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RESUMO

Métodos de tratamento de agua usando biocarvao (biochar) tém sido uma
alternativa sustentavel para a remoc¢do de contaminantes da agua. A utilizacédo
de residuos organicos para a producao de carvao tem se mostrado viavel devido
ao fato de que a maioria desses materiais, apos tratamento térmico, apresenta
grande area superficial e formacgéo de poros, potencializando a capacidade de
adsorcao de contaminantes emergentes como os horménios. Desta forma, um
novo biocarvao de substrato pos-cultivo de cogumelo foi produzido e avaliado
para remover horménios da agua. Os substratos de cogumelos foram secos,
triturados e pirolisados. A pirdlise foi realizada em duas condic¢des, a 250 e 450°C
com tempo de residéncia de 1h e a 600°C por 20min. Os carvdes obtidos foram
previamente testados em batelada com uma solugdo de 17a-etinilestradiol e
progesterona. A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi utilizada
para determinar a concentracdo final remanescente na agua e calcular o
percentual de remocdo do hormdnio, avaliando qual carvao obteve o maior
percentual. Em seguida, foram realizados os ensaios de cinética, isotérmica e de
leito fixo, além da caracterizacdo do biocarvdo por meio de andlise de
Microscopia Eletrénica de Varredura. Nas imagens obtidas da analise
microscépica, mostraram-se diferencas favoraveis ao carvdao de 600 °C, que
apresentou uma area superficial maior, com mais formacdo de poros e
reentrancias. O carvao obtido a temperatura de 600 °C também foi o que
apresentou melhor percentual de remocao para os dois hormonios, nos primeiros
testes, sendo para o 17a-etinilestradiol (EE2) superior a 88% e o0 da progesterona
superior a 90%. Os resultados do estudo da cinética e da isoterma também
confirmam os resultados prévios, sendo 0 gmax para a progesterona no modelo
de Sips foi de 119.3 mg progesterona/ g biocarvdo e de 16,35 mg EE2/g
biocarvao no modelo de Langmuir. Em concluséo, o biocarvao apresentou um
bom percentual de remocao e pode ser utilizado como parte do processo de

tratamento da agua para remover contaminantes como 0s hormonios.

Palavras-chave: Hormdnios, tratamento de agua, biocarvao, substrato de

cogumelo.



ABSTRACT

Wastewater treatment methods using biochar have been a sustainable
alternative for removing contaminants from water. The use of agricultural
residues such as coal has been shown to be viable due to the fact that most of
these materials, after heat treatment, have a large surface area and pore
formation, enhancing the adsorption capacity of emerging contaminants such as
hormones. In this way, a new biochar of post-cultivation mushroom substrate was
produced and evaluated to remove hormones from water. The mushroom
substrates were dried, crushed and pyrolyzed. Pyrolysis was carried out in two
conditions, at 250 and 450°C with a residence time of 1h and at 600°C for 20min.
The obtained coals were previously tested in batch with a solution of 17a-
ethinylestradiol and progesterone. High Performance Liquid Chromatography
was used to determine the final concentration remaining in the water and
calculate the percentage of removal of the hormone and which coal obtained the
highest percentage. Then, the kinetic, isothermal and fixed bed tests were carried
out, in addition to the characterization of the biochar by means of scanning
electron microscopy analysis. In the images obtained in the microscopic analysis,
differences were found favorable to the 600 °C biochar, which presented a larger
surface area, with more formation of pores and recesses. The biochar obtained
at a temperature of 600 °C was also the one that showed the best percentage of
removal for both hormones, in the first tests, with 17a-ethinylestradiol above 88%
and that of progesterone above 90%. The results of the study of kinetics and
isotherm also confirm the previous results, with the gmax for progesterone in the
Sips model of 119.3 mg progesterone / g biochar and for EE2 16.35 mg EE2 / g
biochar in the Langmuir model. In conclusion, the biochar presented a good
percentage of removal and can be used as part of the water treatment process

to remove contaminants such as hormones.

Keywords: Hormones, water treatment, biochar, spent mushroom substrate.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagéo e das suas diversas atividades elevaram a
producdo de residuos no meio ambiente, com 0 consequente aumento da
concentracdo de contaminantes nos recursos hidricos. A variedade e a
complexidade dos contaminantes tém aumentado a cada década, causando
diversos problemas ambientais e agravando os riscos a saude dos seres
humanos. Uma classe de contaminante em especial, os desreguladores
enddcrinos, tem atraido o olhar e preocupacédo de organizacdes ambientais e de
saude quanto aos danos a longo prazo.

Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo compostos naturais ou sintéticos,
como por exemplo 17 a-etinilestradiol (EE2), utilizado na formulacdo de
contraceptivos e a progesterona, produzida naturalmente pelo organismo e
utilizada em terapias hormonais para a reproducao e crescimento de animais na
agropecudria. Os DE possuem a capacidade de alterar o sistema enddécrino,
podendo bloquear, imitar ou reproduzir uma resposta hormonal no organismo.
Problemas no sistema reprodutivo, alteracdes das glandulas enddcrinas,
obesidade, Sindrome do Ovario Policistico, cancer, sdo algumas das doencas
relacionadas aos DE. No meio ambiente os animais também séo afetados pelos
DE, principalmente os animais de vida aquatica, podendo-se observar por
diversos parametros ambientais, os problemas reprodutivos encontrados em
diversas espécies de peixe, anfibios entre outros (COMISSAO EUROPEIA,
2019).

A remocéo desses contaminantes por estacdes de tratamento de agua é
guase nula, devido ao tamanho e complexidade dos compostos. No entanto
muitos paises ja vém utilizando técnicas mais refinadas para remogéo, como
membranas, filtros entre outros (LI et al., 2020).

Hé& séculos o carvao é usado como um meio filtrante para diversos fins.
Mais recentemente, o uso de carvao mineral vem sendo substituido por
biocarvoes. Diversas pesquisas foram realizadas para caracterizar diversos
biocarvdes, com o intuito de utilizad-los como uma alternativa sustentavel para a
remocao de contaminantes emergentes, como os DE, da agua (ZHOU et al.,
2017).
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O biocarvéo é produzido a partir de um material organico (biomassa), que
muitas das vezes é proveniente de residuos da producéo agricola ou industrial,
a biomassa entdo é submetida a um processo térmico, usualmente conhecido
como pirdlise. Dessa forma o material passa a ter uma porcentagem maior de
carbono, assim como maior porosidade, area superficial e afinidade elétrica ou
quimica (LUO et al., 2015).

O consumo de cogumelos vem aumentando pelo mundo, e no Brasil
diversos produtores agricolas tém investido na produgdo e cultivo desse
alimento. Com uma maior procura da populacdo por alimentos mais saudaveis,
0 cogumelo vem ganhando espaco no mercado brasileiro. No entanto, junto com
0 aumento do consumo, esta o aumento dos residuos organicos produzidos. Os
substratos sdo blocos de misturas de diversas biomassas para o crescimento e
desenvolvimento dos cogumelos. Apds o periodo de vida util, ou seja, quando ja
ndo se consegue mais produzir os cogumelos, os substratos s&do entdo
descartados e muitas das vezes sem o devido tratamento, tornando-se mais um
candidato para o estudo e utilizagdo como biocarvao (WU et al., 2019).

O uso de biocarvbes como adsorventes possui diversas aplicagoes,
principalmente no tratamento de &gua. Diferentes mecanismos fisicos e
quimicos fazem do processo de adsorcdo Unico e de grande eficiéncia na
remocao de diversos contaminantes. O baixo custo para produc¢éo do biocarvéo,
juntamente com um processo continuo de tratamento de agua utilizando, por
exemplo, uma coluna de leito fixo se tornou uma alternativa sustentavel e de
baixo custo para a remocao de diversos contaminantes emergentes, incluindo os
DE (HU et al., 2014).

Nesta pesquisa, um biocarvdo foi produzido, utilizando o residuo de
substrato da producdo de cogumelo Shiitake. A capacidade de adsor¢cao para
dois hormdnios - 0 17a- etinilestradiol (EE2) e a progesterona — foi avaliada, em

processo batelada e leito fixo .
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desreguladores endocrinos no meio ambiente

O sistema enddcrino humano é uma rede integrada de multiplos 6rgéos,
capazes de sintetizar e liberar mensageiros quimicos, denominados de
horménios, que exercem funcdes em células-alvo proximas ou distantes do local
de liberacdo. Todo processo de sintese, liberacdo, reacdo e excrecao de
hormonios estd também interligada com o sistema nervoso central e periférico,
assim como ao sistema imune. A funcao do sistema enddcrino € coordenar e
integrar as atividades celulares em todo organismo, como por exemplo, a
regulacdo do equilibrio do sodio e agua, regulacdo do balanco energético,
regulacdo do desenvolvimento, crescimento, reproducdo e do processo de
envelhecimento. Os trés componentes essenciais do sistema endécrino sédo
(MOLINA, 2014; LAURETTA, 2019):

e Glandulas enddcrinas: ndo apresentam ductos, por isso, secretam 0s
horménios sintetizados no espaco intersticial da célula, e assim
passam para o sistema de circulacéo.

e Hormobnios: produtos quimicos liberados pelas células em
concentracfes muito baixas, exercendo acdes bioldgicas sobre uma
célula-alvo.

e Orgao-alvo: contém células com os receptores hormonais especificos,
respondendo a ligacdo do horménio com uma acdo biolégica
demonstravel.

Na Figura 1 é possivel identificar as principais glandulas endécrinas e

seus principais hormonios.
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Figura 1: Representacdo das principais glandulas enddcrinas e dos

horménios produzidos.
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Nota: CRH (hormonio de liberacéo da corticotrofina); GHRH (horménio de libera¢cdo do hormbnio
do crescimento); GnRH (hormonio de liberacéo das gonadotrofinas); TRH (hormdnio de liberagéo
da tireotrofina); ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico) ; LH (hormdnio luteinizante); MSH
(hormdnio melanécito-estimulante); FSH (hormdnio foliculo-estimulante); TSH (hormonio
tireoestimulante); T3 (tri-iodotironina); T4 (tiroxina).

Fonte: MOLINA, 2014.

