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Identification and Quantification of Emerging Contaminants in Sewage
Treatment Plants

Abstract: The World Health Organization (WHO) states that the most diseases that
affect the world’s population are associated with contaminated water. The worldwide
scientific community has published articles that report the presence of micropollutants
in aqueous matrices at concentration levels of ng.L™" and pg.L™. The aim of the present
study was to assess the presence of emerging contaminants in raw and treated
sanitary waste and to quantify them using liquid chromatography and mass
spectrometry. The results of the present study showed the inefficiency of conventional
sewage treatment in terms of the degradation of emerging contaminants.

Keywords: Emerging pollutant; chromatography; disruptor endocrine; mass
spectrometry; water pollution.

Resumo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que a maioria das doencas que afetam
a populacdo mundial estdo associados com d&gua contaminada. A comunidade
cientifica tem publicado artigos que relatam a presenca de micropoluentes em
matrizes aquosas em niveis de concentracio de ng.L™ e pg.L™. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a presenca de contaminantes emergentes em residuos sanitarios
bruto e tratado e quantifica-los por cromatografia liquida e espectrometria de massas.
Os resultados do presente estudo demonstraram a ineficiéncia do tratamento de
aguas residuais convencional em termos de degradacdo de contaminantes
emergentes.
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Dentre os efeitos destes compostos,
destaca-se o fato deles interferirem em
mecanismos regulados por hormonios, além
de provocarem efeitos em niveis residuais ou
em tracos.>®

1. Introdugao

A comunidade cientifica tem constatado
gue a agua contaminada tem causado efeitos

adversos em seres humanos e animais. Isto
se deve ao fato de existirem contaminantes
conhecidos como emergentes, presentes em
concentragdes muito pequenas.l’4 Alguns
destes compostos sdo capazes de causar
alteragGes no sistema enddcrino nos homens
e nos animais, sendo conhecidos como
interferentes enddcrinos.

O estudo desses  micropoluentes
organicos presentes em ambientes aquaticos
é um dos campos mais proeminentes da drea
ambiental, pois mesmo em baixissimas
concentragdes, podem causar alteragdes na
reproducdo de animais e humanos, afetando
o sistema enddcrino destes seres vivos.
Dentre estes micropoluentes destacam-se:
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progesterona, 17a—etinilestradiol,
dibutilftalato, dietilftalato e nonilfenol
pertencentes as classes dos hormonios,
plastificantes e surfactantes
respectivamente.7'9

As evidéncias desses estudos vém se
acumulando ao longo dos anos, mostrando
gue muitas substancias quimicas presentes
em d4guas naturais sdo oriundas de daguas
residuarias industriais, agricolas e
municipais. Dentre os tipos de
substancias possiveis de serem encontradas
em daguas residudrias destacam-se produtos
de higiene pessoal, estrogénios sintéticos e
naturais, subprodutos industriais, farmacos,
dentre outros.”'*"

10,11

Desde que os chamados contaminantes
emergentes foram estabelecidos como um
novo grupo de poluentes de preocupacdo
ambiental, um grande esforco tem sido
dedicado ao conhecimento de sua
distribuicdo, destino e os efeitos no
ambiente. Apés mais de 20 anos de trabalho,
uma melhora significativa no conhecimento
sobre esses contaminantes tem sido
alcancado, mas ainda ha uma grande lacuna
de informacgGes sobre o nimero crescente de
novos contaminantes potenciais que estdo
aparecendo e, especialmente, de seus
produtos de transformagc3o imprevisiveis.>**

O descarte de esgoto sem tratamento é
um grave problema ambiental, pois ocasiona
poluicdo em rios e aguas represadas, bem
como interfere na qualidade das dguas para
abastecimento de cidades e irrigacdo de
culturas, e mesmo que as estagdes de
tratamento de esgoto disponham de diversas
tecnologias, estas sdo insuficientes para
garantir a auséncia de poluicdao, sendo
necessario muitas vezes recorrer a um
tratamento de polimento como, por
exemplo, os Processos Oxidativos Avancados
(POA).™ Existe a necessidade de atualizacdo
da legislacdo ambiental vigente, uma vez que
0s processos convencionais de tratamento de
agua e esgoto ndo conseguem remover
totalmente substancias prejudiciais aos
organismos como, por exemplo, o0s
contaminantes classificados como
interferentes enddcrinos, que podem estar

Vo

nao sao
4,16

presentes nessas daguas, mas
contemplados pela legislagdo vigente.

