrupado nx + ny ( q )

s _ s¢(n, — 1) + s2(n, — 1) (Eq.43)
agrupado n, + ny ) q.

no qual,
n; € o nimero de observacoes;
s? é avariancia das amostras.

Comparando o valor tabelado de t para n, + n, —2 graus de liberdade com o valor
calculado, para t.q;cuiado = trabelado» €M Niveis de confianca de 95% os dois resultados séo
considerados diferentes estatisticamente, e quando F.,icuiade < Frabeiado» ©OS resultados
obtidos s&o considerados semelhantes estatisticamente, ndo apresentado diferenca significativa

(AMARANTE JUNIOR et al.,, 2001; RIBANI et al., 2004).

3.9.4 — Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a concordancia entre os resultados adquiridos de
um determinado ensaio analitico e um valor de referéncia aceito como verdadeiro, ou seja, a
exatiddo define a proximidade do valor verdadeiro (INMETRO, 2003; HARRIS, 2008).
Conforme as normas da IUPAC (THOMPSON et al., 2002) e do INMETRO (INMETRO,
2003), dentre as maneiras de verificar a exatiddo séo:

> Uso de material de referéncia certificado (MRC)

> Comparac0es interlaboratoriais

> ComparacOes de métodos internos com um método de referéncia

> Adicéo de padréo

>

Por ensaios de recuperacdo analitica (Valor observado/Valor esperado)
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Logo, a forma de apreciar a exatiddo do método é através da recuperacdo do analito
(Re):

X ,oti — X
Re (%) — estimado real x 100 (Eq44)

real

em que,

X ¢ o valor estimado ou a média aritmética dos valores obtidos;

estimado

X,eq: € 0 Valor aceito como real ou verdadeiro.

Todavia, para ensaios de recuperacgdo, consideram-se aceitaveis valores de Re entre 60-
115% para concentragOes expressos como exponencial de 10 para valores iguais ou maiores de
106 e valores de Re entre 40-120% para concentragdes iguais ou maiores de 107 (BRITO et al.

2003).

3.9.5—Limite de deteccao

O limite de deteccdo de um método é a menor quantidade de substdncia que é
“significativamente diferente” de um branco, ou seja, ¢ o menor valor de concentracdo do
analito que pode ser detectado, mas ndo mensurdvel pelo método (HARRIS, 2008). Definido
pelo INMETRO como sendo a concentragdo minima de um composto medido e declarado
acima de 95% de confianca de que a concentracdo da substancia é maior que zero.

Para a obtencdo do LD, possuem duas formas bem distintas, uma delas é feito pelo
método da relacdo sinal-ruido, que € realizada pela comparacdo entre a medicdo dos sinais de
amostras em baixas concentragcdes conhecidas do analito e um branco (matriz isenta do analito
de interesse) dessas amostras. A estimativa do LD aceitavel para o sinal-ruido ¢ uma proporcao
de 3:1 (RIBANI et al., 2004).

A outra forma conhecida é pelo método baseado em parametros da curva analitica
(HARRIS, 2008), expresso como:

LD=3x%u£q4$
no qual,
s, € a estimativa do desvio padrdo da resposta, desvio padrdo dos residuos ou erro padrdo da
estimativa;

S é a sensibilidade (inclinacdo analitica) ou coeficiente angular da curva analitica.
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’ d?
Sy = % (Eq.46)

d;=y;,—y=y;— (mx; +b) (Eq.47)

em que,
d; € o desvio vertical,
y; € o valor da variavel dependente estimada;
y é o valor da variavel dependente real,
x; € o valor da variavel independente estimada;
n — 2 éosgraus de liberdade.
Contudo, € preciso que a curva analitica contenha os pontos de interesse na faixa de

concentragdo proximo ao LD (RIBANI etal., 2004).

3.9.6 — Limite de quantificacédo

O LQ de um método é a menor quantidade que pode ser medida e determinada com
exatiddo razoavel e um nivel de precisdo e veracidade aceitdveis (HARRIS, 2008; INMETRO,
2003). Para a sua elucidacdo, utiliza-se os mesmos critérios de LD, mas usa-se uma relacdo
sinal-ruido na proporcdo de 10:1 e pelos parametros da curva analiticas, a estimativa do desvio
padrdo da resposta (s,,) € multiplicada por 10, ou seja, a diferenga entre os limites esta na ordem

de grandeza das incertezas associadas (Equacdo 48) (INMETRO, 2003).

S
LQ =10 X ?y (Eq.48)

3.9.7—-Robustez

A robustez de um método analitico é a capacidade de um método ndo ser afetado por
pequenas variagOes, realizadas nos parametros de operacdo. Em um método cromatografico,
ele é considerado robusto, caso ele gere resultados aceitdveis quando sdo feitas pequenas

variacdes na composicdo da fase movel, temperatura da coluna cromatografica, vazao da fase
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mével, volume de injecdo da amostra, entre outros (HARRIS, 2008; INMETRO, 2003). Essas

variacdes sdo aceitaveis na escala de +5% (RIBANI et al., 2004).

3.10 - Planejamento fatorial de experimentos: Modelos

multivariados

Atualmente, o0s procedimentos analiticos envolvendo otimizacdo por técnicas
multivariadas vém sendo muito utilizados para analisar sistematicamente os diferentes tipos de
problemas que surgem dentro de pesquisas. Atraves do planejamento de experimento € possivel
ajustar as varidveis que interagem entre si por um certo nimero de experimentos, possibilitando
0 encontro dos valores 0timos de analise e obtencdo de superficies de resposta (LUNDSTEDT
et al, 1998; BEZERRA, 2003).

Em um planejamento fatorial, a variagdo de uma variavel independente € denominada
de niveis, e a variavel independente chamada de fatores do sistema. Para estudar o efeito de um
ou mais fatores sobre a resposta, é necessario varia-lo a certos niveis e observar essa variacao.
O numero de experimentos possiveis para cada planejamento fatorial de experimentos é
relacionado por nk, sendo n o nimero de niveis e k o nimero de fatores. Por exemplo, a
combinagdo aleatéria de 3 fatores investigados aleatoriamente em 3 niveis diferentes,
codificados pelos sinais (-, 0, +), ou seja, niveis inferiores, central e superiores respectivamente,
obterd um maximo de 27 experimentos aleatdrios, entretanto, é possivel reduzir o nimero de
experimentos necessarios, a fim de alcancar as informacdes importantes, apenas redefinindo as
varidveis. Pontos centrais em planejamentos fatoriais trazem boas vantagens, pois é possivel
identificar intervalos ndo-lineares na faixa de estudo e estimar erros experimentais sem a
necessidade de replicatas de boa parte do planejamento (LUNDSTEDT et al., 1998;
BEZERRA, 2003).

A resposta do sistema € descrita como uma funcdo com base nas variaveis independentes

do experimento, dita:
y = f(x) (Eq.49)

sendo aproximado por uma funcdo polinomial que representa a relacdo entre as variaveis
escolhidas e as respostas dentro de um dominio limitado experimental. Os dominios para duas
variaveis descrevem os Vértices de um quadrado e os dominios para 3 variaveis descrevem 0s

vértices de um cubo, conforme a Figura 12.
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Figura 12 — Experimentos em um projeto com duas e trés variaveis
Fonte — Lundstedt et al. (1998)

Para testes e estudos de rastreio, ou seja, uma investigacdo experimental, sdo utilizados
modelos polinomiais lineares com duas varidveis x1 e xz, exemplo: 0 modelo linear de primeira
ordem, o mais simples, descreve relacbes lineares entre as varidveis experimentais e as
respostas, expressos como:

y =a+bx; + cx, +residual (Eq.50)

O modelo de segunda ordem, contém termos adicionais que descrevem a interacdo entre
diferentes variaveis experimentais, expressos como:

y=a+ bx;+ cx, +dx,;x, +residual (Eq.51)

Para determinar um ponto 6timo (minimo ou mMAaximo), 0s termos quadraticos devem
ser introduzidos no modelo, pois a partir deles é possivel determinar as relagdes ndo-lineares

entre as varidveis escolhidas e as respostas. A funcdo polinomial como modelo quadratico é
descrita por:

y=a+bx, +cx,+ex?+ fx7+ dx,x, +residual (Eq.52)

Em todas as equacles, y é a resposta experimental, xi sdo as variaveis de estudo, a um

termo independente, b, ¢, e f e d sdo os coeficientes dos termos lineares, quadraticos e de
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interacdo respectivamente, e o residual € a diferenca entre o resultado calculado e o
experimental, conhecido por ruido branco ou os erros aleatorios observados na resposta
(LUNDSTEDT etal., 1998; BEZERRA, 2003)

A resposta experimental pode ser expressa em superficies de respostas que abrangem
técnicas matematico-estatistico para analisar e modelar problemas nos quais a variavel resposta
de estudo é influenciada por inimeras variaveis independentes ou fatores, sendo que seu
principal objetivo é otimizar a variavel resposta. Ela ilustra graficamente a relacdo entre as
varidveis e as respostas, gerando informacGes importantes sob o comportamento das variaveis
no dominio escolhido (BEZERRA, 2003).

Os modelos mateméaticos mais utilizados para a otimizagdo multivariada das condigcdes
experimentais sdo: matriz de Doehlet, Composto Central e Box-Behnken. Nesse trabalho foi
utilizado a otimizacdo do modelo Box-Behnken.

O modelo Box-Behnken é uma classe de modelo de segunda ordem baseado em
planejamento fatorial incompleto de trés niveis, representada na Figura 13 (FERREIRA et al.,
2007).

/Xs

X

Figura 13 — Representagdo grafica do modelo Box-Behnken
Fonte — Ferreira et al. (2007) modificada

Na Figura 13, o modelo tem a forma de um cubo que consiste de um ponto central e 12
pontos médios em suas 12 arestas. Para esse modelo, o nimero de experimentos (N) é definido
como N = 2k(k - 1) + Co, onde Co é 0 nimero de pontos centrais. Tal modelo é frequentemente
usado para experimentos que ndo séo realizados em condigdes extremas, ou seja, condicdes que
corresponde 0s veértices do cubo; para as quais podem ocorrer resultados insatisfatorios
(FERREIRA etal., 2007).
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4 — Materiais e métodos

4.1 — Materiais

> Vidrarias: Béqueres (10,00; 50,00; 100,00; 150,00 mL), baldes volumétricos
(10,00; 50,00; 100,00; 250,00 mL), provetas (10,00; 50,00; 100,00 mL), vidro de relégio, funil,
bastdo de vidro, seringa de vidro (10,00 mL - Art Glass);

> Micro-pipetas (100,00; 250,00; 1000,00 yL - LabMate Soft);

> Papel de filtro qualitativo (g 9,0 cm - Unifil), mini-fitro com membrana filtrante
de PTFE (0,45 pm, 13 mm - Allcrom), membrana filtrante de éster celulose (0,45 pm -
Millipore®) e de nylon (0,45 pm - Supelco Analytical).