Os hormonios podem ser classificados com base em sua estrutura
quimica como peptideos, esteroides ou derivados de aminoacidos. A estrutura
do horménio determina muitas vezes, a localizacdo do receptor hormonal.
Peptideos e derivados de aminoacidos ligam-se a receptores na superficie da
célula, enquanto os esteroides, por serem lipossollveis, possuem afinidade com
a membrana celular e ao atravessa-la se ligam a receptores intracelulares.
Quando a combinacao correta entre horménio e célula-alvo acontece, ocorre
entdo a resposta carateristica da agdo hormonal. A ligagdo hormonio — receptor
pode acelerar, reduzir, bloquear ou alterar a fungéo celular. A Figura 2 mostra

esquematicamente, a ligacdo do hormonio esteroide e do horménio esteroide e
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do horménio tireoidiano aos seus receptores especificos (KABIR et. al., 2015;

LAURETTA et. al, 2019).

Figura 2: Representacdo da ligagéo entre os receptores intracelulares e

seus horménios especificos, aqui demonstrados pelos hormdnios tireoidianos e

esteroides.
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Fonte: MOLINA, 2014.

Entretanto, os receptores ndo possuem a carateristica de apenas realizar

ligagbes com hormdnios especificos. Pode ocorrer, ainda, a ligacdo de outras

substancias quimicas com estrutura quimica compativel ao mesmo receptor, as

substancias quimicas responsaveis pelas alteracfes relacionadas ao sistema

endocrino sdo denominadas de Desreguladores Enddcrinos (DE), no inglés EDC

- Endocrine Disrupting Chemicals. Essas substancias sdo microcontaminantes

originados das acdes antrépicas, que sdo lancados no meio ambiente em

concentracdes traco (Lg/L — ng/L), afetando o ecossistema e a saude dos seres
humanos (ROGERS et al., 2013; LIMA et al., 2017).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os DE “sao

substancias ou mistura de substancias exdégenas, que alteram as funcbes
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normais do sistema enddcrino, causando efeitos adversos no individuo, na sua
descendéncia ou em populagdes de organismos exposta a tais substancias”
(WHO, 2012).

Muitos microcontaminantes possuem a propriedade de ser lipossoluveis,
podendo também realizar ligacdes intracelulares. Os mecanismos de acédo dos
DE ainda nado foram totalmente esclarecidos, mas é possivel identificar duas
formas principais de acdo (DUARTE, 2008):

e Mimetizacdo: imitam de forma total ou parcial as reacdes quimicas,

semelhantes ao hormonio natural do organismo (efeito agonista).

e Bloqueadora: impedem a ligagdo do hormoénio natural ao seu

receptor e consequentemente a sua reacao (efeito antagonista).

Essas duas formas de acdo afetam sintese, transporte, metabolizacdo e
excrecao dos hormonios, alterando suas concentragdes no organismo. A Figura
3 demonstra a resposta natural hormonal, bem como os efeitos agonista e

antagonista dos DE.

Figura 3: Mecanismos de acdo dos desreguladores enddécrinos (DE): a)
resposta natural do hormoénio; b) efeito agonista de um DE; c) efeito antagonista
de um DE.
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Fonte: BIRKETT E LESTER, 2003; DUARTE, 2008.

A interferéncia na comunicacéo entre as informacdes bioldgicas desregula

o equilibro do metabolismo e do funcionamento do sistema enddcrino, levando a

sérios problemas ambientais e na salde dos seres humanos. Bila e Dezzotti
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(2007) relatam anomalias no sistema reprodutivo de passaros, repteis e peixes.
Em peixes a expressdo da proteina vitelogenina normalmente € expressa em
fémeas, mas quando identificada em macho demonstra a contamina¢ao do meio
por DE. Nos humanos, a redugédo da producao de esperma, problemas como
sindrome do ovario policisticos, obesidade, e a incidéncia de alguns tipos de
cancer, estao relacionados com a exposicao aos DE.

Os compostos classificados como DE estdo presentes no cotidiano de
muitas pessoas, como aditivos industriais, agrotoxicos, surfactantes, farmacos,
produtos de higiene pessoal, hormoénios naturais e sintéticos e outros compostos
quimicos (PERES, 2011). A exposicdo a esses contaminantes pode ser direta
ou indireta, por meio de via oral, topica ou inalatoria (LIMA et al., 2017).

Aproximadamente vinte e seis milhdes de substancias quimicas séo
comercializadas em todo o mundo, sendo que os DE correspondem a uma
grande porcentagem dessas substancias. Mais de 430 substancias
desreguladoras do sistema endocrino foram definidas e fazem parte da lista
emitida pela Comissédo Europeia do meio ambiente (MOREIRA, 2009; PERES,
2011).

A classe dos DE ndo € apenas definida pela estrutura quimica dos
compostos, mas sim pela acéo biolégica que apresenta. Apesar de muito desses
compostos terem sido banidos ou caido em desuso, seus efeitos ainda estéo
presentes no meio ambiente devido a alta estabilidade quimica, tendo potencial
de ser biologicamente ativo, ainda que se encontre em concentragdes trago. Em
tal situacdo, pode ocorrer a biomagnificacdo dentro da cadeia alimentar. A
exposicdo constante as diversas classes de DE, mesmo em baixas
concentracdes, gera um efeito de bioacumulacdo sem precedentes no meio
ambiente e na saude humana. (BOLONG et al., 2009; MOREIRA et al., 2009;
PERES, 2011; PRAVEENA et al., 2016).

No Quadro 1, sdo apresentadas as principais substancias classificadas

como DE, assim como suas principais aplicacoes.
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Quadro 1: Desreguladores endocrinos mais utilizados pelo homem,

organizados por grupos, e exemplos de suas aplicagdes.

Grupo Aplicacao

Fenois Surfactantes utilizados em detergentes
desinfetantes (ex.: p-nonilfenol);
Componentes de resinas (ex.: bisfenol A);
Clorofendis (ex.: 2,4,6-triclorofenol)

Ftalatos Presente nos plasticos para  aumentar

maleabilidade (ex.: dibutilftalato)

Hidrocarbonetos
policiclicos arométicos
(PAHS)

Fontes naturais: erupcao vulcanica, fogos;
Fontes antropogénicas: queima de combustiveis
fosseis, incineracdo  de  residuos  (ex.:

benzo[a]pireno)

Hormonios Sintéticos

Contraceptivos (ex.:17a-etinilestradiol);
Uso veterinario — reproducdo (ex.: progesterona,
acetato de Melengestrol)

Hormonios naturais

Excretados naturalmente (ex.: Estradiol, Estriol,

Progesterona)

Agrotoxicos e

Pesticidas

Organoclorados e organofosforados;
Tintas  antivegetativas  para  embarcacoes

maritimas, como cloreto de tributilestanho.

Policloretos de bifenilas
(PCB) e dioxinas

Compostos origindrios em diversos processos

industriais e como subprodutos da co-incineracao.

Produtos naturais

De ocorréncia em plantas (ex.: coumestrol);
Estrogénios produzidos por fungos (ex.: o-

zearalenol)

Fonte: PERES, 2011; HAVENS, 2019.

As mensagens hormonais influenciam em inUmeros aspectos criticos no

desenvolvimento do organismo, representando um perigo, em especial, se a

exposicao for antes do nascimento (durante o desenvolvimento embrionario) e

apos o nascimento (durante o crescimento). Recém-nascidos e criancas
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apresentam uma maior vulnerabilidade a exposicdo e ac¢do dos DE (KABIR, et.
al., 2015).

Existe um grande debate no meio cientifico, sobre se de fato existe
relacdes entre os DE e as consequéncias a salde humana. Diversos érgaos de
controle ambiental constataram a existéncia desses contaminantes nos corpos
d’agua de diversas cidades ao redor do mundo. A presenca desses
contaminantes sinaliza um risco real, de médio e longo prazo, a sautde humana
levando a uma corrida para os estudos de melhorias nos sistemas de tratamento
de 4gua, para que a carga da concentracdo de contaminantes que chega aos
recursos hidricos e aos sistemas de abastecimento de agua sejam muito baixas
ou nula. Dentre os DE, os hormbénios como 17a-etinilestradiol (EE2) e
progesterona destacam-se em pesquisas que reportaram dados de
biomarcadores confirmando os efeitos em animais aquatico, que apresentaram
problemas no sistema reprodutivo e em seu comportamento devido a presenca
dos horménios no meio. (BILA e DEZOTTI, 2007; BOLONG,2009).

2.2. 17a-etinilestradiol

Os hormonios estrogénios séo classificados em naturais e sintéticos. Os
horménios naturais sdo produzidos naturalmente pelo organismo, podendo citar
a Estrona (E1), o Estradiol ou 17B-estradiol (E2) e o Estriol (E3), que sé&o
fundamentais na fisiologia dos 6rgéos reprodutivos, Os hormonios sintéticos sao
produzidos artificialmente, como o Etinilestradiol (EE2), denominado também de
17a-etinilestradiol. Na Figura 4 podem-se observar as semelhancas estruturais
dos horménios naturais e sintéticos.

Em quase todas as formulagbes de anticoncepcionais, o hormonio
sintético 17a-etinilestradiol estd presente como componente principal, para
terapias de reposicdo hormonal de estrogénio, suspensdo da amamentacao,

acao contraceptiva e regulacéo do ciclo menstrual (ARIS; PRAVEENA, 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica dos estrogénios naturais e sintético.

Estriol (E3) Ethynylestradiol (EE2)

Fonte: ARIS, 2014.

Praticamente todas as substancias que entram no organismo passam
pelo processo de biotransformacdo no figado. A biotransformacdo tem por
finalidade a modificacdo bioquimica e degradacdo das substancias, originando
produtos das reac¢des, denominados de metabdlitos, com o objetivo de facilitar o
processo de excregdo. A biotransformacdo do EE2 é ilustrada na Figura 5,
sendo que os metabolitos gerados na reacéo de conjugacéo sao os conjugados
de sulfato e o glucuronideo inativos.

O processo de biotransformacao do 17B-estradiol é similar ao do EE2, por
meio da reacdo de conjugac¢ado. Mas quando encontrado na sua forma livre no
meio aquatico, acaba resultando em reacdes de desconjugacédo pelas bactérias
presentes no meio. O EE2 apresenta carateristicas de baixa solubilidade em
adgua, sendo classificado com moderado potencial de bioacumulacdo no
organismo. Pesquisas realizadas ao redor do mundo identificam a presenca de
estrogénios no meio ambiente, como um problema emergente e de grandes
impactos ao ecossistema e aos seres vivos (LAURETTA, 2019). Problemas

relacionados ao aumento do risco de trombose venosa em mulheres, problemas
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no desenvolvimento neuroldgico, infertilidade em homens e mulheres, aumento
do indice de cancer e anomalias nos 6rgdos reprodutivos, sdo exemplos das
possiveis reacdes a exposicdo aos horménios estrogénicos (BILA e DEZOTTI,
2007; CARNEVALI et al., 2017).