A disponibilidade de agua com qualidade
é cada vez menor, devido aos altos indices de
poluicdo, lancamentos indiscriminados de
efluentes poluidos, provenientes de esgotos
urbanos e industriais. No Brasil, estdo sendo
realizados estudos ainda preliminares; e vem
sendo desafiante a identificacdo e o
monitoramento desses compostos em aguas
naturais, estacées de tratamento de esgoto
(ETE), estagGes de tratamento de agua (ETA),
solos e sedimentos, pois exigem métodos
analiticos de elevada sensibilidade e
resolugdo uma vez que se apresentam em
baixissimas concentragGes na ordem de (ug L’
Y'a ng L' ).>®Y Ppara extracdo desses
compostos nas matrizes ambientais vem se
utilizando a extracdo em fase sdlida ou
microextragao em fase sdélida. Em relagao a
identificacdo e quantificacdo as técnicas
cromatograficas acopladas com a
espectrometria de massa vém sendo
empregadas de forma exitosa.'®

Dentre os varios compostos identificados,
destacam-se os farmacos, pois resistem a
decomposicdo podendo causar sérios riscos a
espécie humana, como também ao
ecossistema, contribuindo para o aumento
da resisténcia a antibidticos. Os farmacos
podem passar para a rede de esgoto através
de urina, fezes humanas e animais ou pelo
langamento de efluentes industriais no meio
ambiente.”?! Outro importante
micropoluente é o nonilfenol, o qual
apresenta diversas fontes de geragdao como:
detergentes industriais, detergentes
domésticos, pesticidas, emulsificantes,
lubrificantes, tintas, produtos para cabelo,
maquiagem e creme de pele que podem ser

descartados inadequadamente no meio
ambiente, provocando contaminacdo.'*?*
Os alquifendis  polietoxilados  (AP)

originam  metabdlitos  persistentes e
lipofilicos, apds biodegradacdo nas ETE como,
por exemplo, alquifendis etoxilatos,
nonilfenol (NP) e octifenol (OP), metabdlitos
estes que sdo detectados em aguas
superficiais e em efluentes de ETE, onde seus
efeitos sdo observados nos organismos que
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sofreram exposicd0.'*” O objetivo deste

estudo foi identificar e quantificar, em
estacGes de tratamento de esgoto, alguns
contaminantes emergentes (hormonios e
ftalatos), por cromatografia liquida acoplada
ao espectrdmetro de massa, bem como
avaliar a eficiéncia de degradacdo desses
compostos por diferentes tecnologias
utilizadas nas estacGes de tratamento.

2. Metodologia

As amostras de esgoto foram coletadas no
periodo de 9 meses nos pontos de entrada e
saida de quatro Estacbes de Tratamento de
Esgoto (ETE), conforme Tabela 1. Foi coletado
1 L de amostra em garrafas de polietileno, e
mantidas a temperatura aproximada de 4 °C.
Os materiais e vidrarias utilizados na coleta e
extracdo das amostras foram lavados com
agua e Extran® 30 % diluido, mergulhados
por 24 h em uma solugdo de HNO; (10 %) e
em seguida mantidos em agua deionizada.

Silva, R. F. et al.