> Coluna cromatografica Eclipse Plus C8 (5,0 um/4,6 x 150,0 mm — Agilent

Technologies®)

4.2 — Reagentes, solventes, padrdes e solucoes

Acetonitrila, isopropanol, metanol (grau HPLC — Sigma - Aldrich®);

Agua deionizada a partir de um sistema de purificacio Direct-Q (Millipore®);
Padrdo de EE2 com 99,4% de pureza (grau HPLC — Fluka Analytical®);
Anticoncepcional comercial (Ciclo 21 — Unida Quimica®);

Solucdes HCl e NaOH (1,0 mol L1);

Adsorvente in natura (casca de amendoim — obtidas na cidade de Itajub&/MG).

vV V V V VYV VY

4.3 — Equipamentos

Sistema para filtracdo a vacuo;

Balanca analitica (Modelo AY220 — Marte®);

pHmetro (Modelo mPA-210 — MS Tecnopon®);

Banho ultra-sonica digital (Modelo SoniClean 2 — Sanders Medical);

Agitador magnético com aquecimento (Nova Instruments);

Espectrometro (Modelo FT-IR Spectrum 100 — PerkinElmer®);

> Microscopio eletronico de varredura (Modelo EVO MA15 VP-SEM - Carl

YV V V V V V¥V

Zeiss) acoplado a um sistema de energia dispersiva (Modelo XFlash 6/10 — Bruker®)
> Metalizador (Modelo Q150 ES — Quorum Technologies)
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> Bomba calorimétrica (Modelo C2000 Basic — IKA®) acoplada a um banho
termostatico (Modelo KV 600 Digital — IKA®);

> Prensa Hidraulica (Modelo Werke GmbH & Co. KG — IKA®)

> HPLC (Modelo Infinity 1260 - Agilent Technologies®);

4.4 — Preparo de solugdes

Solucéo estoque de EE2 100,00 mg L1 (10,00 mg/100,00 mL): Para o preparo da solucéo
de EE2 foi medida uma massa igual a 10,00 mg do padrdo comercial EE2, que foi dissolvida
em metanol e o volume completado em baldo volumétrico de 100,00 mL e devidamente
homogeneizado.

Solucdo estoque de EE2 10,00 mg L-%: Para o preparo da solucao de EE2 10,00 mg Lt
tomou-se uma aliquota de 10,00 mL da solucdo padrdo previamente preparada anteriormente e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100,00 mL, completando o volume com metanol e
homogeneizou-se. E a partir dessa solucdo, foram obtidas solugbes diluidas nas concentragdes
400,00; 350,00; 300,00; 250,00; 200,00; 150,00; 100,00; 75,00; 50,00; 40,00; 30,00; 20,00;
10,00; 8,00; 5,00 ug L1, respectivamente.

4.5 — Validacdo de método

O processo de validacdo do método analitico desenvolvido teve como base a ANVISA
(2004), INMETRO (2003), THOMPSON et al. (2002), RIBANI et al. (2004) e HARRIS (2008)
para avaliar as caracteristicas de desempenho analitico, os quais foram: seletividade, linearidade

e faixa de trabalho; preciséo; exatiddo; limite de deteccdo; limite de quantificacdo e robustez.

4.5.1 —Seletividade

Para a elucidacdo da seletividade, foi necessario preparar solucdo estoque do analito
EE2 na concentracdo de 100 mg L1 em metanol. A partir dessa solucdo, foi preparada uma
solucdo diluida na concentracdo de 100 pg Lt de EE2 em acetonitrila (ACN) e 4gua na
propor¢do 3:2 (v/v). Aliquotas de 1,00 mL dessa solu¢do foi levada para analise cromatografica
para obtencdo do cromatograma. O tempo de retencdo (Tr) da substancia foi comparado com o

cromatograma dos brancos do método, que foram obtidos apenas pela injecdo da matriz livre
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do analito de interesse (FM — 60%ACN:40%agua) e da matriz contendo apenas as cascas de
amendoim (solucdo aquosa — 24h) para verificar se algum interferente presente nas matrizes

elue no mesmo Tr do hormdnio estudado.

4.5.2 — Linearidade

Para a elucidacdo da linearidade, utilizou-se o método de padrdo externo, onde foi
preparado solucdo diluida a partir da solucdo estoque do analito. As solugdes foram nas
concentragdes de 5,00; 8,00; 10,00; 20,00; 30,00; 40,00; 50,00; 75,00; 100,00; 150,00; 200,00;
250,00; 300,00; 350,00 e 400,00 pg L1; todas preparadas em ACN e agua na propor¢do 3:2
(vv). Em seguida, foram levados para analise cromatografica em triplicatas. Com a utilizacéo
do programa Microsoft Excel® foi possivel obter a equacdo de regressdo linear da substancia
pelo método dos minimos quadrados para a avaliagdo da curva analitica pelos parametros R? e
R.

4.5.3-Precisao

Para a elucidacdo da precisdo, foram preparadas 10 solucdes contendo o analito na
concentracdo de 100 pg L't em ACN e éagua na proporcdo 3:2 (v/v). Essas solugdes foram
preparadas por 2 analistas em dias diferentes e levados a analise cromatografica. A partir dos
dados gerados pelos analistas, foram estimados os desvios padrdo (SD) e os coeficientes de
variacdo (CV) para avaliar a precisdo em termos estatisticos pelos teste de hipdtese F e t-Student

para niveis de 95% de confiabilidade.

4.5.4 - Exatidao

A exatiddo foi verificada por ensaios de recuperacdo analitica. Foram preparadas em
triplicatas solucdes contendo a substancia nas concentragdes de 120; 100 e 80 pg L't em ACN
e agua na proporcao 3:2 (V/V), respectivamente. Em cada nivel de concentracdo a recuperagdo
foi avaliada a através do Re, 0 valor estimado pela reta de regressdo entre o valor tomado como

real ou verdadeiro do analito.
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4.5.5— Limite de detec¢éo

Para a obtencdo do limite de deteccdo do método desenvolvido para o hormdnio, foram
calculados os parametros das curva analiticas (coeficientes angulares e estimativas dos desvios
padrdo das respostas) e para fins de comparagdes, utilizou-se o método da relacdo sinal/ruido.
Entretanto, para a determinacdo do LD pelo sinal/ruido, foi usado uma régua métrica para aferir
a altura do pico do analito e o ruido de maior pico mais proximo do tempo de retencdo da

substancia, obedecendo a razio de 3:1.

4.5.6 — Limite de quantificacédo

Para a sua determinacdo, o limite de quantificacdo foi adquirido da mesma forma do

LD, pelos parametros da curva analitica e pela relagdo sinal/ruido, a proporcéo foi de 10:1.

4.5.7 — Robustez

Para avaliar a robustez, foi preparada uma solugdo contendo a substancia na
concentragdo de 100 pg L't em ACN e agua na proporcdo 32 (v/V). Esta solucdo foi levada
para analise cromatografica e analisada para cada condicdo cromatografica (composicdo da FM,
temperatura da coluna cromatografica, vazdo da FM e volume de injecdo da amostra) variada

em 5% e comparada em relacdo as condi¢fes estipuladas pelo método desenvolvido.

4.6 — Otimizacao das condi¢des cromatograficas

A otimizacdo das condi¢bes cromatogréficas foram baseadas em Andrade e Monteiro
(2015). Inicialmente, foram utilizados aliquotas de 1,00 mL de solucdes padrdo de EE2
armazenadas sob refrigeracdo em um mesmo vial com concentracdo de 100 pg L. Essas
aliquotas foram injetadas em um sistema HPLC equipado por um detector de fluorescéncia
(FLD), uma bomba quaternaria e um injetor automatico. O analito foi eluido em uma coluna
cromatografica Eclipse Plus C8 usando uma FM de mistura 40% agua e 60% ACN no modo
isocratico. A vazdo utilizada foi de 0,500 mL mint por 10 minutos de corrida e o hormdnio
EE2 foi detectado pelo FLD, sendo determinado pela area do pico identificado pelo Tr do
composto. O Tr do EE2 encontrado foi de 5,20 minutos. Diante disso, na Tabela 2 estio
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apresentadas as condicdes cromatograficas utilizadas na andlise do hormbnio de interesse desse

estudo.

Tabela 2 — CondicGes cromatogréficas de analise

Parametros Condicao
FM (Isocréatico) 40% Agua e 60% ACN
Vazédo da FM 0,500 mL mint
Volume de Injecéo 10,00 pL
Temperatura da Coluna 45,00°C
Tempo de Corrida 10,00 min
Detector FLD Aex= 230 nm e Aem= 310 nm

4.7 — Ensaios de adsorcao

O processo de adsor¢do do EE2 em cascas de amendoim foi realizado em ensaios de
bancada. Inicialmente, um comprimido do anticoncepcional comercial (Ciclo 21) foi macerado
e transferido para um baldo volumétrico de 100,00 mL. Completou-se o volume com agua
deionizada e homogeneizou-se.

Posteriormente, foram pesados 1,00 g de biossorvente (cascas de amendoim inteiras,
sem tratamento quimico ou fisico, na sua forma in natura) em um béquer de 150,00 mL. Em
seguida, a massa aferida das cascas de amendoim foi adicionada a solucdo de anticoncepcional
preparada, levando-os a agitacdo constante (390-420 rpm) em um agitador magnético por 6
horas. Para garantir que ndo ocorresse alguma degradacdo do analito de interesse, o béquer foi
envolvido em papel aluminio com o intuito de proteger da luz e contamina¢fes em geral.

Antes de iniciar a agitacdo do ensaio de adsorcdo, foi coletada uma aliquota de 1,00 mL,
denominada amostra do tempo zero. Em seguida, iniciou-se a agitacdo magnética e a cada 1
hora foram coletadas aliquotas de 1,00 mL, totalizando 6 horas de processo. As aliquotas foram
fitradas por dois processos de filtracdo, primeiro por um papel de filtro qualitativo em um funil
de vidro para a retirada de particulas e impurezas maiores; e 0 segundo por uma seringa
acoplada por um mini-filtro de porosidade 0,45 pm para a eliminagdo de particulados menores.
Apos, as amostras foram conservadas em geladeira para posterior analise no HPLC.