Figura 5: Biotransformacao do 17a-etinilestradiol no figado
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Fonte: Adaptado de ARIS, 2014.

Biomarcadores séo frequentemente utilizados para identificar atividade
estrogénica no meio. Segundo Santos, Matos e Coimbra (2014), os testes
realizados com embrides do peixe Danio rerio (peixe-zebra), identificou que a
exposicdo ao hormonio EE2, resultou em um aumento da mortalidade dos
peixes, assim como malformacbes e diminuicdo da frequéncia cardiaca,
concluindo que de fato existe uma grande ameaga para 0S seres aquaticos
durante a embriogénese, prejudicando os processos fisioldégicos essenciais para
o desenvolvimento desses animais. Além dos biomarcadores, a quantificacéo
direta do EE2 em solo, agua, sedimento é o indicador mais preciso de

contaminacao.
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2.3 Progesterona
Os hormoénios esteroides, da mesma forma que os hormdnios
estrogénicos, também podem ser classificados em naturais e sintéticos. Na

Figura 6, € possivel identificar os principais hormoénios esteroides naturais
produzidos pelo organismo.

Figura 6: Estrutura quimica dos principais hormdnios esteroides naturais.
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Fonte: Adaptado de SCHMID et al., 2019.

A utilizacdo dos esteroides sintéticos se da em terapias de reposicéo
hormonal e na composicéo de contraceptivos. A progesterona, apesar de ser um
horménio natural € muito utilizada sinteticamente na area veterinaria para 0s
ciclos de fertilizacdo e reproducéo de bovinos (HAVENS et al., 2019).

Os esteroides possuem a mesma estrutura basica, pelo fato de terem
origem da derivagédo do colesterol, que por meio da converséo, realizada pela
enzima P450scc, para a pregnenolona, indica a primeira etapa de uma multipla
sequéncia de reacfes enzimaticas para a sintese dos horménios esteroides
(MOLINA, 2014).
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Com o aumento da populacdo, consequentemente ha o aumento do
consumo de alimentos, e ocorre investimento na producdo agropecuaria para
atender a demanda do mercado. E dessa forma cresce o uso de terapias
hormonais para acelerar a reproducgéo e crescimento do gado. No entanto, o uso
de grandes concentracdes de hormonios tem gerado uma grande preocupacéo
guanto a exposicéo dos seres humanos a esses hormonios. Outra preocupacéo
€ quanto ao pasto e solo onde o gado fica, pois esses acabam por conter altas
concentracbes de hormonios provenientes do processo de excrecdo dos
animais, que podem inclusive ser arrastados para corpos d’agua préximos ao
pasto, contaminando o meio aquatico (HAVENS et al., 2019). A Figura 7
apresenta a possivel rota de contaminacéo dos corpos d’agua pela producédo na
agropecuaria.

Os hormonios esteroides, assim como 0s estrogénicos, podem ser
prejudiciais a saude humana e ao ecossistema, causando desequilibrios e
alteracdes das funcdes normais do organismo. A presenca desses compostos
esta relacionada a reducédo da fecundacao e fertilidade, indice gonadossomatico
alterado e expresséao de vitelogenina em peixes machos da espécie Pimephales
promela (HAVENS et al.,2019; SHCMID et al.,2019).

Figura 7: Contaminacdo ambiental de horménios proveniente

agropecuaria.
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2.4 Tratamentos de agua

Em todo o mundo, residuos de farmacos como anti-inflamatorios,
antitérmicos, analgésicos, contraste para exame de imagens, antibidticos e
hormonios naturais e sintéticos séo identificados no esgoto doméstico, em aguas
superficiais e subterraneas. A caracteristica do farmaco é promover, as reacfes
terapéuticas ao organismo. De uma forma geral, parte da dose administrada &
excretada de forma inalterada, levando esses microcontaminantes a persistirem
no meio ambiente (CHOI et al., 2006; BOLONG et al., 2009; BOTTONI et al.,
2010).

Os efluentes provenientes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE)
sdo importantes meios de contaminacdo, pelo lancamento de residuos néo
tratados, como substancias hormonais no meio aquatico. Horménios como E2,
EE2, e progesterona, sdo responsaveis por desregulacdes relacionadas ao
sistema enddcrino no organismo de animais, que muitas das vezes sao utilizados
como biomarcadores. Os problemas relacionados ao sistema de tratamento de
dgua e esgoto sO aumentam e se agravam cada vez mais, tanto em paises
desenvolvidos e principalmente nos paises em desenvolvimento (BILA
EDEZOTTI, 2007; PERES, 2011).

A ocorréncia de DE nos corpos d’agua € consequéncia de despejos de
diversas rotas de descarga de agua, Figura 8.

As etapas convencionais para o tratamento de dgua sdo compostas por
coagulacéao, floculacdo, decantacéo, filtracdo e desinfec¢do, podendo também
ter etapas de cloracdo no processo. Na coagulacdo e floculacdo ocorre a
remocgdo da matéria organica e microrganismos por meio da suspencao das
impurezas. Na decantacéo os flocos que se depositaram no fundo do tanque sao
removidos por processos de lavagem ou descarga. A filtracao é realizada com
filtros constituidos de camadas de materiais adsorventes com tamanho de
particulas diferentes para ocorrer a adsorgcéo das impurezas. Por Gltimo ocorre
a desinfecdo com a fungéo de eliminar os microrganismos patogénicos (AQUINO
et al., 2013).
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Figura 8: Rotas de descarga de contaminantes ambientais.
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Fonte: AQUINO et al., 2013.

Diversas plantas de tratamento de 4gua ndo possuem a capacidade para
remog&o dos microcontaminantes presentes nos efluentes. Dessa forma, séo
langados continuamente no meio ambiente, e em muitos casos contaminando as
aguas superficiais de abastecimento das cidades. O sistema de tratamento de
agua atual no Brasil e em outros paises € limitado e apresenta dificuldades na
remoc¢do de contaminantes em concentracdes tracos. Essa dificuldade se da
pela falta de recursos, investimento ou tecnologia para a realizacdo de um
tratamento de agua eficiente e eficaz.

Além disso, ha falta de legislacdo quando o assunto é limite méaximo
toleravel para esses microcontaminantes (EUROPEAN COMMISSION, 2019).
Entretanto, com o avan¢co das pesquisas na area ambiental as exigéncias
relacionadas a qualidade da agua aumentaram, considerando-se 0s riscos
associados a presenca de substancias quimicas na agua (WEI et al., 2017;
VIEIRA et al., 2020).

A pesquisa desenvolvida por Ghiselli (2006) verificou a ocorréncia de
alguns hormdnios na agua de trés mananciais que abastecem a Regido

Metropolitana de Campinas, dentre eles o horménio 17a-etinilestradiol e
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Progesterona. Os resultados confirmaram a presenca dos hormoénios nas
analises, com uma concentracdo entre 1,9-3 ug/L para o estradiol, 1,2-1,7 pg/L
para o etinilestradiol e 1,2-1,4 ug/L para a progesterona. Dessa forma indicando
as falhas no sistema de tratamento de agua.

Assim com o aumento da ocorréncia de microcontaminantes, faz-se
necessario o estudo e a aplicacdo de meétodos complementares as etapas
convencionais, como o processo de adsor¢cao. O emprego de carvdo como meio
adsorvente tem demonstrado grande eficiéncia na remocao de DE, diversas
pesquisas descrevem uma consideravel porcentagem de remocdo de
microcontaminates em comparacdo com a utilizacdo apenas das técnicas

convencionais de tratamento de 4gua (VIEIRA et al., 2020).
2.5 Adsorcao

O tratamento denominado de adsorcao consiste em um procedimento de
aderéncia dos solutos presentes em substancias liquidas ou gasosas no meio
adsorvente. A adsorcdo pode ser fisica ou ainda por meio de interacdes
quimicas, formando ligagBes entre o adsorvato e o meio adsorvente. O Quadro
2 apresenta as principais diferencas da adsorcdo quimica e fisica nos

adsorventes.

Quadro 2: Diferencas de adsorcao quimica e fisica

Adsorgéo quimica Adsorcéo fisica

Alto calor de adsorc¢éo (2 ou 3 vezes
maior que o calor latente de
vaporizacgao)

Altamente especifica
Somente monocamada
Pode envolver dissociacéo

Possivel em uma ampla faixa de
temperatura

Ativada, pode ser lenta e irreversivel
Tranferéncia de eletrons com
formacdao de ligacéo entre adsorvato e
asdorvente

Baixo calor de adsorcéo (2 ou 3
vezes menor que o calor latente
de vaporizacao)

N&o especifica
Monocama ou multicamadas

Nenhuma dissociacao das
especies adsorvidas

Significante somente a
temperaturas relativamente
baixas
Rapida, nédo ativa, reversivel
Sem transferéncia de eletrons
Polarizacéo do adsorvato pode
ocorrer
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Fonte: Adapatado de RUTHEVEN (1984); PROCOPIO (2017).

De acordo com os modelos propostos por Freundlish, ainda em 1906, o
processo de adsorcao é a interagcdo entre superficies heterogéneas, ou seja, que
apresentam grande area superficial, com a concentracao de soluto em equilibrio.
Essa interacao se da pelas forcas exercidas nas moléculas, como a forca de Van
der Waals e as forcas eletrostaticas, causando a adsorc¢éo fisica na superficie
do adsorvente (PROCOPIO, 2017).

A velocidade e o tempo do processo de adsorcdo estdo diretamente
relacionados a composicdo e a superficie do adsorvente. Quanto maior a area
superficial, maior serd o contato com o soluto, aumentando a capacidade de
adsorcdo. Na Figura 9 estdo apresentadas as etapas da adsor¢cdo e como o
adsorvato se comporta em contato com a superficie do adsorvente. Na primeira
etapa ocorre a difusdo e conveccao, na segunda transferéncia de massa externa,
na terceira a difusdo nos poros internos e na quarta a adsorcado (FLORIDO,
2011).

Figura 9: Etapas da adsor¢cdo sendo, 1) fendmeno de difuséo e
convecgéo; 2) fendmeno de transferéncia de massa externa; 3) difusdo nos

poros internos; 4) fendmeno de adsorcao.