2.1. Extracao dos Contaminantes

As amostras foram inicialmente filtradas
em membranas (Millipore) de 0,45 um para
remogao de particulas em suspensdo. Em
seguida, o volume de 1 L foi transferido para
funis de separagcdo com volume de 2 L,
adicionando-se 60 mL de diclorometano
(Merck). A mistura da amostra com
diclorometano foi agitada vigorosamente por
cerca de 2 minutos e deixada em repouso até
a separacdao completa das fases. A fase
organica foi filtrada em funil contendo I3 de
vidro e sulfato de sédio anidro, recolhida em
um baldo de fundo chato e boca esmerilhada
de 250 mL, sendo repetido esse
procedimento por mais duas vezes. O volume
final de extrato obtido foi concentrado em
roto-evaporador a 40 * 1 °C, sendo este
extrato num volume em torno de 1 mL
transferido para um baldo de 5 mL, cujo
volume foi completado com metanol.

Tabela 1. EstacGes de Tratamento e suas respectivas formas de tratamentos

Pontos de Coleta
(ETE)

Tipo de tratamento

ETE1
ETE 2

ETE 3
ETE 4

Tratamento primario

Reator anaerdbio de
fluxo ascendente e

Lagoa de estabilizagdo

Lodos ativados

Lagoa aerada

2.2. Andlise Cromatografica

As amostras obtidas, apds extracdo e
concentragdo, foram analisadas em LC-MS-
MS/IT-TOF  (Shimadzu). As  condicdes
cromatograficas estabelecidas foram: coluna
Phenomenex Gemini C18, 3 um, 50 x 2,1 mm,
fase movel: 4gua e metanol grau HPLC (30:70
V/V) na vazdo da fase moével 0,2 mL/min e

volume de injecdo de 5 pL. O fluxo de gas de
nebulizagdo N, no espectrometro de massa,
foi igual a 1,5 L/min, pressdo do gas de
secagem N, igual a 100 kPa, temperatura de
interface - curved dissolvation time (CDL)
igual a 200 °C, tempo de acumulacdo dos ions
no octopolo de 50 ms. Os espectros de massa
foram adquiridos no modo negativo e
positivo com varredura na faixa de 100-500
m/z. Inicialmente, foram injetados alguns
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padrdes para conhecimento da razdo
massa/carga do ion precursor a fim de
identificar a presenga dos contaminantes na
amostra. Uma vez identificado o
contaminante, uma curva de calibracdo foi
preparada para proceder a sua quantificacdo.

3. Resultados e Discussao

As razdes m/z dos padrdes, calculado pelo
LC-MS estdo expostas na Tabela 2, através
destes dados, iniciou-se o processo de
“screening”  para  caracterizacdo  dos
contaminantes, os quais foram ionizados nos
modos positivo e negativo, conforme a
Tabela 2.** Dentre os compostos encontrados
na Tabela 2, sé o nonilfenol apresentou uma
grande diferenca entre as massas mas,

Vo

mesmo assim, ficou dentro do erro aceitavel
do equipamento que é 20 mDa.

Os cromatogramas de todos os compostos
foram obtidos pela injecdo dos efluentes
coletados nas ETE, apds tratamento analitico,
no equipamento LC-MS-MS/IT-TOF.
Inicialmente, injetaram-se os padrdes para
verificacdo da massa e dos tempos de
retencdo dos compostos e, em seguida, as
massas encontradas foram utilizadas para
identificacdo do composto detectado. Um
exemplo de cromatograma e espectro de
massa, referente a um dos compostos, a
cafeina, estd exposto na Figura 1. Esta figura
mostra o pico base M = 195,0894 da cafeina
no espectro d massa e o tempo de retengdo
no cromatograma, em torno de 3,5 minutos.
A cafeina é utilizada como um indicador de
presenca antropica e permitindo a
investigacdo de outros contaminantes.”®*

Tabela 2. Resultados do m/z dos contaminantes emergentes detectados

Composto m/z Erro  lonizagdo
medido (mDa)