Para a determinacdo da taxa de remocdo do EE2 em solucdo pelo biossorvente foi

calculado aplicando a Equacéo 53:
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C,—C
%Remogao = OC L % 100% (Eq.53)

no qual,
Co é a concentracdo inicial do EE2 colocada em contato com o adsorvente (ug L1);

Ct é a concentracdo remanescente em solucdo do EE2 ap6s o processo de adsorgdo (ug L1).

4.8 — Otimizacao dos ensaios de adsorcao

Para a verificagdo da eficiéncia de adsorcdo de cada biossorvente, foi realizado um
planejamento de experimento para a otimizagcdo do processo de adsor¢do. O modelo escolhido
foi o Box-Behnken, e para a modelagem dos dados experimentais utilizou-se o software
Statistica 7®, variando trés fatores (agitacdo, pH e massa do adsorvente) em trés niveis, gerando

15 experimentos aleatdrios como mostra as Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Fatores e niveis selecionados no modelo Box-Behnken

Fatores Niveis
-1 0 1
Agitagdo (rpm) 300 400 500
Massa (g) 0,5 1,0 2,0
pH 4,0 6,0 8,0

Tabela 4 — Matriz do modelo Box-Behnken para trés fatores codificados

Experimento Agitacéo Massa Adsorvente pH
6 1 0 -1
2 1 -1 0
3 -1 1 0
1 -1 -1 0
13 0 0 0
4 1 1 0
8 1 0 1
7 -1 0 1
11 0 -1 1
15 0 0 0
10 0 1 -1
14 0 0 0
9 0 -1 -1
5 -1 0 -1
12 0 1 1
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O planejamento de experimento foi seguido para cada ensaio independente, seja na
massa medida, na agitacdo da solucdo e na corre¢do do pH com solucdes de HCIl e NaOH 1,0
mol L? j& previamente preparadas conforme item 4.7. Todavia, antes do contato da solugdo do
anticoncepcional com o biossorvente, foi realizada a fitracdo da solugcdo para retirada das
particulas insoliveis remanescentes do comprimido e em seguida foi feita a correcdo do pH da
solucdo aquosa, completando o volume para 100,00 mL. Apds esta etapa, as cascas de
amendoim foram adicionadas a solu¢cdo do horménio por um tempo de contato de 6 horas,

porém, nesta etapa as aliquotas foram retiradas apenas no tempo zero e em 6 horas.

4.9 — Estudo cinéetico de adsorgéo

A partir da melhor condicdo de remocgdo encontrada no item 4.8, o estudo cinético foi
realizado conforme os itens 4.7 e 4.8. Entretanto, o experimento foi realizado em triplicata e o
tempo de agitacdo foi de 24 horas para que o equilibrio de adsorcdo fosse alcancado. As
aliquotas foram retiradas nos tempos zero, 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 24 horas.
Enquanto, para a determinacdo da energia de ativacdo do processo de adsorcdo foram realizados
trés experimentos, cada um em uma temperatura diferente, dos quais foram 36, 56, 66°C e as

aliquotas foram retiradas nos tempos zero; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 24 horas.

4.10 — Estudo isotérmico de adsorgao

Os experimentos de isotermas foram realizados variando a concentracao inicial do EE2.
Primeiramente, uma solucdo estoque de EE2 foi preparada a partir de 15 pilulas comerciais
(Ciclo 21) maceradas e transferidas quantitativamente para um baldo volumétrico de 500,00
mL, completando o volume com &gua deionizada e filtrada para a retirada de particulados
insollveis remanescentes dos comprimidos. Aliquotas de 5,00; 10,00; 20,00; 30,00; 40,00 e
50,00 mL foram coletadas e transferidas para béqueres separadamente, e em seguida, as
solugdes foram aferidas em pH=6,0 e transferidas para baldes de 100,00 mL, completando o
volume com &gua deionizada. A massa de biossorvente utilizada foi de aproximadamente 2,0
gramas para cada experimento e o tempo de contato foi de 24 horas com agitacdo constante de
500 rpm. Aliquotas de 1,00 mL foram retiradas nos tempos zero e 24 horas; e as concentracées

remanescentes de EE2 na solucdo foram determinadas pela equagédo 52.
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4.11 — Caracterizacdo do biossorvente

4.11.1 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Para a caracterizacdo do biossorvente foi utilizado um espectrometro de radiagédo
reflexdo total atenuada, do ingles — Attenuated Total Reflectance (ATR) na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, do inglés — Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spectroscopy. As amostras de cascas de amendoim (secas) na forma in natura e apds 0 processo
de remogdo foram maceradas em uma capsula de porcelana com pistilo até que ficassem na
forma de um po6 fino e uniforme. Posteriormente, as amostras foram levados ao FT-IR para
obtencdo dos espectros de absor¢do com uma resolugdo de 4 cmr! e 16 scans em uma regido
espectral de 650 a 4000 cn?,

4.11.2 — Microscopia eletronicade varredura

Para avaliar e caracterizar a estrutura morfoldgica da superficie do biossorvente foi
utilizada a microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada a um sistema de energia
dispersiva, do inglés — Energy Dispersive System (EDS). As amostras de cascas de amendoim
na forma in natura e apds o processo de remocdo previamente secas e maceradas, foram fixadas
em suportes metalicos de aluminio com adesivos ou fitas dupla face condutivas e submetidos a
metalizacdo por uma pelicula micrométrica de ouro por alguns segundos, utilizando uma
corrente na escala de 1012 A e um acelerador de voltagem de 15 kV com uma faixa de
amplificacdo de 500 a 10.000 vezes. ApOs esse procedimento, as amostras foram levadas ao
MEV para obtencdo das micrografias eletronica de varredura e dos espectros de EDS que geram

informacGes sobre a composicdo quimica do adsorvente.

4.12 — Capacidade calorifica do biossorvente

Com o intuito de encontrar um destino final e Util para os residuos, foi realizado a
determinacdo do poder calorifico das cascas de amendoim in natura e apds o processo de
remocdo previamente secos. As amostras foram maceradas, pesadas e compactadas em uma
prensa hidraulica para obtencdo de pastilhas de 0,5 gramas aproximadamente. ApOs esse

procedimento, realizado em triplicata, as amostras foram levadas a camara de combustdo da
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bomba calorimétrica acoplada a um banho termostatico para a obtencdo da entalpia de

combustao.

5 — Resultados e discussao

5.1 — Validacdo de método

A validagdo do método analitico foi realizada conforme as caracteristicas de

desempenho analitico ou figuras de mérito propostos na metodologia.

5.1.1 —Seletividade

A seletividade do método foi confirmada a partir da comparacdo dos cromatogramas
obtidos do analito na concentracdo de 100 pg L detectado por FLD em Aex= 230 nm e Aem=
310 nm (Figura 14A) e dos brancos do método: a fase mdvel (Figura 14B) e as cascas de
amendoim em solugdo aquosa por 24h (Figura 14C), ou seja, matrizes isentas do analito de

interesse. Os “brancos” foram realizados nas mesmas condi¢des cromatograficas do EE2.

10

Tempo (min)

Figura 14 — Cromatograma do EE2 (A), cromatograma relacionado a fase mdvel (B) e
cromatograma relacionado as cascas de amendoim em solu¢do aquosa por 24h (C)

Apesar 0s cromatogramas dos “brancos” apresentarem picos proximos a regido do Tr

do EE2 como pode ser visualizado na Figura 14, porém, nenhum interferente foi eluido no Tr
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de 5,20 minutos do composto e 0s mesmos ndo interferem na sua determinacdo. Portanto, o

método se mostrou seletivo para o EE2.

5.1.2 —Linearidade

O estudo da linearidade foi realizado a partir da construcdo da faixa linear de

concentracdo para EE2 (Figura 15).

Milhoes
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Figura 15— Curva analitica para a determinagdo do EE2

A curva analitica apresentou aspecto linear, ou seja, uma 6tima linearidade na faixa de
trabalho escolhida para o hormdnio em estudo. Essa linearidade pode ser analisada pelos R? e

R da curva analitica. Na Tabela 5 é exibido a equacdo da reta e seus parametros.

Tabela 5 — Equagéo da reta e seus parametros relacionado ao analito

Analito Equacéo da reta R?2 Sy R
EE2 (28851,85126 + 175,6672) x + 0,99841 153717,6824 0,99920

(81843,04614 + 32666,98975)

De acordo com os dados obtidos, a disperséo ou desvio dos dados experimentais foram
minimos, devido a obtencdo do valor do R? préximo de 1 e obteve-se uma menor incerteza nos
coeficientes angular e linear da equacdo estimada, acompanhada pelos baixos valores dos
desvios padrdo dos residuos da resposta. A partir do R, foi possivel escolher esta reta estimada

como modelo matematico para a determinacdo do horménio, pois a correlagdo entre a area e a
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concentragdo do analito foi muito forte. Sendo assim, com coeficientes de determinagdo e

correlacdo altos, 0 modelo consegue explicar mais de 99,8% da variabilidade dos dados.

5.1.3—Precisao

A precisdo foi determinada pela comparacdo dos valores das concentragdes do analito
real e estimada pela curva analitica, obtendo-se 0 SD e o CV do valor real. As analises foram
realizadas por dois analistas distintos e em dias diferentes para garantir a repetitividade do

método proposto, tendo n=10. Os valores de recuperacdo e 0s pardmetros analisados sdo
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Recuperacdo e os parametros encontrados pelos analistas

Parametros Analista 1 Analista 2
[EE2]media = 100 (ug LY) 104,86 106,12
Recuperagéomsdia (%0) 104,86 106,12
Erro Relativopgdia (%0) 4,86 6,12
SDmedia 3,05 3,06
Eq. Horwitz (%) 22,47 22,43
C.Vmédia (%0) 2,91 2,88

A metodologia apresentou boa repetitividade, com um CV de 2,90% para o primeiro
analista e 2,95% para 0 segundo analista. Em termos estatisticos, foi utilizado os testes de

hipdtese F e t-Student. Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados para os testes.