Fonte: FLORIDO (2011); PROCOPIO (2017).
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2.6 Biocarvdes de residuos organicos

Biocarvdes tém sido utilizados no processo de tratamento de agua, como
uma solucéo para a remocao de microcontaminantes. Os biocarvdoes sao assim
denominados pelo fato de serem carvfes produzidos a partir de residuos
organicos proveniente do setor industrial e do setor agricola, tendo assim duas
finalidades: o reuso da biomassa que seria descartada, agregando valor
econdmico, e a aplicacdo como mais uma etapa no processo de tratamento de
agua (INYANG E DICKENSON 2014).

De acordo com as pesquisas de Tan et al. (2015) e Thines et al. (2017),
0s biocarvdoes sdo materiais solidos ricos em carbono, obtidos através do
processo de aguecimento de biomassas, denominado de pirdlise. A pirdlise pode
se dar com ou sem a presenca de oxigénio, e é nesse processo que ocorre a
formacao de poros. O processo térmico de pirélise pode ser caraterizado de
acordo com a temperatura e o tempo de residéncia no forno. A pirélise lenta pode
variar de 350 até 800°C, com tempo de residéncia no forno de minutos ou dias.
Na pirélise rapida, a temperatura varia de 400 a 600°C com tempo de residéncia
no forno de segundos, sendo que nas duas o oxigénio pode ou ndo estar
presente (INYANG E DICKENSON, 2015).

Os biocarvdées possuem mecanismo de adsorcdo para poluentes
organicos, que pode ser de diversas formas como atracdo eletrostatica,
preenchimento de poros, ligacdes 1-11, pontes de hidrogénio, doador e receptor
de elétrons, interagcdes hidrofilicas e adsorcdo de complexos. Quanto a
composicao dos biocarvies, apresentam diferentes tipos de grupos hidroxila e
amaina, levando a uma superficie carregada negativamente, levando a atragéao
de compostos com carga opostas. Mas também podem ser submetidos a
processos quimicos para alteracdo da carga superficial levando a uma melhor
afinidade com outros compostos (ROSALES, 2017).

As propriedades adquiridas no processo de pirélise irdo determinar o
aumento da capacidade de adsorcdo, como a area superficial, as cargas, a
funcionalidade quimica e a quantidade de poros. A Figura 10 ilustra uma
particula de biocarvéo e as interacdes que podem ocorrer em sua superficie e

poros.
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Figura 10: Mecanismos de sorcdo em uma particula de biocarvéo para

captacao de microcontaminantes.
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Fonte: Adaptado de INYANG E DICKENSON, 2015.

Diversos residuos organicos foram pesquisados e analisados como
potenciais biocarvdes, devido a grande disponibilidade dos residuos e ao
aumento da producdo agricola e industrial. Trabalhos como o estudo de residuos
da producdo de arroz, de cana-de-acglcar, de coco, milho, soja, entre outros
(QIAN & CHEN, 2013; YAO et al., 2012; SHEN et al., 2012; CHEN et al., 2011;
AHMAD et al., 2012).

O aumento no consumo de produtos de origem vegetal é resultado de
novos comportamentos e a busca por estilos de vida mais saudaveis. O
vegetarianismo e 0 veganismo se tornaram préaticas mais populares, em todo o
mundo, levando ao aumento de consumo de produtos, que antes nao havia muita
procura, como € o caso dos cogumelos. Os cogumelos sdo uma grande fonte de
proteinas, como também de uma ampla variedade de vitaminas (biotina,
riboflavina, niacina, vitaminas B1, C e D) minerais e fibras (SOCCOL et al., 2016).
No Brasil a demanda por cogumelos vem aumentando cada vez mais, 0 que tem
gerado um crescimento significativo na producéo (DINIZ, 2008; DIAS, 2010). Os
principais produtores de cogumelo estdo nos estados de Sao Paulo e Parana,



34

com destaque para as cidades de Ibitna, Sorocaba, salto e Cabrelva no estado
de S&o Paulo (ANPC, 2020).

O substrato, empregado no cultivo de cogumelos, é constituido por uma
mistura de biomassas como, serragem de eucalipto (21%), farelo de arroz, e trigo
(14%), agua (65%), carvao de eucalipto e corretor de pH. Os cogumelos séo
cultivados no substrato de 4 a 7 meses, até que estejam prontos para a colheita.
Apos sua vida util de cultivo, o substrato se torna mais um residuo ambiental, e
o descarte sem qualquer tratamento também pode gerar problemas ambientais.

Anualmente sdo produzidos, apenas no estado de S&o Paulo, 12 mil
toneladas de cogumelos, sendo que a producdo vem aumentando a cada ano
no estado. No processo de crescimento do cogumelo sao utilizados cinco quilos
de substrato para a producdo de um quilo de cogumelo, o que resulta
anualmente em uma média de 60 mil toneladas de residuo de substrato da
fungicultura, justificando o estudo de aplicacdes para o reuso desse material
(Portal do Governo).

A alternativa de transformar um produto que antes era apenas residuo,
em um material de valor comercial e com propriedades de adsorcédo de
microcontaminantes DE, pode ser a solucdo de dois problemas ambientais,
como na pesquisa de Skariyachan et al. (2016) utilizaram os residuos da
producdo do cogumelo da espécie Pleurotus ostreatus como adsorvente para
corantes provenientes da industria téxtil da cidade de Karnataka na india. No
trabalho de Sewu et al. (2019), eles utilizaram um processo em escala industrial
para a producdo de biocarvdo a partir do substrato de cogumelo, como
adsorvente para o corante cristal de violeta, obtendo resultados em torno de
99,6% de adsorcao do contaminante.

A aplicacdo de biocarvdes no processo de tratamento para adsorcao de
microcontaminantes se mostra promissora e de crescente estudo, como uma

alternativa sustentavel e econémica no tratamento de agua (TAN et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir um biocarvdo com o substrato de cogumelo, avaliando sua
capacidade de adsorcdo para dois horménios, o 17a- etinilestradiol (EE2) e

progesterona.

3.2 Especificos

- Produzir um biocarvdo com o residuo de substrato da producédo de
cogumelo Shiitake com carateristicas promissoras para adsorcao;

- Avaliar a capacidade de adsorcdo do biocarvao para os horménios EE2
e progesterona, em processo batelada e de leito fixo;

- Desenvolver método de analise para dois horménios, o EE2 e
progesterona de forma simultdneas e nas mesmas condigbes de leitura em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

- Desenvolver e testar um protoétipo de filtro com camadas de biocarvao
para o tratamento de um efluente real de laboratério, a partir das solucbes de

horménios de EE2 e progesterona produzidas durante a pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparagao do biocarvéao

O pos-cultivo do substrato de cogumelo foi fornecido pela empresa Yuri
Cogumelos, localizada na cidade de Sorocaba, parceira da Universidade de
Sorocaba. Foi cortado em cubos pequenos e passou pelo processo de secagem
e moagem. A secagem foi realizada em estufa em aproximadamente 105°C
durante 24 horas. Em seguida o material passou pelo moinho de faca (Marconi®
- MA340 Série 0004201) e posteriormente pela peneira granulométrica da marca
(tamises) BERTEL, foi utilizada a granulometria de 80 mesh.

Para a producédo do biocarvao foi realizado o processo de pirdlise. Foi
pesado 3 g de substrato para cada um dos 15 cadinhos de porcelana, em
seguida colocados dentro do forno mufla SP-1200 da SP Labor. Nas
temperaturas de 250 e 450°C realizou-se uma pirélise mais longa de 1 hora de
tempo de residéncia e para a temperatura de 600°C o tempo de residéncia foi de
20 minutos. O tempo de 20 minutos foi determinado com base em um teste piloto
realizado em 600°C com uma 1 hora de residéncia, em que o material foi
totalmente convertido em cinzas, inviabilizando seu uso nos testes, e levando a
conclusdo que um tempo menor de residéncia para essa temperatura, seria o
ideal.

Apés a retirada das amostras do forno mufla, elas foram armazenadas em

fracos plasticos com tampa.

4.2 Capacidade de remocao dos hormdnios por teste de batelada

piloto

Para identificar o biocarvao, de melhor capacidade de remocao dos
hormonios realizou-se testes pilotos em frascos erlenmeyers de 125 mL, foram
colocados 0,5 g de biocarvao, obtido nas temperaturas de 250, 450 e 600 °C, e
35 mL da solucdo de hormdnios na concentracdo de 1 mg/L de EE2 e 10 mg/L
de progesterona. Os frascos foram dispostos em incubadora shaker (Nova
Técnica — modelo NT 715) a 25°C e 100 rpm por 60 minutos. Coletas foram

realizadas nos tempos de 10, 30 e 60 minutos, as amostras foram filtradas e em
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seguida realizou-se a analise por meio da técnica de Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (CLAE). Na Figura 11 é ilustrado o processo realizado.

Figura 11: Processo do teste de batelada piloto para analisar a capacidade

das diferentes amostras de biocarvao na remocéo dos hormonios

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4

35 mL solugao de Adicionado T - Aferigao da
EE2 1mg/Le 0,5g de GO?ninQem 25°C concentragao nos
progesterona biocarvao nas 4400 tempos de 10, 30 e
10 mg/L solugodes pm 60min

Fonte: Elaboracao prépria

4.3 Caracterizacéo do biocarvéao

A caraterizacdo da superficie do material foi realizada pela analise
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da marca Jeol modelo JSM-IT200A,
no Laboratorio de Fisica Nuclear (LAFINAU) da Universidade de Sorocaba.

A analise de MEV tem por finalidade apresentar imagens de alta resolucéo
da superficie do material com aumentos de até 300.000 vezes. A area da
amostra a ser analisada é irradiada por um fino feixe de elétrons, produzidos pela
excitacdo elétrica do filamento de tungsténio. Ao incidir o feixe de elétrons na
amostra, os elétrons batem no atomo e s&o ricocheteados de volta, mas com
uma menor energia, ja que parte da energia foi absorvida pelo atomo, sendo que
cada elemento quimico absorve uma quantidade diferente de energia. Essas
interacdes dos elétrons com a superficie da amostra resultaram em uma série
de radiacdes, como elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e raios-X
carateristicos. Quando essas radiacdes sao captadas pelo detector resultam nos
dados de topografia da superficie, composicéo e cristalografia da amostra. Pela

técnica Espectroscopia de Raios-X por Difusédo de Energia (EDS), identificam-se
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0s elementos por meio das emissdes de raios-X carateristicos de cada atomo
presente no material de forma qualitativa.