Cafeina 195,0843 3,4 +
Dibutilftalato 279,1563 3,4 +
Dietilftalato 245,0747 0,3 +
Nonilfenol 219,1777 20,0 -
Progesterona 315,2263 5,6 +
EE2 295,1712 0,8 =
E2 271,1727 2,3 -
Cloranfenicol 321,0059 0,8 -
Tetraciclina 445,1748 14,3 +
Oxitetraciclina 461,1568 1,3 +
Amoxicilina 397,1461 15,9 +
Ampicilina 350,1214 4,5 +
AAS 137,0267 3,6 -
Paracetamol 150,0597 3,6 -
Diclofenaco 294,0096 0,2 -

EE2 - 17a — etinilestradiol; E2 - 17 B — estradiol; AAS — acido acetil salicilico
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Figura 1. Cromatograma e espectro de massa da cafeina

3.1. Andlise por Componentes Principais
dos Contaminantes Emergentes

Utilizou-se a analise por componentes
principais (PCA) para tratamento dos dados
por se tratar de uma andlise multivariada. O

contaminantes. Analisando as Figuras 2 e 3
dos scores e loadings, respectivamente,
percebe-se que a PCAl1l e PCA2 explicam
96,44 % das informacdes dos dados. A PCA1
explica 78,36 % da correlagdo entre os dados
e a PCA2 explica 18,08 %. O agrupamento dos

dados, tanto no que se refere aos
grafico de scores apresenta a composi¢do das  contaminantes quanto, ao que se refere as
componentes principais em relagdo as estacdes indica baixa eficiéncia no
estacdes de tratamento de esgotos - ETEse 0 tratamento. Os pontos de coleta e as
gréfico dos loadings apresenta a composicdo  |legendas que os identificam  estdo
das componentes principais em relagdo aos  apresentados na Tabela 3.
Tabela 3. Legenda dos Pontos de Coleta
Pontos de Coleta ETE1 ETE 2 ETE 3 ETE 4
ME (1-9) CE (1-9) JE (1-9) COE (1-9)
Simbologia MS (1-9) CS (1-9) JS (1-9) COS (1-9)
MSF (1-9)

ETE1:M; ETE 2 :C; ETE 3 :J; ETE 4:CO; E: amostra de entrada; S: amostra de saida; nimeros 1-

9: indicam as campanhas

Os resultados do gréfico dos scores,
apresentado na Figura 2, permitem observar
gue os pontos que representam as entrada e
saida das ETEs estdo muito proximos e até

sobrepostos, demonstrando que ndo ha
diferencas estatisticas relevantes entre eles,
0 que permite concluir que ha uma baixa
eficiéncia dos tratamentos utilizados.
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Figura 2. Analise de componentes principais scores

A ETE 1 deveria ser a mais eficiente, pois
dois tratamentos sdo adotados (Reator
Anaerébio de Fluxo Ascendente e Lagoa de

Estabilizacdo), contudo, observou-se o
contrario na andlise de componentes
principais, pois 0s contaminantes

influenciaram igualmente tanto na entrada
guanto na saida de todas as ETEs, inclusive na
ETE 1. Por exemplo, pode-se notar no grafico
dos scores (Figura 2), que a entrada da ETE 1
da campanha 5 (A5E1) estda muito préximo da
saida da mesma ETE na mesma campanha,
inclusive da outra saida (A5S1) localizada
apods a lagoa de estabilizagdo, indicando que
o tratamento é ineficiente para degradagao
desses contaminantes.”

Quanto ao grifico dos loadings,
apresentado na Figura 3, observa-se que o

1E7

plastificante dietilftalato se concentrou mais
na entrada da ETE 3 na campanha 6 (JE6) e na
entrada da ETE 2 na campanha 8 (CE8), sendo
encontrado em menor quantidade na
campanha (MSF5), enquanto a influéncia da
cafeina foi muito superior na saida da ETE 1
na campanha 6 (MS6) em rela¢do as demais.