Tabela 7 — Valores tabelados e calculados do teste t-Student e teste F
Analito Teste t-Student Teste F

ttab 1:calc Ftab I:calc
EE2 2,10 0,92 3,18 1,00

O valor determinado para o teste t-Student foi para limite bilateral ou bi-caudal ao nivel
de 5% de probabilidade ou para um nivel de confianca de 95%; o valor para o teste F foi
determinado para limite unilateral ou uni-caudal e ao mesmo nivel de probabilidade ou nivel de
confianga do teste t. De acordo com os resultados obtidos, o teste F calculado para o horménio
foi menor que o teste F tabelado, predizendo que, para um nivel de confianca de 95%, os desvios

padrdo estimados pelos analistas séo estatisticamente semelhantes, ou seja, ndo existem
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diferencas significativas entre os seus resultados. Para o teste t-Student, o t calculado para o
EE2 também foi menor que o t tabelado, o que denota que, para um nivel de 95% de confianca,
as médias estimadas pelos analistas sdo estatisticamente semelhantes, ndo existindo diferenca

significativa ente os resultados.

5.1.4 - Exatidao

O estudo da exatiddo foi realizado a partir do ponto médio aproximado da curva de
calibracdo, variando a concentracdo da substancia em +20%. Os valores de recuperacdo e 0S

parametros analisados sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados da recuperacdo para o EE2
[EE2]real (Mg L)  [EE2]estimada (Mg L) Recuperagéo (%) ER (%0)

80 88,19 110,24 10,24
80 87,51 109,39 9,39
80 88,34 110,43 10,43
100 101,79 101,79 1,79
100 102,53 102,53 2,53
100 102,49 102,49 2,49
120 122,66 102,22 2,22
120 120,90 100,75 0,75
120 120,32 100,27 0,27

Com os resultados obtidos, a exatiddo do método para a determinacdo do EE2 encontra-
se na faixa de 100,27 — 110,43% com um ER inferior a 11%, entretanto, com um SD na faixa
de 0,41 -1,22 g L't e um CV de 0,41 — 1,00% nas concentracdes estimadas.

O método apresentou boa exatiddo para o hormonio, pois os resultados obtidos estdo

abaixo dos valores descritos no item 3.9.4.

5.1.5-Limite de deteccao

O estudo do limite de deteccdo foi determinado pelos parametros da curva analitica e
juntamente comparado pelo método da relacdo sinal/ruido (3:1). A Tabela 9 relata o valor
obtido.
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Tabela 9 — Limite de deteccdo do método para o analito pelos parametros da curva analitica
Horménio LD (ug L)
EE2 3,40

O cromatograma da Figura 16 indica a relacdo sinal/ruido (3:1) da solucdo de padréo

para 0 analito, e o LD encontrado foi de 5 pg L. Esse limite encontra-se proximo ao valor

inferior da curva analitica.

1.28
H= S$.3 cm
1.24 |.*" "‘.:
nll I\
II \
1.204 ;’ \
— : I’. ‘I'-. cm yl"
= / \ H~ 1.4 \
1.16 /
1.12
e e g g e
Tempo (min)
Figura 16 — Limite de deteccdo pela relacdo sinal/ruido (3:1)
Todavia, o limite de deteccdo baseado nos parametros da curva analitica €

estatisticamente mais confidvel para métodos analiticos utilizando técnicas de separagdo como
a cromatografica, pois a medicdo do ruido é subjetiva, afetando diretamente na relacao
sinal/ruido e consequentemente no resultado do LD. Portanto, a escolha ficou definida de
acordo com os valores encontrados para o LD, baseados pelos parametros da curva de

calibracdo, conforme o item 3.9.5. Esse mesmo critério foi escolhido para o LQ.

5.1.6 — Limite de quantificacao
O estudo do limite de quantificacdo também foi determinado pelos parametros da curva

analitica e comparado pelo método da relagdo sinal/ruido (10:1). O dado é disposto na Tabela

10.
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Tabela 10 — Limite de quantificacdo do método pelos parametros da curva analitica
Hormbdnio LQ (ug L)
EE2 11,32

Em relacdo ao sinal/ruido da solucdo de padrdo para o analito, o cromatograma da

Figuras 17, indica que o LQ encontrado foi de 10 pg L para EE2.

1.50

1.40 | ]

LU

1.40 f11

Tempo (min)
Figura 17 — Limite de quantificacdo pela relacdo sinal/ruido (10:1)
Percebe-se que o resultado da relacdo sinalruido para o EE2 ficou um pouco acima de
10:1, aproximadamente 19:1, porém, o ponto abaixo na curva, 0 8 pg L a relacdo sinal/ruido

ndo era satisfatoria.

5.1.7 —Robustez

O estudo da robustez foi estabelecido pela variacdo de £5% das seguintes condicOes
cromatogréaficas: composicdo da fase mdvel, temperatura da coluna cromatografica, vazdo da
fase mdvel e volume de injecdo da amostra. Os resultados obtidos com as condicGes alteradas

foram comparados com os resultados obtidos das condicdes estipuladas pela metodologia

desenvolvida, como apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Dados da robustez do método para a determinagdo do EE2
Parametros [EE2]&stimada (Mg L)  Recuperacdo (%) ER (%)
Vol. de Injecdo (10,50 pL)

108,64 108,64 8,64

Vol. de Injecéo (9,50 L) 98.94 98,94 -1,05
Temp. Coluna (47,25°C) 103,,65 103’,65 3,,65
Temp. Coluna (42,75°C) 105,36 105,36 5,36
FM (63%ACN e 37%H,0) 98,69 98,69 -1.30
FM (57%ACN e 43%H,0) 103.63 103,63 3,63
Vazdo (0,525 mL min't) 101,17 101,17 1,17
Vazdo (0,475 mL min't) 115,47 115,47 15,47

Verificou-se que a robustez do método para a determinacdo do EE2, encontra-se na faixa
de 98,64 — 115,47% com um ER inferior a 16%, mas com um SD na faixa de 0,13 — 1,08 pg L
1 e um CV de 0,13 — 0,93% também nas concentracdes estimadas.

Os resultados das variacbes das condicdes cromatograficas ndo apresentaram alteracoes
significativas quanto aos ER estipulados pela literatura descritos no item 3.9.4, portanto, o
método apresentou ser robusto mesmo frente a pequenas variagdes dos parametros

cromatograficos.

5.2 — Adsorcao

5.2.1 — Otimizacao dos ensaios de adsorcao

Conforme descrito no item 4.8, foi utilizado o modelo Box-Behnken para otimizar os
parametros estudados nos experimentos de adsor¢cdo. Os trés fatores empregados (agitacdo, pH
e massa do adsorvente) foram variados em trés niveis, resultando em 15 experimentos
aleatorios. O software Statistica 7®, foi utilizado para tratar os dados experimentais e estimar
os coeficientes da equacdo de regressdo polinomial de segunda ordem ou quadratica (Equacao
52).

Entretanto, o modelo empirico também pode ser calculado pela Equacéo 54:

B =X"X)"'XTy (Eq.54)



no qual,

$ = XB (Eq.55)

B é um vetor contendo os coeficientes (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j);

X é amatriz de contraste contendo as informacfes dos experimentos (Figura 18);

XT é amatriz X transposta (Figura 19);

y € um vetor contendo a resposta experimental (Tabela 13);

.6 um vetor contendo as respostas previstas.
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Figura 18 — Matriz X de contraste com 15 (experimentos) linhas e 10 (coeficientes - a, b, c, d,
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Figura 19 — Matriz XT com 10 linhas e 15 colunas (10:15)
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0,333 0 0 0 -0167 -0,167 -0,167 O 0 0
0 0,125 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0125 O 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0125 O 0 0 0 0 0
-0,167 O 0 0 0271 0,021 0,021 0 0 0
-0,167 0 0 0 0,021 0,021 0,021 0 0 0
-0,167 O 0 0 0021 0,021 0,271 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0,250 O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 025 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,250

Figura 20 — Resultado da multiplicagdo (XTX)! (10:10)

A Tabela 12 expressa as respostas experimentais (taxa de remogdo) e previstas pelo

modelo Box-Behnken a partir dos 15 ensaios aleatorios.

Tabela 12 — Respostas experimentais e previstas pelo modelo Box-Behnken para 15
experimentos aleatorios

Experimentos  X: X2 X3 (%) Remocéo EE2
Experimental Prevista
6 1 0 -1 55,815 59,111
2 1 -1 0 51,872 47,720
3 -1 1 0 48,256 52,407
1 -1 -1 0 40,520 40,195
13 0 0 0 53,126 53,209
4 1 1 0 64,627 64,952
8 1 0 1 60,195 60,726
7 -1 0 1 56,076 52,780
11 0 -1 1 39,500 43,120
15 0 0 0 52,181 53,209
10 0 1 -1 57,758 54,137
14 0 0 0 54,319 53,209
9 0 -1 -1 43,397 44,252
5 -1 0 -1 47516 46,986
12 0 1 1 63,535 62,679

Os experimentos 13, 14 e 15 mostram as réplicas no ponto central (variaveis codificadas
em 0), enquanto que, 0s 12 experimentos restantes sdo os pontos medios das 12 arestas do cubo
(variaveis codificadas entre -1 e +1). As respostas experimentais ficaram na faixa de 39 a 64%
(taxa de remocdo do EE2) e pelo modelo ficaram na faixa de 40 a 65%. Portanto, 0 modelo

gerado por meio da Equacdo 55 e da Tabela 12 ¢ mostrado na Equacdo 56.

Y =53,208 10619 + 5,017 10370X1 + 7,361 10 379X, + 1,852 40379 X3 + 0,982 49556 X7
— 2,872 J_ro,sssxg + 0,710 40,558 X3 +1,255 +0,536X1%2 = 1,045 40536 X1 X3
+ 2,418 1 536 X,X3 (Eq.56)
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em que,
Y é a taxa de remocédo (%) de EE2 pelo biossorvente, X1 é a agitacdo do processo, Xz € a massa
de adsorvente e X3 é 0 pH do meio aquoso.

Para 0 ajuste do modelo de regressdo proposto na Equacdo 56, foi necessario verificar
0s parametros significativos. De forma rapida e clara, o diagrama de Pareto foi utilizado para
expressar as variaveis que sao estatisticamente importantes ao nivel de confianca de 95%
(Figura 21). Os parametros cujos retangulos ultrapassaram a direita da linha pontilhada
(p=0,05) foram considerados significativos e inclusos no modelo matematico, enquanto, 0s
retangulos que estdo a esquerda da linha pontilhada ndo foram considerados significativos e

excluidos do modelo.
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Figura 21 — Diagrama de Pareto em funcdo dos valores da estatistica de teste t-Student
resultante do modelo Box-Behnken

Pelo diagrama de Pareto, foi verificado a importancia da massa do adsorvente e a
agitacdo do meio reacional dentro do dominio experimental. De modo moderado, o pH também
influenciou individualmente a resposta, além do sinergismo (efeito de interacdo de segunda
ordem) com a massa do adsorvente. Em contrapartida, o termo quadratico da massa de
adsorvente apresentou um efeito negativo na resposta.