Para que ocorra uma melhor varredura da amostra, foi realizado o
processo de metalizac&o, que consiste em um equipamento que deposita uma
fina camada de metal sobre a amostra, no caso o metal depositado foi ouro, ja
gue a amostra analisada apresenta uma grande concentracéo de carbono, o que
acaba dificultando a visualizac&o da superficie caso ndo ocorra o tratamento da
amostra com o metal, j& que a interacao dos feixes de elétrons é melhor quando
se tem elementos de maior energia.

A analise por Fluorescéncia de Raios-X, equipamento da marca Malvern
Panalytical, modelo Epsilonl, também foi realizada no laboratério LAFINAU na
Universidade de Sorocaba. Realizou-se a andlise para uma maior precisdo
quanto a composicdo do material, para quantificar e qualificar cada elemento
qguimico presente na amostra. Foi utilizada uma massa de aproximadamente 3g
de cada amostra, essas foram prensadas em prensa pneumatica para a
conformacdo de uma pastilha. A patilha com aproximadamente 7mm de
espessura foi colocada do equipamento para a realizagdo da analise. A fonte de
raios-X é proveniente da excitacdo do elemento prata (Ag), que ao incidir na
amostra, gera a emissao raios-X carateristicos, ou seja, energia de excitacédo

especifica de cada elemento, gerando sinais de maior confiabilidade.
4.4 Ponto de Carga Zero — PCZ

A analise de PCZ tem por finalidade determinar o valor do pH em que a
superficie do material adsorvente é eletricamente neutra, onde o pH é constante,
definindo assim se a adsorcao sera eficaz. No experimento, 11 pontos de pH
foram utilizados, variando de 2,0 a 12 (REGALBUTO & TOBLES, 2004). Na
metodologia escolhida, foram adicionados 20 mg do biocarvdo em 20 mL de
solucéo aquosa de NaCl a 0,1 mol/L, aferindo 11 diferentes pontos de pH inicial,
ajustando com solu¢des de HCl e NaOH ambas a 0,1 mol/L. O processo tem
duracdo de 24 horas com agitacao constante a 100 rpm e temperatura de 25 +
2 °C, ao final ao pH é aferido e entdo o PCZ sera calculado a partir da média

aritmética dos valores aferidos do pH final que se mantiverem préximos.
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Figura 12: Diagrama do procedimento de Ponto de Carga Zero (PCZ).

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4 ETAPA S5

20 mL solugao Adicionado Agitacao por
H ajustad 20 d Afericaod
de Nacl 0,1 pRAlsrase na.c9 24h em 25°C orea0.g9
de2a12 carvao nas N pH final
mol/L _ a 100rpm
solucgdes

Fonte: Elaboracéo prépria

4.5 Preparo da solucéo

A solugcdo de EE2 e progesterona foi preparada utilizando 17a-
etinilestradiol e progesterona da Sigma-Aldrich na concentracdo de 1 mg/L e
10mg/L respectivamente. Ambos os horménios foram pesados, sendo 1 mg de
EE2 e 10 mg de progesterona, em seguida solubilizados em metanol e levado
ao banho ultrassonico para uma melhor interacdo dos compostos. Depois a
solucéo foi transferida para um baléo volumétrico de 1 L, completando com agua
Milli-Q. A preparacédo da solucéo foi em metanol:agua (20:80 v/v). A solucao foi

transferida para frasco ambar para ser armazenada na geladeira a 5 °C.

4.6 Experimentos de adsorgéao

4.6.1 Cinética de adsorcao

O parametro “cinética de adsor¢cdo” é de grande importancia, pois ele
determina o tempo de contato ideal para que ocorra a transferéncia do adsorvato,
presente no meio aquoso, para o material adsorvente, sendo que temperatura,
pH, concentragdo, agitacdo e porosidade sdo algumas das variaveis que podem
alterar a velocidade da adsorgéo.
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Para o teste de cinética de adsorcdo foi utilizado o biocarvéo que forneceu
o melhor resultado do teste piloto de batelada, com uma massa de 0,5 g do
biocarvao e 35 mL da solucdo de horménios, na concentracédo de 1 mg/L de EE2
e 10 mg/L de progesterona, ja ajustado no pH 9,56 encontrado na andlise de
PCZ. Colocou-se os 10 Erlenmeyer de 125 mL na incubadora shaker (Nova
Técnica — modelo NT 715), por 24 horas com agitacdo a 100 rpm e com
temperatura de 25 + 2 °C. Cada Erlenmeyer foi um tempo de retirada sendo eles
em 10, 20, 30 45, 60, 120, 240, 360, 760 e 1440 minutos. Todas as amostras
foram filtradas a vacuo (Millipore — Sterifil) com filtro simples para reter a parte
sélida (biocarvao) do meio aquoso. Em seguida as amostras foram armazenadas
em tubos cbnicos e guardadas na geladeira a 5 °C para posterior leitura em

CLAE, como mostra a figura 13.

Figura 13: Esquema do teste da cinética, com concentracdo fixa e

variacdo de tempo, ao longo de 24h.

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4

—
35 mL solugéo de Adicionado Agitagao por Afericdo da
EE2 1mg/L e 0,5g de 24h em 25°C concentragao
progesterona biocarvao nas
10 mg/L a100rpm

solucodes

Fonte: Elaboracao propria
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4.6.2 Isoterma de adsorcao

A isoterma relaciona a quantidade de substancia adsorvida e a
concentracdo de equilibrio de uma solugcdo em uma determinada temperatura
constante.

Para avaliar o tempo da biossorcao foi utilizada uma massa também de
0,5 gramas de biocarvao e 35 mL das solucBes com contaminantes, em cinco
diferentes concentracdes de 1,0; 0,8; 0,6; 0,4 e 0,2 mg/L parao EE2 e 10, 8, 6,
4, 2 mg/L para a progesterona, sendo que as concentracdes correspondem as
diferentes porcentagem de diluicdo de 100, 80, 60, 40 e 20%.

As amostras foram mantidas em agitacao por 24h na incubadora shaker
(Nova Técnica — modelo NT 715) previamente calibrada na temperatura de 25 *
2 °C em 100 rpm. Apoés o periodo de 24h as amostras foram filtradas a vacuo, e
armazenadas em tubos cénicos e refrigeradas a 5 °C para posterior analise de

CLAE, como mostra a Figura 14.

Figura 14: Organizagéo dos procedimentos da isoterma, com diferentes

concentragdes e tempo fixo.

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4

el
5 concentracdes Adicionado Agitacao por Afericao da
diferentes solugao 0,5g de 24h em 25°C concentragcao
de EE2 e biocarvao nas a 10°rpm
progesterona solucdes

Fonte: Elaboracgao prépria

4.6.3 Leito fixo

Os testes do leito fixo, ilustrado na Figura 15, foram realizados apenas

para o biocarvdao que obtive a melhor porcentagem de remocéo para os dois
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contaminantes em estudo. A temperatura do experimento foi a ambiente,
aproximadamente 25 °C. Utilizou-se uma coluna de cromatografia com placa
porosa, torneira de teflon e diametro de 20 mm. A coluna foi preenchida com 2g
de biocarvdao, como leito fixo. A solucdo de EE2 e de Progesterona
(separadamente e simultaneamente) passaram pela coluna a uma vazao de
aproximadamente 3,4 mL/min. As amostras pos-coluna foram coletadas nos
tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180 e 240 minutos, as
amostras foram armazenadas em tubo c6nico a 5°C até andlise em CLAE, como

mostra figura 15.

Figura 15: Diagrama da organizacao do teste de leito fixo.

ETAPA 2

= ETAPA 3
\

ETAPA 1

Adicionado 2g |
de biocarvao
na coluna

Afericao da
Solucgao continua de concentragao
EE2 1mg/L e
progesterona 10mg/L
vazao de 2mL/min

Fonte: Elaboracgéo prépria

4.7 Anéalise das amostras

A técnica analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
consiste em um método de separacdo de compostos quimico em solucéo
identificando e quantificando os compostos da mistura.

Para a quantificacdo dos horménios nos testes de batelada, da cinética
de adsorcdo, da isoterma e leito fixo, foi realizado andlises em duplicatas.

Utilizou-se coluna C18, com preenchimento de 5 um, didmetro de 4.6 mm e altura
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de 125 mm (Thermo Scientific) & temperatura de 37°C no forno. A varredura
ocorreu com pressédo de 300 Kgf/cm?, com vazdo de 1,6 mL/min, tempo de
corrida de 4 minutos, injegcdo de 20uL da amostra, deteccdo a 202 nm, fase
movel composta por 70% acetonitrila padrdo CLAE (Sigma-Aldrich) e 30% agua
ultra pura Milli-Q, em sistema isocratico conforme descrito por Unruh (2011). Foi
realizado alguns testes para que pudesse ocorrer a analise simultanea dos dois
horménios em estudo, o EE2 e a progesterona. Entéo realizou-se alteracées na
vazao e no tempo de corrida, assim como na fase mével para se obter uma
andlise clara das duas substancias.

A curva analitica foi construida utilizando a amplitude dos picos e entéo,
com a equacao da reta, pbde-se calcular as concentragcbes de EE2 e
progesterona das amostras. A curva de calibragdo foi realizada a partir da
solucdo estoque, realizando diluicdo com agua Milli-Q para o EE2 1; 0,5; 0,3;
0,1; 0,001 mg/L e para a progesterona nas concentracdes de 10; 5; 3; 1; 0,1
mg/L.

Com o valor obtido da amplitude de cada concentracdo da curva analitica,
foi possivel obter a equacdo da reta para o EE2 (Equacdo 1) e para a
progesterona (Equacéo 2).

y = 0,0241x + 0,0002 (Equacéo 1)
Onde:
y= amplitude do pico

Xx= concentragao de EE2

y = 0,0016x + 0,0008 (Equacéo 2)
Onde:
y= amplitude do pico

X= concentragao de progesterona

4.8 Calculos dos resultados dos ensaios de adsorcgéo

4.8.1 Cinética de adsorcao
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7

O tempo é uma variavel importante na analise da cinética, pois ele
determina o comportamento do adsorvente em determinada concentracdo de
adsorvato (VIDAL et al., 2014).