A  maioria dos outros compostos,
plastificantes, surfactantes e farmacos se
concentraram na entrada e saida das ETEs
indiferentemente, indicando uma
necessidade de melhoria na eficiéncia de
degradacdao desses contaminantes nos
tratamentos de esgotos adotados. Dentre os
contaminantes estudados, o dietilftalto,
nonilfenal, tetraciclina, ampicilina e
amoxicilina foram encontrados nas amostras
em maior frequéncia.”>?®

5E6

cafeina
o
-5E6
-1E7

-1,5E7

-2E7

Factor2 : 18,80%

-2,5E7
-3E7
-3,5E7
-4E7

-4,5E7

dietilftalato
o

-5E7

-5E7-4,5E7-4E7-3,5E7-3E7-2,5E7-2E7-1,5E7-1E7 -5E6 0

5E6

Factor 1:78,36%

Figura 3. Analise de componentes principais loadings
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3.2. Dados analiticos para quantificagao

Dos quinze contaminantes identificados
no monitoramento (Tabela 2), apenas cinco
foram escolhidos para quantificacdo (Tabela
4), isto porque tais contaminantes apareciam
com mais frequéncia, o que sugeria um uso
maior dos mesmos. Na Tabela 4 encontram-

Silva, R. F. et al.

se os dados analiticos das curvas de
calibracdo dos contaminantes emergentes
guantificados e seus respectivos limites de
deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ),
calculados por LD = 3,3 x (s/S) e LQ = 10 x
(s/S), onde s é o desvio padrdo da resposta da
menor concentracdo e S é o coeficiente
angular da curva de calibragdo.

Tabela 4. Dados analiticos para os contaminantes quantificados. 1- 17a-etinilestradiol, 2-
Progesterona, 3- Dibutilftalato, 4- Dietilftalato e 5- Nonilfenol

Equagao da reta Regressao LD* LQ*
1 A=3.10°C - 3.10° 0,99 0,021 0, 064
2 A=4.10'C-3.10° 0,99 0, 027 0, 082
3 A=1.10°C + 2.10’ 0,96 0,014 0, 042
4 A=1.10°C + 2.10’ 0,95 0,026 0, 079
5 A=3.10'C-1.10° 0,99 0,021 0, 063

*limite de quantificacdo e de detecgdo em (ugL™)

As curvas de calibracdo para todos os
compostos foram preparadas em metanol e
os pontos considerados foram: 0,05; 0,08;
0,1; 0,3; 0,5; 0,8 e 1 mg L™. Todas as curvas
de calibragdo dos compostos escolhidos para
quantificacdo estao apresentadas na Figura 4.

As curvas apresentam coeficiente de
determinacao (R%) préximo de 1, o que indica
qgue grande parte da variacdo das areas dos
picos no cromatograma ¢é explicada
linearmente pela variacdo da concentracgdo.

3.3. Quantificagdo dos Contaminantes
Emergentes

A Tabela 5 apresenta os valores de massa
utilizados para quantificacao dos
contaminantes emergentes obtidos através
do LC-MS-MS. As estagOes de tratamento
estdo representadas como exposto na Tabela
3.
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Figura 4. Curvas de calibracdo da (a) progesterona, (b) 17a-etinilestradiol, (c) dibutilftalato, (d)
dietilftalato e (e) nonilfenol

Tabela 5. Dados cromatograficos e espectrométricos dos contaminantes quantificados

Compostos piencho(mny MO0 o
17a-etinilestradiol 9,0 295,1704 _
Progesterona 1,3 315,2319 +
Dietilftalato 10,0 245,0747 +
Nonilfenol 7,0 219,1777 _
Dibutilftalato 2,5 301,1410 +
As Figuras 5 a 7 apresentam os ser observados nos cromatogramas
cromatogramas e os espectros de massa apresentados nas Figuras5a 7.
referente aos contaminantes emergentes 0 nonilfenol e  17c-etinilestradiol

quantificados das amostras coletadas. Tais
cromatogramas e espectros foram obtidos
pela injecdo dos efluentes coletados nas ETE,
logo apds tratamento analitico, no
equipamento LC-MS-MS/IT-TOF. Os
compostos analisados possuem tempos de
retencdo  distintos, permitindo  uma
separacdo satisfatéria, tais tempos podem

ionizaram-se melhor no modo negativo,

enquanto dibutilftalato, dietilftalato e
progesterona  ionizaram-se no  modo
posi’civo.ls’27