Desta forma, os pardmetros: massa do adsorvente, agitacdo, pH, termo quadratico da
massa do adsorvente e a interacdo de segundo grau pH/massa de adsorvente, foram
significativos (p=0,05), enquanto, os parametros: termos quadraticos da agitacdo e pH,
interacOes de segundo grau agitacdo/massa de adsorvente e agitacdo/pH, ndo foram

significativos. Em termos de percentagem de remocdo, foi possivel apurar por um outro
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diagrama de Pareto (Figura 22) os efeitos estimados pelo modelo proposto de cada parametro

na resposta.

14,722
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Figura 22 — Diagrama de Pareto em funcdo dos valores dos efeitos estimados pelo
modelo proposto

A massa de adsorvente sendo a variavel de maior significancia, dentre 0s parametros,
apresentou um maior efeito previsto na taxa de remocdo do EE2 superior a 14%, a agitacdo
retratou um efeito de 10% e o pH apenas um efeito menor de 4%. Contrapondo o resultado da
massa de adsorvente, o termo quadratico do mesmo reduz a remocdo do EE2 em 6%
aproximadamente, todavia, a interacdo da massa de adsorvente/pH apresentaram um efeito
proximo de 5%, enquanto isso, 0S outros pardmetros apresentaram efeitos abaixo de 2,5% na
remocdo do horménio estudado.

Assim sendo, 0 modelo empirico de regressdo proposto para as variaveis estudadas ficou

da seguinte forma:

Y =53,208 10619 + 5,017 40370X1 + 7,361 10379 X5 + 1,852 40 379X5 — 2,872 10555 X3
+ 2,418 1 536 X,X3 (Eq.57)

As respostas previstas pelo modelo para os coeficientes significativos ficaram na faixa
de 38 a 63% como é mostrado na Tabela 13.
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Tabela 13 — Respostas experimentais e previstas pelo modelo Box-Behnken otimizado

Expe rimentos (%) Remocéo EE2
Experimental Prevista
6 55,815 56,374
2 51,872 47,994
3 48,256 52,680
1 40,520 37,958
13 53,126 53,209
4 64,627 62,715
8 60,195 60,078
7 56,076 50,043
11 39,500 42,410
15 52,181 53,209
10 57,758 53,427
14 54,319 53,209
9 43,397 43,542
5 47516 46,339
12 63,535 61,968

Nota-se que os valores previstos calculados a partir do modelo proposto otimizado para
as variaveis estudadas apresentaram uma boa concordancia com os valores experimentais,
como foi mostrado na Tabela 13. Entretanto, para a validagdo do modelo proposto na
otimizacdo das variaveis, foi necessario a aplicacdo da analise de variancia (ANOVA). A partir
desta andlise de variancia foi possivel construir uma tabela ANOVA onde relacionam-se
diversos parametros do modelo proposto. Os parametros verificados foram: SQR (Soma
Quadratica da Regressdo), SQres (Soma Quadratica dos residuos), SQT (Soma Quadratica
Total), SQep (Soma Quadratica do erro puro), SQfaj (Soma Quadratica da falta de ajuste).

A Tabela 14 mostra de forma resumida todas as caracteristicas das SQ descritas
anteriormente (PEREIRA FILHO, 2015).
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Tabela 14 — Descrigdo sucinta das SQ da tabela ANOVA

Parametro  Soma Quadratica (SQ)  Graus de Liberdade (GL)
SQR L p-1
> G-
i=1
SQres " n-p
> G-
i=1
SQT i 1
> G-
i=1
SQep m M n-m
Z Z(yij - 7,)?
i=1j=1
SQfaj m M m-p
> D 0i-50?
i=1j=1

p = namero de coeficientes; n = ndmero de experimentos; m = nimero de experimentos independentes; y; :
resposta prevista; y : média das respostas experimentais

Fonte — Pereira Filho (2015) modificada.

A Tabela 15 ilustra os resultados da ANOVA de forma resumida e sucinta.

Tabela 15— ANOVA para o ajuste do modelo proposto

Parametro SQ GL Média Teste Feaic  Frab (95%)
Quadratica
(MQ)
Regressao 728,710 5 145,742 11,41 3,48
Residuo 114,940 9 12,771
Total 843,650 14
Erro Puro 2,297 2 1,148
Falta de Ajuste 112,643 7 16,092 14,01 19,35
Variacdo explicada (R?) 0,8638 R 0,9294
Maxima variacdo 0,9973 R 0,9986
explicavel (R2 maximo) Maximo

A partir dos dados obtidos pela Tabela 15, verificou-se que o valor da SQres (114,940)

mostra a quantidade de informacdo que ndo estd sendo modelada pelo modelo proposto
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(coeficientes de regressdo), das quais estdo relacionadas as SQep (2,297) e SQfaj (112,643). A
SQep é o parametro associado as réplicas no ponto central, um valor de grande importancia que
fornece uma ideia de como é o erro intrinseco das medidas. Ao passo que, a SQfaj esta
relacionada com a incapacidade do modelo em se ajustar aos valores experimentais obtidos.

Para verificar a qualidade e a confiabilidade do modelo, foi efetuada uma comparagéo
das variancias calculadas (MQ) por meio do teste F. Com base na razdo entre as MQR e MQres,
0 modelo proposto foi estatisticamente significativo, isto é, foi capaz de prever de forma
adequada a resposta, visto que o F calculado da regressdo é maior que o F tabelado a um nivel
de confianca de 95% para 5 e 9 graus de liberdade, ou seja, as duas variancias (MQR e MQres)
sdo estatisticamente diferentes.

Para aferir o ajuste do modelo, neste caso foi necessario comparar as variancias MQfaj
e MQep também pelo teste F. O F calculado é menor que o F tabelado a um nivel de confianca
de 95% para 7 e 2 graus de liberdade, ou melhor, as duas variancias sdo consideradas
estatisticamente iguais. Uma condicdo perfeita para o modelo, visto que a sua incapacidade em
se ajustar, confunde-se com o erro intrinseco das réplicas do ponto central, afirmando que o
mesmo ndo apresentou falta de ajuste.

Enfim, ao avaliar a quantidade de informacdo que a SQR consegue explicar em relacéo
a SQT, constata-se que € bastante satisfatdria, ja que mais de 86% da SQ de todo o sistema ou
das informacgdes sdo explicadas pela regressdo e quase 14% ndo foram modelados ou explicados
pelo modelo. Agora, para uma maxima porcentagem de informacdo que o modelo conseguiria
explicar era necessario uma SQep igual a zero, ou seja, um desvio padrdo do ponto central nulo;
assim o modelo conseguiria explicar mais de 99% da SQ das informacdes.

Na Figura 23, foi possivel perceber uma boa conformidade entre os valores

experimentais e aquelas previstas pelo modelo proposto.
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Figura 23 — Valores experimentais em funcdo dos valores previstos pelo modelo proposto

Nessa observacdo, confirma-se 0 bom ajuste do modelo que foi apurado na Tabela 16,
descrevendo bem os dados experimentais, visto que os pontos estdo relativamente proximos a
linha reta. A Figura 24 apresenta 0 comportamento dos residuos, que sdo a diferenca entre 0s
valores experimentais e 0s previstos, como funcdo dos valores previstos para os dados da
remocdo do EE2. Observa-se uma boa concordancia entre as respostas experimentais e

previstas, sendo assim, 0 modelo polinomial apropriado para esse dominio experimental.

235 40 45 50 55 60 65

Residuos (%)
o

Valores Previstos (%0)

Figura 24 — Valores previstos em funcdo dos residuos do modelo proposto

Compreende-se que os residuos se comportam de forma aleatoria frente os valores
previstos, pois ndo existe padrdo de comportamento. Apesar do fato de que a relacdo entre
valores previstos versus 0s residuos, apresentaram 9 e 6 residuos positivos e negativos,

respectivamente, e uma extensdo inferior a 7% de remocao.
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O efeito combinado das trés varidveis na resposta foi muito importante, como
demonstrado na Figura 25. A partir dele foi possivel encontrar 0 maximo de sinal analitico na

regido de trabalho estudado.

70

65 | {4 %
(=}
60 |
\e a
S 55| E °
13 a
o
E 50|
o - =3
45
=}
40 | I 1 | o L
—o— Agitagao/rpm
35 P
B o B o = B o o« -0-- Agitagao/rpm
< " = < " o,
173 173 073 2 s
) ) ® < Agitagao/rpm
= = = 1,
pH: -1, pH: 0, pH: 1,

Figura 25 — Grafico das Médias Marginais dos experimentos

Percebe-se que para agitacdo (-1) e pH (0), a influéncia da massa de adsorvente (+1) foi
relativamente pequena, abaixo dos 50% de remocdo. Para agitacdo (+1) e pH (0), a influéncia
da massa de adsorvente (+1) foi muito boa, quase 65% de remog&o, pois nota-se que a remocao
do EE2 ¢é maior para niveis superiores de massa de adsorvente e agitacao.

Portanto, a condicdo Otima escolhida para o processo de remocdo do EE2 foi agitacdo
(+1), massa de adsorvente (+1) e pH (0).

Diante dessas observacOes, foi realizado um experimento em triplicata com as seguintes
condi¢Bes 6timas: agitacdo em 500 rpm, massa de adsorvente de 2,00 gramas e solucdo de pH
6. Neste caso, 0 processo de adsorcdo foi estendido para 24 horas. Aliquotas foram retiradas
nos tempos 0; 1,0; 1,75; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 24 horas. A Tabela 16 apresenta os resultados

do processo de adsorcéo dessa condicdo Otima.



84

Tabela 16 — Taxa de remogdo do EE2 em 24horas e seus parametros
Tempo (h)  [EE2]media (Mg L) (%) Remocdomedia  SD CV (%)

0 263,24 0 0 0
1 144,56 45,08 12,57 27,88
1,75 144,49 45,11 9,37 20,76
2 146,09 44,50 9,01 20,25
3 143,28 45,57 8,30 18,21
4 74,42 71,73 9,88 13,78
5 116,38 55,79 9,46 16,95
6 112,87 57,12 5,63 9,86
24 26,95 89,76 3,08 3,43

No tempo zero, tem-se a concentra¢do inicial da substancia, e acompanhando a remogéo
ao decorrer de 24 horas, verificou-se que ap06s 6 horas de adsorcdo, obteve-se mais de 57% de
remo¢do do hormoénio EE2. Contudo, ao término das 24 horas, a remocdo total do EE2 foi
bastante satisfatoria, aproximadamente de 90%. Todavia, 0 processo de remogdo do hormdnio
obteve valores de SD, na faixa de 3,08 — 12,57 e valores de CV entre 3,43 — 27,88%,
considerados aceitaveis. A partir disso, conclui-se que os experimentos tiveram uma boa
precisdo e que os dados ndo apresentaram variagGes significativas.