Diversos modelos matematicos sdo encontrados na literatura, propondo
0S mecanismos de adsorcdo, sendo que os mais comuns sdo o de pseudo-

primeira ordem e pseudo-segunda ordem, expressados pelas Equacdes 3 e 4

respectivamente.
q: = q.[1— exp(—kpt)] (Equacéao 3)
ksqét ~
g = i (Equagdo 4)
Na qual

gt quantidade adsorvida a um tempo (mg/g);
ge: quantidade adsorvida no equilibrio (mg/g);
kp: constante cinética do modelo pseudo-primeira ordem (mint);

ks: constante cinética do modelo pseudo-segunda ordem (mint).

O célculo para a porcentagem de remog¢éo em funcdo do tempo de contato
foi determinado pelas concentragfes iniciais e finais de cada hormodnio. A
Equacéo 5 foi utilizada para construcéo do grafico de porcentagem de remocao

pelo tempo.

remocao de (%) = (Ci_c—ceq) x 100 (Equacao 5)

Onde:
Ci: Concentracéo inicial (mg/L);

Ceq: Concentracéo de equilibrio (mg/L).

4.8.2 Isoterma de adsorcao

Os valores gréficos para obter o equilibrio da adsorcéo, requer a utilizacao
da isoterma de adsor¢éo, sendo que a massa fixa do adsorvente é adicionada a
um determinado volume de solugdo com concentracdo inicial diferente e

conhecida. Ao atingir o equilibrio da adsorgéo, tem-se a concentracéo final do
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soluto em equilibrio na unidade de mg/L e a capacidade de adsor¢cdo em mg/g,
calculados pela Equacao 6 (DWIVEDI et al., 2011; MELO et al., 2014).

_ v (Ci=Ceq)
- M

(Equagéo 6)

Onde:

g= gquantidade de contaminante removido (mg contaminante/g
biossorvente);

v= volume de solucao carregada com o contaminante (L);

M= massa do biossorvente (g).

O modelo de Langmuir € muito utilizado em mecanismos de adsor¢do em
monocamada, para superficies que contém um numero finito de sitios, quando
se admite que a atividade dos sitios € proporcional a sua concentracéo e que 0
namero total de sitios ativos seja constante, entdo a Equacdo 7 calcula a

guantidade de contaminante adsorvido (PINO et al., 2005).

__ dmax-Kads-Ceq
1+kgds-Ceq

qe (Equacéo 7)

Onde:

ge: quantidade de adsorvato retido no solido em equilibrio (mg/g);
gmax: capacidade maxima de adsorc¢éao (mg/qg);

Kads: constante de Langmuir relativa a energia de adsor¢ao (L/mg);
Ceq: concentracdo de equilibrio;

Os modelos de isoterma de Langmuir e Freundlich sdo muito utilizados e
de grande importancia para a constru¢ao da isoterma. No entanto o modelo de
Sips, Equacgéo 8, combina os dois modelos para determinar o equilibrio da
adsorcdo dos contaminantes adsorvidos pelo biocarvdo (SIPS, 1948; FOO;

HAMEED, 2010).

— Qmax-KLr. Ce"
1+KF . Cen

qe (Equacéo 8)

Onde:
KLr: constante de equilibrio de Sips;

n: parametro de heterogeneidade.
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O modelo de Redlich-Peterson, expresso pela Equacao 9, também é um
modelo hibrido dos modelos de Langmuir e Freundlich, com um acréscimo de
um parametro, podendo ser aplicado para diversas concentracdes (FOO,;
HAMEED, 2010).

KRP-Ceq
1+aRp.CquRP

Qe = (Equacdo 9)

Na qual,
Krp: constante de equilibrio de Redlich-Peterson (L/g);

are: constante do modelo(mg/L) #RP;

Brp: NUmero adimensional (0 < Bres 1).

7

Outro calculo necesséario é o valor do fator de separacdo (R, ele
determina o grau de desenvolvimento da adsor¢cdo. E uma constante
adimensional que permite verificar se a afinidade do adsorvato esté para a fase

sélida ou liquida. O fator de separacéo é expresso pela Equacéao 10.

R, = — (Equacéao 10)

1+ 9max -KLF

A classificacdo da isoterma se da em relagdo aos valores do fator de
separacdo, 0<R.<1 é classificado como uma isoterma favoravel, RL> 1, significa
que o soluto apresenta mais afinidade com a fase liquida, sendo a adsorcao
desfavoravel. RL = 1 representa uma isoterma linear e RL = 0 é irreversivel
(BARROS, 2001).

4.8.3 Leito fixo

Para os calculos em leito fixo, alguns parametros serdo calculados para
uma melhor visualizacdo do processo de adsorcdo no leito. A densidade
aparente € uma das variaveis que auxiliam na compreensdo da forma que se
apresenta o leito sendo a relacdo da massa por unidade de volume do
adsorvente no leito, podendo ser determinada pelo método ASTM (American
Society for Testing and Materials) D2854. A partir da densidade aparente pode-
se determinar o volume aparente, que é o volume de particulas e entdo, é

possivel obter a densidade de empacotamento do leito e porosidade do leito, que
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representa a fragcdo de vazios dentro da coluna preenchida com o adsorvente
(RAULINO, 2011).

Para o célculo da densidade aparente (pa) pelo método ASTM, é
necessario preencher uma proveta de 10 mL, pesando a proveta completada
com o material adsorvente, em seguida pesar a proveta com agua e por fim pesar
0 adsorvente com agua. Entédo através da relacdo massa volume (Equacao 11)
chega-se no valor de pa.

m

Pa= (Equacaoll)

Para o calculo do volume aparente (Vap), da densidade de
empacotamento do leito (pe) e da porosidade do leito (¢) utilizam-se as Equacdes
12, 13 e 14 (BARBOSA, 2011).

Vap = ? (Equacéo 12)
A
ML ~
PE= oo (Equacéo 13)
e=1- (s—f) (Equacao 14)
Sendo:
m = massa;

V = volume da proveta.

ML = massa de material sorvente na coluna;
pa= densidade aparente;

VL = volume interno da coluna vazia;

Vap = volume aparente;

€ = porosidade do leito;

pe = densidade de empacotamento do leito;

A porcdo compreendida entre o ponto de exaustao e o ponto de ruptura é
chamada de zona de adsorcéo primaria (ZAP), o tempo total para que a ZAP
seja estabelecida (tx) € dado pela Equacdo 15 (GUPTA et al., 1997; 2000;
KUNDU; GUPTA, 2005).

(Equacéo 15)
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Onde:
tx = Tempo total para estabelecimento da ZTM,;
Fm = fluxo volumétrico (mL.mint);

Vx = volume de exaustéo (mL);

Também é possivel determinar a taxa de uso do adsorvente, que € dado
pela razdo de massa do adsorvente na coluna e volume de solucao tratada no

ponto de ruptura, conforme Equacéo 16.

Taxa do uso do absorvente = % (Equacéo 16)

Sendo:
VB = volume de solucao tratada no ponto de ruptura (L);

ML = massa de material sorvente na coluna (g).

4.9 Producao do filtro

O protétipo de filtro foi construido com o polimero de policloreto de vinila
(PVC), utilizando cano de PVC de 40mm de diametro e 40 cm de altura e duas
capas de PVC de 40mm para as duas extremidades da coluna, utilizou-se
extensores de PVC para o encaixe das mangueiras de silicone da entrada da
solucdo contaminada e saida da solucéo filtrada.

A coluna foi preenchida com 100 g do biocarvdo produzido, e nas
extremidades da coluna utilizou-se 6 cm de manta de drenagem poliéster, com
a finalidade de reter o carvdo no centro da coluna e impedindo a saida de
material particulado. Para o bombeamento da solugéo contaminada, utilizou-se
uma bomba peristaltica da marca TECNAL modelo TE-BP-01. A vazao utilizada
foi a minima do equipamento, de aproximadamente 37 mL/min.

O teste foi projetado para a o tratamento de aproximadamente 5 L de
solucéo contendo hormdnios, levando a um tempo maximo de vazao de solucéo
de 2 hora e 20 minutos. Foi coletada amostras para analise em CLAE para
determinar se o filtro possui eficiéncia no processo de adsor¢do, como mostra a

figura 16.
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Figura 16. Montagem e teste do prot6tipo de filtro com biocarvao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Artigo cientifico

As secOes Resultados e Discussdo encontram-se agrupadas, e
apresentam o manuscrito resultante deste trabalho, seguindo as “Orientagdes
para apresentacdo de dissertagcbes do Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba”.

O artigo sera submetido para a uma revista do estrato superior, e seguira

as normas indicadas pela revista.
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Abstract

Effluent treatment methods using biochar have been a sustainable
alternative for removing contaminants from water. The use of agricultural
residues such as coal is an ecofriendly alternative after heat treatment, the
biochar has a large surface area with formation of pores, enhancing the
adsorption capacity of emerging contaminants such as hormones. In this way, a
novel biochar from spent mushroom substrate was produced and assessed to
remove hormones from water. Spent mushroom substrates were dried, grinded
and pyrolysed. Pyrolysis was carried out in two conditions: at 250 and 450 °C
with a residence time of 1h, and at 600 °C for 20min. The biochars were firstly
tested in batch with a solution of 17a-ethinylestradiol and progesterone. High
Performance Liquid Chromatography technique was used to determine the
residual concentration. Then, kinetics, isotherm and fixed bed tests were carried
out, as well as biochar characterization using Scanning Electron Microscopy
(SEM) analysis. The biochar obtained at 600 °C was the one with the best results
of isotherm, with the gmax for progesterone in the Sips model of 119.3 mg
progesterone / g biochar and 16,35 mg EE2/ g biochar in the Langmuir model.
Images from SEM showed that the 600 °C biochar presented a larger surface
area with a greater formation of pores and recesses. In conclusion, the biochar
showed a good percentage of removal and can be used as part of the water

treatment process to remove contaminants such as hormones.

Keywords: Hormones, water treatment, biochar, spent mushroom substrate.
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1. INTRODUCTION

The human endocrine system is an integrated structure of multiple organs,
able to synthesize and release chemical messengers, named hormones.
Hormones perform functions in target cells near or far from the release site.
Endocrine system coordinates and integrates cellular activities throughout the
body, such as the regulation of sodium and water balance and regulation of
energy balance, regulation of development, growth, reproduction, and the aging
process. When the correct combination of hormone and target cell receptor
occurs, so the physiological response of the hormonal action (MOLINA, 2014;
KABIR et al., 2015; LAURETTA et al., 2019).