A Tabela 6 apresenta um resumo da
analise no cromatégrafo e no espectrometro
de massa.
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Figura 6. Cromatograma e espectro de massa do progesterona
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Figura 7. Cromatograma e espectro de massa do dietilftalato
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Tabela 6. Valores obtidos para quantificacdo dos contaminantes emergentes (ugL™)

Progesterona 17a- Et.|n|I Dibutilftalato  Dietilftalato  Nonilfenol
estradiol

ME1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MS1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MSF1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
12 CEl <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cs1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Campanha
JE1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
JS1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
COE1 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,66
COSs1 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
ME2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MS2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MSF2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
)2 CE2 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,71
CS2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Campanha
JE2 <LQ 38,81 <LQ <LQ 16,68
JS2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
COE2 37,5 <LQ <LQ <LQ 16,66
C0S2 37,5 <LQ <LQ <LQ 16,66
ME3 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,68
MS3 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
32 MSF3 <LQ 37,5 <LQ <LQ 16,68
e CE3 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
Cs3 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
JE3 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
JS3 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
ME4 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,68
MS4 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
42 MSF4 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,68
e e CE4 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
Cs4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
JE4 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
JS4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MES5S <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
MS5 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
5a MSF5 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
e e CE5 <LQ 37,51 <LQ <LQ 16,67
CS5 <LQ <LQ <LQ <LQ 16,67
JE5 <LQ 40,15 <LQ <LQ 16,66
JS5 <LQ 39,18 <LQ <LQ 16,67
MEG6 <LQ 37,5 <LQ <LQ <LQ
MS6 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
62 MSF6 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
e CE6 <LQ 37,5 <LQ <LQ <LQ
CS6 <LQ 37,5 <LQ <LQ <LQ
JE6 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
JS6 42,87 8,40 <LQ <LQ <LQ

Rev. Virtual Quim. |Vol 8] |No. 3| |702-715|



LVa

Pode-se observar nos dados da Tabela 6,
gue o0s contaminantes, progesterona e
etinilestradiol, = foram identificados e
quantificados com frequéncia nos meses de
coleta. A presenca destes hormobnios se
justifica pelo largo uso de anticoncepcionais,
no caso do etinilestradiol e pela excrecdo
natural da progesterona pelas mulheres,
principalmente, no periodo menstrual.’® O
nonilfenol, um surfactante muito utilizado na
producdo de detergentes, aparece em todas
as amostras e em concentragdo acima dos
demais, isto se justifica pelo excessivo uso
doméstico de detergentes.” A andlise da
Tabela 6 demonstra que os plastificantes
(dibutilftalato e dietilftalato) e o surfactante
(nonilfenol) foram mais frequentes que os
hormonios (progesterona e 17a-
etinilestradiol).

4. Conclusao

Os resultados do monitoramento dos
contaminantes emergentes presentes nos
efluentes de entrada e saida das quatro ETEs,
mostraram que quinze contaminantes foram
detectados: dietilftalto, nonilfenol,
tetraciclina, ampicilina, amoxicilina,
oxitetraciclina, progesterona, cloranfenicol,
paracetamol, acido acetil salicilico, cafeina,
dibutilftalato, diclofenaco, 17a-etinilestradiol
e 17B-estradiol. As técnicas de extragdo
associada a cromatografia liquida e a
espectrometria de massa de alta resolucdo,
possibilitam identificar e quantificar com
eficiéncia os contaminantes emergentes.
Muitos  desses contaminantes foram
identificados na entrada e na saida das
estacdes de tratamento, demonstrando a
ineficiéncia do tratamento empregado na sua
degradacao.
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