A taxa de remocdo do EE2 encontrada neste estudo foi considerada significativa, quando
comparada a outros trabalhos envolvendo adsor¢do de EE2 aplicando diferentes materiais
adsorventes. Fernandes e colaboradores (2011), por exemplo, avaliaram a taxa de remocao do
EE2 em solugbes aquosas empregando turfa decomposta como material adsorvente e obtiveram
uma remo¢do maxima de 55% aproximadamente, utilizando uma concentracdo inicial de EE2
de 0,10 mg L! e variando a massa do adsorvente em 50 a 200 mg, além do processo de adsorcdo
operar sob agitacdo magnética por 36 horas. Em contrapartida, Clara e colaboradores (2004),
avaliaram a adsorcdo do EE2 em lamas ativadas e inativadas, EE2 na concentracdo de 1,0 mg
L1 e os adsorventes nas concentracdes de 1 a 7,0 g L1, sob agitacdo magnética por 24 horas;
na qual apresentou-se alta afinidade de adsorcdo ao adsorvente, mesmo em concentracoes
iniciais muito elevadas, a partir dos resultados obtidos dos parametros de coeficiente de particdo
ou distribuicdo, matéria organica e do teor de carbono organico do sorvente. Enquanto, Rudder
e colaboradores (2004), estudaram a remo¢do do EE2 em &gua por um tratamento avangado;
utilizaram trés biorreatores a montante de 2 litros de capacidade com areia, carvdo ativado
granulado e granulos de MnO2, obtendo 17,3%, 99,8% e 81,7% de remogdo do EE2,
respectivamente, variando a concentragdo inicial do EE2 em 5.000 a 20.000 ng L. Desta

maneira, nota-se a boa capacidade de biossor¢do das cascas de amendoim aqui estudadas.
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A Figura 26 retrata 0 comportamento da remogdo méaxima do horménio apds o tempo
de contato e seus residuos. Observa-se que a taxa de remocao do horménio EE2 apresentou um
bom comportamento durante as 24 horas de experimento, todavia, no tempo de 4 horas percebe-
se um erro experimental onde a concentracdo residual do EE2 em solugdo diminui-se

abruptamente e nas 2 horas subsequentes aumenta-se, fazendo com que a remoc¢do do poluente
diminuisse consideravelmente.
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Figura 26 — Taxa de remogédo do EE2

Com o modelo empirico proposto adequado e validado, foram realizadas superficies de
resposta e graficos de contorno (visdo superior da superficie de reposta), que relaciona a
influencia de cada variavel e ataxa de remo¢do do horménio EE2.

A Figura 27 exibe o comportamento dessas varidveis que estdo codificadas de acordo
com os niveis (-1, 0, +1), proposto pelo planejamento de experimentos e a remocao descrita em
percentagem de remocao.
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Figura 27 — Superficies de resposta e curvas de nivel da taxa de remo¢do do hormbnio EE2
em funcdo das variaveis (massa, pH, agitacdo) utilizadas no planejamento de experimento

A partir das superficies de resposta e das curvas de nivel obtidas na Figura 27, ficou

claro a importancia do parametro massa de adsorvente no aumento da taxa de remocdo do

horménio EE2. A remocdo em funcdo das relacBGes agitacdo versus massa e pH versus massa,

figura nitidamente a significdncia do parametro massa, ao passo gue, para 0 parametro agitacéo,

a taxa de remocdo apresentou um acréscimo na remocgdo para valores codificados em +1,

também significativos. Para o parametro pH, a taxa de remocdo manteve-se praticamente

constante em toda faixa, contudo, para ambas varidveis (agitacdo e pH), quando relacionadas

com o aumento da massa de adsorvente, afetaram positivamente na taxa de remocdo para
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valores codificados em +1. Agora, para a relacdo agitacdo versus pH, a agitacdo influenciou de
forma positiva na taxa de remo¢do do horménio EE2 para valores codificados em +1, enquanto,
0 parametro pH afetou levemente a taxa de remocdo para 0s mesmos Valores codificados.
Contudo, quando os parametros sdo associados, a taxa de remocdo praticamente manteve-se

constante para valores codificados em +1, prevalecendo o parametro agitacéo.

5.2.2—Cinéticas de adsor¢ao

A cinética de adsorcdo foi avaliada para verificar o comportamento do fenémeno de
transferéncia de massa e o tempo de equilibrio onde ocorre a adsor¢cdo maxima do hormonio
pelas cascas de amendoim, além de descrever a velocidade de remogéo da substancia em estudo.

Para evidenciar a transferéncia de massa em funcdo do tempo de equilibrio, foi preciso
aplicar o modelo cinético de Lagergren, que mostra a relacdo da adsor¢do méxima do adsorvato
pelo adsorvente.

A Figura 28 expde os resultados obtidos para descrever o comportamento cinético de
adsorcdo do EE2 e suas modelagens (pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem).
Experimento realizado em triplicatas com as seguintes condicdes: agitacdo em 500 rpm, massa
de adsorvente de 2,00 gramas, solugdo em pH=6 e temperatura ambiente (20°C
aproximadamente).
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Figura 28 — Modelos cinéticos: pseudo-primeira ordem (A) e pseudo-segunda ordem (B) para
adsorcdo do EE2 pela casca de amendoim

Nota-se que o tempo de equilibrio de adsor¢cdo do adsorvato foi de 24 horas
aproximadamente e que a velocidade de adsor¢do foi mais répida no inicio do processo
experimental, onde os fenbmenos de difusdo e convecgdo das moléculas de EE2 prevalecem,
além dos sitios do adsorvente estarem desocupados, facilitando a transferéncia de massa externa
na superficie das cascas de amendoim. Entretanto, apds 6 horas de processo, a cinética torna-se
lenta gradativamente, neste caso, a difusdo interna das moléculas de EE2 prevalecem, pois o
processo de adsorcdo ocorre na superficie e poros internos do adsorvente.

A Tabela 17 relaciona os parametros das modelagens e o valor experimental no tempo

de equilibrio do analito.
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Tabela 17 — Parametros dos modelos cinéticos para adsorcdo do EE2 pela casca de amendoim

EE2 Pseudo-1?2 ordem Pseudo-22 ordem Experimental
ge (Mg g1) 9,759 + 2.871 11,310 + 3,200 11,800 + 0,376
ki (h1) 0,474 + 0.387 - -
k2 (g ug* h?) - 0,053 + 0,062
R?2 0,7512 0,8420 -

Os resultados tedricos estimados pelos modelos, apresentaram valores proximos aos
valores experimentais, todavia, percebe-se que o modelo de pseudo-segunda ordem obteve uma
melhor concordancia com os dados experimentais. O R? ajustado do modelo de pseudo-segunda
ordem obteve uma maior correlagdo entre as variaveis independente e dependente (t e gt) em
relagdo ao modelo de pseudo-primeira ordem e o valor de ge estimado € mais coerente com 0
valor experimental obtido.

Como o modelo de pseudo-segunda ordem melhor descreveu os dados experimentais
(Figura 28.B), 0 modelo de pseudo-primeira ordem foi descartado e um novo estudo de cinética
foi realizado variando a temperatura em 36, 56 e 66°C, essas temperaturas foram escolhidas a
partir da estabilizacdo da temperatura do meio reacional, pois o processo de adsorcdo foi
desenvolvido em uma chapa aquecedora sob agitagdo magnética. Entretanto, esse estudo foi
realizado para a determinacdo da energia de ativacdo do processo de adsorcdo. As condicdes
experimentais foram mantidas (agitacdo, 500 rpm; massa de adsorvente, 2 g e pH, 6).

A Figura 29 relata 0 comportamento cinético dos processos nas temperaturas estudadas.
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Figura 29 — Estudo cinético de adsorgdo a temperaturas de 36, 56 e 66°C
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Observa-se que a temperatura foi um fator importante no estudo cinético de adsorgdo
do processo experimental. O aumento da temperatura favoreceu o processo de dessorcdo, ou
seja, a quantidade adsortiva de EE2 pela casca de amendoim diminuiu com o aumento da
temperatura, pois as moléculas de EE2 adquirem energias cinéticas ou térmicas e
consequentemente ganham maior mobilidade molecular nos poros internos e externos das
cascas de amendoim, devido aos movimentos translacionais, rotacionais e vibracionais
adquiridos, desprendendo dos mesmo, e deste modo aumentam a concentracdo residual em

solucdo como pode ser visto na Reacdo 1 (RUTHVEN, 1984):
Adsorvente g + Adsortivo ,q, = Adsorvente — Adsorvato,, (Reagdo 1)

Como a massa de adsorvente € constante, pela reacdo 1 é possivel verificar com o
aumento da temperatura & reacdo inversa é favorecida, ou seja, ocorre a formagdo dos reagentes
e aumento da concentracdo de adsorvitos em solucao.

Na temperatura de 36°C, a concentragdo de EE2 em solugdo no tempo de equilibrio (24
horas) foi inferior em relacdo as outras temperaturas, predizendo que a quantidade de EE2 retida
na superficie do adsorvente no equilbrio foi alta, enquanto, nas outras temperaturas
subsequentes foram relativamente baixas.

A Figura 30 mostra 0 comportamento dos dados experimentais das cinéticas de adsorcdo
nas temperaturas de 36, 56 e 66°C e a utilizacdo da modelagem de pseudo-segunda ordem

linearizada (Equacdo 14).
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Figura 30 — Modelo cinético pseudo-segunda ordem linearizada para adsorcdo do EE2 pela
casca de amendoim nas temperaturas 36, 56 e 66°C
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A Tabela 18 demonstra os parametros da modelagem de pseudo-segunda ordem e

experimentais no tempo de equilibrio do analito nas temperaturas estudadas.