However, the receptors do not have characteristic of only making
connections with specific hormones. Receptors are capable to bind other
chemicals with a compatible chemical structure to the same receptor. Chemicals
responsible for making changes related to the endocrine system are named
endocrine disrupters. These substances are microcontaminants originated from
anthropic actions, which are released into the environment in trace
concentrations (ug/L - ng/L), affecting the ecosystem and the human health
(ROGERS et al., 2013; LIMA et al., 2017).

According to World Health Organization, endocrine disruptors "are
substances or mixtures of exogenous substances, which alter the normal
functions of the endocrine system, causing adverse effects on the individual, his
progeny or populations of organisms exposed to such substances" (WHO, 2012).
The presence of these contaminants in water implies a real health risk. Studies
and improvements in water treatment systems are crucial due to the final route
of those contaminants ends up in water resources and water supply systems
(BILA AND DEZOTTI, 2007; BOLONG, 2009).

The hormones 17a-ethinylestradiol (EE2) and progesterone are widely
used in the pharmaceutical industry, as contraceptives, and as hormonal cycling
induction of cattle in the dairy industry. Both are found in nature by the
contamination of water bodies, affecting the ecosystem (ARIS; PRAVEENA,
2014; HAVENS et al., 2019; VIEIRA, et al., 2020,).
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There are still no environmental laws regarding hormones maximum
concentrations in bodies of water or potable water and several studies presented
concentrations of EEZ2 in different regions of the country between 0.194 ng/L and
48.2 pg/L (MACHADO, 2014; TORRES et al., 2015; PIMENTEL et al. 2016;
FRANCA et al. 2020), with the concentrations varying throughout the year.
According to Cunha et al. (2016) concentrations above 0.035 ng/L are already
sufficient to cause adverse effects on the induction of vitellogenin in male fish,

affecting the reproduction system of this animals.

The use of biochar aiming the removal of microcontaminants has grown
over the years. It seems a sustainable alternative to two problems: the waste from
agricultural production, and water treatment (TAN et al., 2014). Spent mushroom
substrate, a general residue from fungiculture, is a promising residue that can be
used as a biochar. There are some studies regarding mushrooms as biosorbents
of metals and dies (KHAN et al., 2019; SEWU et al., 2019, WANG et al., 2019).
However, studies regarding hormone biosorption by biochar are scarce. In this
way we aimed i) to produce a biochar from spent mushrooms substrate and ii) to

utilize the biochar in water hormone-contaminated.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Biochar preparation

The spent mushroom substrate (SMS) is a mixture of organic materials
such as wood sawdust, bagasse, and bran, which is moistened and shaped into
blocks for the cultivation of the mushroom. The SMS used in this study was
supplied from the commercial company Yuri Cogumelos, located in the city of
Sorocaba. The substrate was dried in an oven at 105 °C for 24 hours. Then the
samples passed through the knife mill (Marconi® - MA340 Series 0004201) and
later through the granulometric sieve; 80 mesh granulometry was used.

For the production of biochar, the pyrolysis process was conducted.
Samples were weighed with 3 g of substrate for each of the 15 porcelain
crucibles, then placed inside the SP Labor 1200 muffle furnace. At temperatures

of 250 and 450°C a longer pyrolysis was performed for 1 hour of residence time
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and for the temperature of 600°C the residence time was 20 minutes. The time
of 20 minutes was determined based on pilot test ran for 1 hour at 600°C, in which
the material was totally converted into ashes, preventing its use, so a shorter time
at this temperature was used. After the pyrolysis process, the samples were
weighed and stored in a plastic container.

2.2 Pilot batch test

In order to identify the biochar with the best hormone removal capacity, a
pilot test in batches was run with three collection times: 10, 30 and 60 minutes. A
mass of 0.5 g of each coal (made at 250, 450 and 600 °C) was added to 35 mL
of EE2 + progesterone solution (1 and 10 mg/L, respectively, prepared in
methanol: water 20:80 v/v). These concentrations are purposefully higher than
those found environmentally. Analytically, removal efficiency and isotherm need
to be run in high concentrations to saturate the aqueous medium and thus
bioremediation is capable to be studied.

After each time collection, sample was filtered, and hormones
quantifications were performed using the High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) technique.

2.3 Biochar characterization

The surface of the samples was characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM) (Jeol model JSM-IT200A). For a better sample scan, the
metallization process was carried out, consisting of a deposition of a fine layer of
metal on the sample. X-ray Fluorescence (Malvern Panalytical, model Epsilonl)
analysis was performed to quantify and qualify the composition of the material,
identifying each chemical element present in the sample.

2.4 Zero Charge Point - ZCP

ZCP analysis aims to determine the pH value in which the surface of the
adsorbent material is electrically neutral, thus defining whether the adsorption is
effective. In the experiment, 11 pH points were used, ranging from 2.0 to 12.0,
according to Regalbuto and Tobles (2004). An amount of 20 mg of biochar were
added in 20 mL of 0.1 mol/L aqueous NaCl solution, measuring 11 different initial
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pH points, adjusted with HCI or NaOH 0.1 mol/L. After 24 hours at 100 rpm
agitation and 25 + 2 °C, the final pH value was measured. ZCP corresponds to

the point in which pH value is constant after the sample has reached equilibrium.

2.5 Adsorption kinetics

The biochar with the best adsorption result in the pilot test was used to
perform the adsorption kinetic. A mass of 0.5 g of biochar was added to 35 mL of
the hormone solution (1 mg/L of EE2 and 10 mg/L of progesterone), pH adjusted
according to ZCP. Erlenmeyer flasks (n=10) were placed in a shaker incubator
(New Technique - model NT 715) for 24 hours, 100 rpm at 25 + 2 °C. Each
Erlenmeyer was a withdrawal time: 10, 20, 30 45, 60, 120, 240, 360, 760 and
1440 minutes. All samples were vacuum filtered (Millipore® - Sterifil) with a simple
filter to retain the solid part (biochar) of the aqueous medium. Then residual

agueous solutions were stored at 5 °C until HPLC analysis.

2.6 Adsorption isotherm

Isotherm relates the amount of substance adsorbed and the equilibrium
concentration of a solution at a given constant temperature. An amount of 0.5 g
of biochar was added to 35 mL of the hormone solution in five different
concentrations: 1.0; 0.8; 0.6; 0.4 and 0.2 mg/L for EE2 and 10, 8, 6, 4, 2 mg/L for
progesterone. Samples were shake for 24 hours at 25 = 2 °C, 100 rpm in the
shaker incubator (New Technique - model NT 715). After that, samples were

vacuum filtered, and stored at 5 °C until HPLC analysis.

2.7 Fixed bed

The fixed bed test was also performed with the biochar that presented the
best adsorption result in pilot. A chromatographic column with a porous plate, a
teflon tap, a diameter of 20 mm and 22 cm height was used. The column was
filled with 2 g of the biochar, as a fixed bed. The EE2 solution (and Progesterone,
separately and simultaneously) passed through the column at a flow rate of
approximately 3,4 mL/min, at 25 °C. The post-column samples were collected at
1, 2, 3, 4,5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180 and 240 minutes. The aqueous
samples were stored at 5 °C until HPLC analysis.
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2.8 HPLC analysis

The analytical technique of HPLC was applied for the hormone’s
guantification in batch tests, adsorption kinetic, isotherm and fixed bed. Duplicate
analyzes were performed for all tests for greater reliability of results. A C18
reverse-phase column (Thermo Scientific) was used, 125 mm x 4,60 mm, with 5
pMm particle size. The column was thermostatic at 37°C. Some trials in the flow
rate, running time, as well as in the mobile phase concentration were run to
validate a simultaneous analysis of the two hormones EE2 and progesterone,
based on the methodology of Unruh (2011).

Thus, the chromatographic conditions validated were flow rate 1.6 mL/min,
4 minutes running time, 20 uL injection volume, detection at 202 nm, mobile
phase composed of 70% acetonitrile standard HPLC (Sigma -Aldrich) and 30%
Milli-Q water, in an isocratic system. Analytical curves were performed using the
amplitude of the peaks. The concentrations for EE2 were 1.0; 0.5; 0.3; 0.1 and
0.001 mg/L and for progesterone were 10.0; 5.0; 3.0; 1.0 and 0.1 mg/L. The
equation of the line (y) and the coefficient of determination (R2) were calculated
using Microsoft Excel software. Curve was made in duplicate, and the arithmetic
average of the amplitude values were used. The EE2 equation obtained by the
least squared regression was y = 0.0241x + 0.0002, with R? 0.9903, and
progesterone equation was y = 0.0016x + 0.0008, with R? 0.9912.

2.9 Data analysis

For data analysis the software Microsoft Office Excel and Origin 9.0 were
used.

Absorption capacity [q (mg/g)] and removal efficiency (R) are expressed
as follows:

_ V(Co=Ceq)
M

(1)

— (Ci_ceq)

l

Where Ciand Ceq (Mg/L) are the initial and equilibrium concentration of the

R % X 100 )

hormones, respectively; V (L) is the volume of the hormone solution; and M (g) is
the mass of biochar.
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For the kinetics results, the equations of pseudo-first-order and pseudo-

second-order kinetics models were calculated, by the expressions bellow:

qr = qe[1 — exp(—kyt)] 3)
ksq3t
qe = #S‘Jet (4)

In which gt (mg/g) is the adsorption capacity at the time t (min), and kp and
ks (mint) are the constants of pseudo-first order and pseudo-second order,
respectively.

The isotherm results were analyzed by Langmuir, Sips and Redlich-

Peterson models, which are expressed as the Equations follows:

__ Gméx-kads-Ceq 5
Qe = " kgqoc ()
ads-Leq
n
__ Amax-KLF. Ceq 6
qe = n ( )
1+K;F . Ceq
Krp-Ceq
= __RP7eq 7
de 1+aRP-CﬁRP ( )

eq

Where ge is the amount of adsorbate retained in the equilibrium, gmax
(mg/g) is the maximum adsorption capacity of the biochar; kads (L/mg) is the
Langmuir constant; Kir is the Sips constant; n is a heterogeneity parameter; Krp

(L/g) is the Redlich-Peterson equilibrium constant; are (mg/L)®RP constant of the
model; and Brp (0 < Brr< 1) is the dimensionless number

The separation factor (RL) determines the development degree of the
adsorption. It is a dimensionless constant that allows checking whether the affinity
of the adsorbate is for the solid or liquid phase. The separation factor is expressed

Equation 8:
RL= ()

1+ qmax -KLF

For fixed bed, the apparent density is a variable that helps to understand
the shape of the bed, being the ratio of mass per unit volume of the adsorbent in

the bed. Apparent density can be determined by the ASTM (American Society for
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Testing and Materials) method D2854. From the apparent density it is possible to
determine the apparent volume, which is the volume of particles and then, it is
possible to obtain the packing density of the bed and the porosity of the bed,
which represents the fraction of voids inside the column filled with the adsorbent
( RAULINO, 2011).