Tabela 18 — Parametros da modelagem de pseudo-segunda ordem e experimentais da cinética
de adsor¢do do EE2 pela casca de amendoim a temperaturas de 36, 56 e 66°C

EE2 T(36°C) T(56°C) T(66°C)
ge(exp) (Ug g1) 11,413 7,359 8,575
% (Mg gh) 13,098 8,411 9,194
ka2 (g pgth?) 0,016 0,029 0,063
R2 0,9094 0,9437 0,9705

A partir dos comportamentos cinéticos de adsorcdo apresentados na Figura 30 e dos
parametros determinados pelo modelo de pseudo-segunda ordem demonstrados na Tabela 19,
nota-se que o0 aumento da temperatura favoreceu o aumento de k2, que praticamente
quadruplicou da temperatura de 36°C para 66°C, e ge teve comportamento inverso, pois o
aumento da temperatura ndo favoreceu o aumento da adsorcdo de EE2 pelo adsorvente, e sim
sendo favorecida pela diminuicdo da temperatura.

Com os ajustes dos dados experimentais a0 modelo de pseudo-segunda ordem e com a
determinacdo das constantes de velocidade cinética de adsorcdo em trés temperaturas
diferentes, foi possivel calcular a energia de ativacdo do processo de adsorcdo do EE2 pelas
cascas de amendoim.

A Figura 31 e Tabela 19, mostram a aplicacdo da equacdo de Arrhenius linearizada e 0s

parametros estimados, respectivamente.

-2,5

29,0029 0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325
! [ ]

-2.9
3.1
-3,3
-3,5 °
-3,7
-39
4,1 ®
-4.3

Ink,

UT (K

Figura 31— Energia de ativacdo do processo de adsorcdo nas temperaturas 36, 56 e 66°C
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Tabela 19 — Pardmetros da equagéo de Arrhenius
R? In A A (g pgth?) Ea (kJ mol1)
0,9244 10,277 29.061,8 37,202

De acordo com Nollet e colaboradores (2003), um processo com caracteristicas de
adsorcdo fisica é denotado por valores de Ea na faixa de 5,0 a 40 kJ mol! e os que possuem
caracteristicas de adsor¢do quimica, Ea encontra-se entre 40 a 800 kJ mol2.

A energia de ativacdo encontrada para o processo de adsor¢do do EE2 em cascas de
amendoim foi de 37,2 kJ mol?!, e deste modo, o processo pode ser considerado como uma
fisiossorcdo, na qual, as interacOes intermoleculares sdo predominantes, principalmente as
forcas de Van der Waals e forcas eletrostaticas.

Esse valor de Ea determinado a partir da equacdo de Arrhenius, € a menor energia
necessaria fornecida ao processo de adsorcdo para a formacdo do complexo ativado, que é
proveniente das interagBes intermoleculares entre as moléculas de EE2 e dos sitios ativos da
superficie das cascas de amendoim, além de favorecer a velocidade cinética de adsorcdo pois

quanto menor a barreira energética para que 0 processo ocorra, mais rapido sera a Reacédo 1.

5.2.3—Isotermas de adsorc¢ao

As isotermas de adsorcdo foram avaliadas para expressarem a distribuicdo ou a relacdo
de equilibrio das moléculas ou concentracdo remanescente de EE2 (adsorvato) na solugcdo e a
quantidade de adsorvato adsorvida pelas cascas de amendoim (adsorvente), alem de revelarem
informacdes sobre a capacidade maxima de adsor¢do do biossorvente.

Foram realizados os ensaios de equilibrio de adsorcdo a temperaturas de 33, 53 e 60°C,
e os resultados em termos da quantidade adsorvida de EE2 no equilibrio por unidade de massa
das cascas de amendoim em funcdo da concentracdo de equilibrio de EE2 na fase liquida, é
demonstrado na Figura 32. Neste caso, as temperaturas foram escolhidas do mesmo modo do
estudo cinético de adsorcdo para o célculo da energia de ativacdo, que foi partir da estabilizacdo
da temperatura do meio aquoso devido 0 mesmo ocorrer em uma chapa aquecedora sob agitacéo

magnética.
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Figura 32 — Quantidade de adsorvato retido no adsorvente no equilibrio (ge) em funcdo da
concentracdo de equilibrio do soluto em solugcdo nas temperaturas de 33, 53 e 60°C
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As isotermas utilizadas para a modelagem dos dados experimentais foram os modelos
isotérmicos de Langmuir e Freundlich. As curvas de ajuste dos modelos nas formas linearizadas

sdo apresentadas na Figura 33, e 0s parametros estimados na Tabela 20.
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Figura 33 — Linearizacdo das isotermas estudadas a temperaturas de 33, 53 e 60°C

Tabela 20 — Pardmetros das isotermas de Langmuir e Freundlich

Parametros
Langmuir Freundlich
Temperatura Omax K R?2 n Kr R?2
33°C -7,770 -0,0287 0,8879 0,5862 0,0723 0,9961
53°C -38,461 -0,0032 0,0818 0,8436 0,0800 0,7174

60°C -9,990 -0,0089 0,5646 0,6579 0,0250 0,9562
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A escolha do modelo de isoterma para esse estudo, foi analisado a partir do ajuste obtido
para as diferentes temperaturas. A partir disso, 0s resultados experimentais de adsorcdo no
equilibrio ndo se ajustaram ao modelo de Langmuir, ou seja, 0 modelo ndo é capaz de descrever
0 comportamento de sorcdo para o biossorvente e a substancia estudada. Enquanto, o modelo
de Freundlich demonstrou melhor ajuste para os dados experimentais, portanto, foi escolhido
para as analises e discussGes dos resultados posteriores.

Como o ajuste dos resultados experimentais pelo modelo de Langmuir ndo ficaram bem
definidos, como pode ser visto pela Tabela 20, a correlacdo entre as Ce/ge € Ce ndo foram
satisfatorias, pois os R? foram baixos; qmax € KL obtidos negativamente, inviabilizando qualquer
analise qualitativa do processo de adsorcdo, razdo pela qual ndo serdo discutidos e apresentados
a partir deste ponto.

Ao avaliar os parametros do modelo de Freundlich obtidos a partir da linearizagédo da
Equacdo 22, verificou-se que o parametro n, uma constante adimensional que indica se a
intensidade de adsorcéo é favoravel ou ndo, além de inferir o grau de reversibilidade do sistema,
apresentou valores entre 0 a 1, o que implica em uma adsorcdo desfavoravel para todos os
ensaios adsortivos e 0 processo de dessor¢do é favoravel; enquanto o parametro Kr, uma
constante de equilibrio caracteristica do sistema que indica a capacidade de adsorcéo,
apresentou valores abaixo de 1, 0 que explica a baixa capacidade de remocdo do biossorvente

em baixas concentracfes de EE2 em solucéo.

5.2.4 - Termodinadmica de adsorc¢éao

A termodindmica de adsor¢do foi estudada para demonstrar se 0 processo experimental
¢ espontaneo ou ndo-espontaneo, exotérmico ou endotérmico e confirmar se ele ocorre por
interacdes intermoleculares ou por ligagdes quimicas.

A determinacdo dos parametros termodindmicos de adsorcdo (AG’, AH’ e AS’), foi
realizada a partir dos resultados obtidos de Ce e ge das isotermas de Freundlich a temperaturas
de 33, 53 e 60°C, e com a utilizacdo das EquacBes 25, 27 e 28. Os parametros de Kq¢ foram
determinados a partir dos coeficientes lineares obtidas das regressdes lineares de In ge versus In

Ce (Equagdo 27) conforme a Figura 34; e os valores séo apresentados na Tabela 21.
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Figura 34 — Regressao linear de In ge versus In Ce a temperaturas de 33, 53 e 60°C para
a determinacdo dos Kg

Tabela 21— Parametros das Regressoes lineares de In ge versus In Ce

T (°C) R? In Kq
33,0 009961  -2,6268
53,0 09994  -3,3628
60,0 09562  -3,6870

Com a determinacdo das constantes de equilibrio termodinamico aparente (Kq), €
possivel estimar os valores dos pardmetros AH’ e AS’ de adsorcdo. Foram determinados através
dos coeficientes angular e linear da reta, respectivamente, obtidos a partir da regressao linear
de In Kq versus T (Equagdo de Van’t Hoff) conforme Figura 35, e os valores encontrados
descritos na Tabelas 22. Apds a determinagdo dos pardmetros AH® e AS® de adsorcédo, foi
possivel determinar AG® de adsorcdo nas temperaturas estudadas a partir da Equagdo 25
(Equacdo Fundamental da Termodindmica) e os dados estimados sdo apresentados também na
Tabela 22.
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Figura 35 — Regressao linear de In Kqversus T-1 a temperaturas de 33, 53 e 60°C para a
determinacdo dos pardmetros AH’ ¢ AS’ de adsorcéo

Tabela 22 — Pardmetros termodindmicos de adsorgéo
T (K) 1T In Kq R?2  AG'ags (KIJmol?)  AH’as (KJ mol?)  AS'qs (kJ Kt mol?)

306,15 000326 -2,6268 6,656
326,15 000306 -3,3628 0,9957 9,223 -32,633 -0,128
333,15 0,00300 -3,6870 10,121

A partir dos resultados obtidos, o estudo termodindmico do processo de adsorcdo de
EE2 em cascas de amendoim pode inferir que o0 processo ndo € espontaneo e
termodinamicamente desfavoravel para todas temperaturas estudadas, pois AG'ags apresentou
valores positivos como pode ser visto na Tabela 22. Com o aumento da temperatura, 0 processo
de adsorcdo torna-se mais desfavoravel; em contra partida, o valor negativo de AH’gs relata a
natureza exotérmica da adsorcdo, ou seja, o processo libera energia na forma de calor para
vizinhanca. Esse valor de -32,633 kJ mol! encontrado para AH'ags, € caracteristica de ocorréncia
das interagdes intermoleculares entre EE2 e o biossorvente, pois a adsorcdo fisica prevalece
para 0 processo. E por fim, o valor de AS%ds € negativo, predizendo que antes do processo de
adsorcdo existia uma certa desordem no sistema e quando as moléculas de EE2 foram
adsorvidas aos sitios ativos da superficie do biossorvente, a desordem do processo diminuiu e

consequentemente  AS’ads diminui.
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5.3 — Caracterizacao do biossorvente

A caracterizacdo da casca de amendoim pelas técnicas FTIR e MEV-EDS teve como
objetivo, a verificacdo de grupos funcionais na estrutura do adsorvente in natura e apds o
processo de adsorcdo; o mesmo em relagdo a estrutura do EE2, e por fim, & estrutura

morfologica da superficie e da composicdo quimica do biossorvente.

5.3.1-Analise por FTIR

Os espectros de absorcdo no FTIR para o EE2 e para o adsorvente in natura e apds o

processo de remocdo sdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do EE2 (A), do adsorvente
apos o processo de adsorcdo (B) e do adsorvente in natura (C)

A partir da Figura 36, observa-se que os espectros de absor¢do no infravermelho do
adsorvente apds o processo de adsorcdo e in natura, ndo apresentaram diferencas significativas

em relacdo a adsorcdo do EE2, apenas alteracGes relacionadas a intensidade e ao alargamento
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das bandas. Todos os espectros apresentaram uma banda com formato de sino em
aproximadamente 3400-3300 cm!, atribuida ao estiramento O-H de grupo funcional de alcool
e/ou fenol e confirmada pela presenca da banda de estiramento de C-O em torno de 1200-1000
cnrl, além do estiramento de ligagdo C=C, bandas mais agudas e menos intensas comprendidas
no intervalo de aproximadamente 1650-1600 cnm® e associada a ela, a presenca da banda de
deformacéo angular fora do plano da ligacdo =C-H localizada na regido de 950 cmrt. Em 2900-
3000 cmr! observa-se bandas mais finas, referentes a estiramentos C-H de alcanos ou grupos
alquila. No espectro de absorcdo do EE2, as bandas caracteristicas foram os estiramento de
ligacdo =C-H de alquino terminal localizada em 3290 cm! aproximadamente e na regido de
1300-600 cm® que apresentam bandas originadas de modos vibracionais acopladas,
vibracionais referente ao esqueleto carbdnico da molécula e bandas fortes devida a deformagéo
angular fora do plano (BARBOSA, 2008). Essa diferencas podem ser justificado ao preparo das
amostras (tamanho de particulas) e ao fato do adsorvato estar presente na superficie do
biossorvente em concentracoes ultra-tracos, na qual, ndo foi possivel encontrar alguma vibracdo
molecular de grupos funcionais presentes no EE2.

5.3.2—Anélise por MEV-EDS

As micrografias eletronica de varredura para o biossorvente in natura e apds o processo
de remocdo sdo mostradas na Figura 37.
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Figura 37 — Micrografias eletrdnica de varredura aumentada 2.000 vezes da regido analisada
para as cascas de amendoim. A) in natura; B) apds o processo de adsor¢do

A partir das micrografias, foi possivel observar uma diferenca significativa entre a

superficie do biossorvente in natura e ap0s o processo de adsor¢do. Na Figura 37-A, as fibras
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vegetais encontram-se encobertas por residuos do solo, enquanto, na Figura 37-B, tornam-se
expostas e aparentes, situacdo justificavel pelo processo de adsor¢ao ocorrer em meio aquoso,

favorecendo a remogdo desses residuos da superficie.
Os espectros de EDS sdo apresentados na Figura 38, uma andlise qualitativa dos

elementos quimicos presentes nas amostras das cascas de amendoim in natura e apds 0 processo

de adsorcao.
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Figura 38 — Espectros de EDS das cascas de amendoim. A) in natura; B) apds o processo de
adsorcao

A partir dos espectros de EDS, foram identificadas a presenca dos elementos carbono,
oxigénio, silicio, aluminio, ferro e potassio na composicdo quimica das cascas de amendoim
in natura (Figura 38-A), enquanto, apds o processo de adsor¢do (Figura 38-B), foram
identificados apenas 0s elementos carbono e oxigénio. O que € justificado pela residuos
(minerais) do solo na superficie do biossorvente in natura, jA que a vagem do mesmo é
desenvolvida abaixo da superficie do solo. Como as cascas de amendoim sdo residuos agricolas
lignocelulosicos, os quais possuem altos teores de celulose e lignina em materia seca (85-90%
aproximadamente) (TAPIA-OROZCO et al., 2016), a presenca apenas dos elementos carbono
e oxigénio como constituintes sdo marjoritarios neste adsorvente.

Os resultados das analises quantitativas desses elementos na composicdo quimica das

amostras sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Resultado quantitativo da andlise elementar (composicdo quimica), em
porcentagem, das cascas in natura e apos o processo de adsor¢éo

Elemento in natura Apbs processo
Carbono (C) 47,85 59,38
Oxigénio (O) 38,97 40,62

Silicio (Si) 4,91 -
Aluminio (Al) 4,69 -

Ferro (Fe) 2,33 -
Potassio (K) 1,25 -

Total (%) 100 100

De um modo geral, 0 adsorvente in natura possui maior porcentagem dos elementos carbono e
oxigénio como ja apresentado; e apds o processo de adsorcdo, os elementos silicio, aluminio,
ferro e potassio foram removidos ao final do tratamento em meio aquoso, além do aumento da

porcentagem dos elementos carbono e oxigénio.

5.4 — Capacidade calorifica do biossorvente

Na Tabela 24 encontram-se os valores das capacidades calorificas (C) das cascas de

amendoim in natura e ap6s o processo de remo¢do do horménio.

Tabela 24 — Capacidade calorifica das cascas de amendoim in natura e apds processo de

remocao
Parametros innatura  CV (%) Apds o processo CV (%)
Massamgdia (9) 0,5342 4,07 0,4555 1,73
ATmedia (°C) 1,1140 4,38 0,9483 1,81
Cwmedia (J 971) 19.062 0,36 18.869 0,30

A partir dos resultados da Tabela 24, percebe-se que a capacidade calorifica das cascas
de amendoim apds o processo de adsor¢do do hormonio, ndo apresentou mudanga significativa
em relacdo a capacidade calorifica das cascas in natura. Na literatura, a capacidade térmica da

madeira encontra-se na faixa de 5.000-2.500 kcal kgt, por exemplo, cavaco de madeira com
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10% de umidade, possui 3.930 kcal kg de poder calorifico, enquanto, para 0 mesmo cavaco
de madeira, mas com 35% de umidade, possui um poder calorffico de 2.675 kcal kgt
(SCHURHAUS, 2007). Analisando o poder calorifico das cascas de amendoim in natura e apos
o0 processo de remocdo em kcal kgt, os valores encontrados foram de 4.556 e 4.510 kcal kg,
respectivamente. Portanto, os mesmos podem ser utilizados para fins de combustdo fornecendo
energia suficiente em processos endotérmicos ou algo similares, utilizando - o0s em

abastecimento ou na alimentacdo de caldeiras, fornalhas, trocadores de calor, entre outros.
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6 — Consideracoes finais

No presente estudo, foi proposto a utilizagdo de um biossorvente de origem biologica
para a remo¢do do EE2 em aguas. Os resultados obtidos, mostraram uma aplicacdo para as
cascas de amendoim e um processo alternativo para remocao do horménio sintético EE2.

Para o estudo da validacdo analitica do método cromatografico a partir das figuras de
método ou de desempenho, se mostrou adequado para a determinacdo do EE2. O método
apresentou boa seletividade para o EE2 (Tr=5,20 min), obteve boa linearidade (R?=0,99862);
garantiu uma boa repetibilidade dos ensaios ao nivel de 95% de confiabilidade (CV entre 2,90-
2,95%, para n=10), uma boa exatiddo (ER < 11% e CV entre 0,41-1,00%), LD e LQ exibiu
valores de 3,40 e 11,32 pg L1, respectivamente; além desses fatores, o método se mostrou
robusto a pequenas variacdes de 5% nos pardmetros cromatogréficos estudados (volume de
injecdo, temperatura da coluna, composicdo da FM e vazdo da FM) com ER < 16% e CV entre
0,13 - 0,93%.

Quanto a otimizacdo dos ensaios de adsorcdo, 0 modelo Box-Behnken, permitiu estudar
3 fatores (agitacdo, pH e massa do adsorvente) e 3 niveis a0 mesmo tempo, gerando 15
experimentos aleatdrios, fornecendo superficies de resposta e graficos de contorno para a
determinacdo da condicdo 6tima de adsorcdo, a qual, foi descrita por: agitacdo em 500 rpm,
massa de adsorvente em 2,0 gramas e o meio reacional em pH 6,0; condi¢cOes nas quais atingiu
0 melhor desempenho de remocdo do EE2, 90% aproximadamente, em 24 horas de processo.

Em relacdo aos ensaios cinéticos, verificou-se que o modelo de pseudo-segunda ordem
representou melhor os dados experimentais, no qual obteve-se bons valores de R? (0,8420) e e
(11,310 g g?), pois o ge experimental obtido foi de 11,800 pg g, além de uma constante
cinética de velocidade lenta (k2 = 0,053 g pg* h?). E com um novo estudo cinético em trés
temperaturas diferentes e ajustando os dados experimentais ao modelo de pseudo-segunda
ordem, foi possivel encontrar a energia de ativacdo do processo de adsorcdo do EE2 nas cascas
de amendoim. O valor de Ea foi de 37,202 kJ mol?, a qual, denomina o processo de fissiosorcéo,
onde as interagdes intermoleculares entre EE2 e os sitios ativos das cascas de amendoim sao
por forgas de Van der Waals e forgas eletrostaticas.

Quanto ao estudo isotérmico, averiguou-se que o modelo de Freundlich foi capaz de
descrever o comportamento de sorcdo para 0 biossorvente e a substancia estudada, pois

apresentou melhor ajuste aos dados experimentais. A partir dos valores dos parametros de
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Freundlich (n, Kr e R?), pode-se inferir que a adsorgdo é desfavoravel e o biossorvente possui
baixa capacidade de remoc¢do para baixas concentragfes do analito em solugéo.
Enquanto ao estudo termodindmico, os valores encontrados para 0S parametros AG’us,

AH’y4s € AS’ s foram de 6-10,121 kJ mol?, -32,633 kJ mol* e -0,128 kJ K'* mol, respectivamente. No

qual, o processo mostrou-se termodinamicamente ndo espontdneo e desfavoravel, de natureza
exotérmica com liberagéo de calor e diminuicdo da desordem do sistema.

Em relacdo ao adsorvente escolhido, sua composicdo quimica € basicamente composta
pelos elementos carbono e oxigénio, e ap0s o processo de adsorcdo, pela andlise quantitativa,
houve um aumento gradativo do teor dos mesmos, indicando que o adsorvente conseguiu
remover o EE2.

De modo geral, o biossorvente pode ser considerado como uma alternativa para a
remocdo do hormonio EE2, uma vez que o mesmo obteve uma boa eficiéncia de remocéo, sem
necessidade de passar por qualquer tipo de tratamento quimico ou fisico, 0 que elevaria o custo

do processo, além do rejeito ser reaproveitado como fonte energética.
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