For the apparent density (pa), it is necessary to fill a 100 mL beaker, then

through the mass volume ratio (Equation 5) the value of pa is arrived at.

m

Pa= 7 (5)
Equations 6, 7 and 8 (BARBOSA, 2011) are used to calculate apparent

volume (Var), bed packing density (pe) and bed porosity ().
ML

Vap = oa (6)
pp =7 (7)
==1- () ®)

In which m (g) is the mass; V is the volume of the cylinder; ML is the mass
of sorbent material in the column; pa apparent density; VL the internal volume of
the empty column; Vap the apparent volume; € the bed porosity; and pe is the
packing density of the bed.

The portion between the exhaustion point and rupture point is called the
primary adsorption zone (PAZ), the total time for the PAZ to be established (tx) is
given by Equation 9 (GUPTA et al., 1997; 2000; KUNDU; GUPTA, 2005).

be= o 9)
Where tx is the total time to establish the MTZ; Fm the volumetric flow
(mL.min-1); and Vx the exhaust volume (mL)
It is also possible to determine the rate of use of the adsorbent, which is

given by the mass ratio of the adsorbent in the column and the volume of solution

treated at the breaking point, according to Equation 16.

Rate of use of the absorbent = % (20)

Where VB is the volume of solution treated at the breaking point (L); and

ML the mass of sorbent material in the column (g).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Chromatogram analysis

A method for simultaneous determination of EE2 and progesterone has
been validated and a chromatogram with the retention times of the two hormones
is shown in Figure 1. The retention time of EE2 occurred in 1.4 min and for
progesterone in 2.4 min, the peak amplitude value was used to perform the
analytical calibration curve. In 0.9 minutes, there was a peak, but it does not refer
to any of the hormones, since it also appeared in the white sample.

Figure 1 - Chromatogram of 17a-ethinylestradiol (EE2), with a retention time of

1.4 minutes, and progesterone, with a retention time of 2.4 minutes.

Trna; 450008 Mrager - Forpitude; DOOCIH Whar

Dlastes A[T0Irm) | N : ; j j j :
L R T 1 L L L A e R i
Cousrn B i Posge sher o . . . '
Ratentiop T
Araa
! : : ; 'progesterona ! :
L= EEEERELEE g gEmTm s g b - - L e I
] i [ L ] ] ] i
0l p-------- A R e e poET R . B R T i el et i Rt e T
] i [ W ] i
P
(=2}
=
o
I
[
5.
-

1 .
[ [ PSP S p— A ——
'

‘EE2

oy

|

24 1823422 ]
| ._..ﬂ-.—:.‘.T'._."_.._._.._.._.. R

3.2 Pilot batch test
Figure 3 presents the results of the three biochar with the percentage of
removal of contaminants, and the respective graph with the biochar that have the

best removal capacity.
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Figure 3 — Comparison of removal capacity in the pilot batch test for the different
pyrolysis temperatures of the biochar (A); graph with the best % removal capacity

of ethinylestradiol (EE2) and progesterone whit the biochar of 600 °C (B).
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The batch test was an important analysis to optimize further processes. It
was observed that the biochar with the best performance in removing both

hormones was the one pyrolyzed at 600 °C.

3.3 Biochar characterization

Biochar surface characterization was performed by Scanning Electron
Microscopy (SEM) as it's showed in Figure 2. The spent mushroom substrate
was evaluated before and after the pyrolysis process, to identify the structural
changes induced by thermal treatment and how large was the formation of pores

and the increase in the surface area.

Figure 2 - Images of scanning electron microscopy of A) Spent mushroom
substrate, before pyrolysis; in B) Biochar of the substrate after pyrolysis at 250
°C; in C) Biochar of the substrate after pyrolysis at 450°C; in D) Biochar of the

substrate after pyrolysis at 600 °C. The white arrow shows the blisters reviled.
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It is possible to observe that spent mushroom substrate before pyrolysis

had a more homogeneous structure, with longitudinally patterned recesses. With
the pyrolysis processes, is clearly visualized the break of the mushroom substrate
structure, and the unveiling of small tubes at 600 °C, increasing the surface area
and consequently improving contaminants removal (INYANG & DICKENSON,
2014). Pores with sizes from 1.5 to 5.0 um were obtained in the pyrolysis process
at 600 °C, compared to the surface substrate before pyrolysis. In the pyrolysis
processes at 250 and 450 °C with 1h residence time, proved not to be sufficient
to porous formation. At 600 °C with 20 min residence time, the biochar presented
a greater formation of pores and recesses. This finding is totally justified by the
increasing of the surface area and consequent greater removal of hormones,

showed in the results of the pilot batch tests.

The biochar at 600°C had defined and identifiable tubes with different
geometry. Also, blisters unveiling was detected both intrinsically (within the
pores) and externally on the surface. These blisters can result from incomplete
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or non-bursting bubbles generated by the escaping volatiles during the pyrolysis
process of the organic material. Broken pieces of this structure can be seen
dispersed on the surface of the biochar suggesting the fragile nature (SEWU et
al., 2017).

3.5 X-ray fluorescence

Table 1 shows the concentration of the chemical elements present in the
spent mushroom substrate before and after the pyrolysis process at 600 °C,
assessed by X-ray fluorescence. It is possible to observe an increase in the
concentrations of many elements due to the process of heating, reducing the

organic matrix, and consequently concentrating other chemical elements.

Table 1 - Concentration of chemical elements in samples of dried spent

mushroom substrate (SMS) and biochar after pyrolysis at 600 °C.

Compound SMS (%) Biochar (%)
Organic Material 96.5 79.4
Co 0.004 0.005
Mg 0.355 3.368
Al 0.002 0.151
Si 0.390 1.286
S 0.094 0.146
K 0.606 3.783
Ca 0.924 5.473
Mn 0.050 0.275
Fe 0.085 0.462
Cu 0.001 0.009
Zn 0.008 0.046
Rb 0.003 0.018
Sr 0.004 0.026

The results show the decrease of 17.7% of organic material in the biochar
after pyrolysis process. And the compounds Mg, K, Ca, Mn, Si, Al and Fe have
been risen with the increase in temperature, as organic material transformed into

hydroxides. This fact explains the high pH value in ZCP test. The mineral
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elements concentration, in general, increased because the of loss of organic

material during pyrolysis (WANG et al., 2019).

Naturally some of the minerals are present on all types of biomass, and
some of the minerals are deposited on the material due to the treatment of the
SMS in the process, were the material have being in contact with the stove, the
knife mill, the muffle and the crucibles, that previously were used in others tests
and could contain residue of Al, Si, Fe and Mg (SHAHIM, 2018).

3.4 Zero charge point - ZCP

ZCP was performed with the biochar pyrolyzed at 600 °C. The results are
shown in Figure 4. The mean value of ZCP was 9.56 + 0.14. Thus, as the most
basic pH the best adsorption of contaminants with this characteristic. All solutions
were adjusted to pH 9.56. However, for extra-tests, the adsorption capacity was
also evaluated without pH adjustment, and the results remained at the same
removal percentage for solutions with pH up to 4.3, demonstrating the biochar's

robustness.

Figure 4 - Behavior of pH for the Zero Charge Point test for the biochar pyrolyzed
at 600 °C.
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Solid material, when in contact with a solution with pH below ZCP value,
starts to have a positively charged surface, and thus anions are attracted to
balance the positive charges, generating an increase of the solvent affinity, which
in many cases is the water. In solutions with a pH higher than ZCP value, the
adsorbent surface is negatively charged, thus attracting cations. The difference
in charges between the adsorbent and the adsorbent is an important factor for
efficient adsorption (GUILARDUCI et al., 2006).

Liu and collaborators (2012) used rice husks to produce biochar to adsorb
drugs such as Tetracycline from water. They obtained a ZCP of 8.0, which means
the best adsorption in alkaline solutions. Guilarduci et al. (2006) conducted a
study with activated carbon for phenol compounds removal. ZCP test helped to
conclude pH 10.0 was the one with the best result, due to in high pH values basic
groups present on the coal surface are ionized, becoming available for the
formation of donor-receptor complexes. Another point for the result of the ZCP
was due to not washing the biochar after the pyrolysis process, which may have

led to an increase in pH.

3.6 Kinetics

Time is an important variable in the analysis once it determines the
behavior of the adsorbent at a given concentration of adsorbate (VIDAL et al.,
2014). Considering the fixed EE2 and progesterone concentrations of 1.0 and 10
mg/L, respectively, the best time of contact of the adsorbent (biochar) with the
solutes is presented in Figure 5.

There was a high removal rate, 89% for EE2 and 91% for progesterone in
the first 10 minutes of contact between adsorbent and contaminants. The results
show that initially, the adsorbent removes a large part of the contaminants due to

its free surface area for adsorption.
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Figure 5 - Removal efficiency over time of 17a-ethinylestradiol (EE2) and
progesterone.
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Over time, the removal percentage begins to decline slowly. Generally, the
adsorption occurs first on the surface of the material, follow by intraparticle
adsorption, which occurs slowly (VIDAL et al., 2014a). In addition, desorption
process can occur, that is, the adsorbed contaminant returns to the aqueous
medium. From 40 to 240 minutes, in both contaminants, there was linearity in the

removal, with removal between 86 and 88%, followed by a drop.

Figure 6 (A and B) shows the kinetic graphs. The pseudo-first order model
is based on the supposed that adsorption rate is controlled by the adsorbate
diffusion, and the pseudo-second order model relies on the supposed the rate-
limiting step is the chemical adsorption step due to surface adsorption
interactions (WU et al.,, 2019). Both EE2 and progesterone adsorption onto
biochar showed two distinct phases: a rapid phase over the first 10 minutes and
a second slow phase until reaching equilibrium at approximately 12 h.
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Figure 6 — Kinetic adsorption in pseudo-first order (A) and pseudo-second order
(B) and experimental data (C) represented by determination coefficient (R?),
amount of adsorbate retained in the equilibrium (ge) and constants of pseudo-first

and pseudo-second orders (kp and ks).
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According to the experimental data presented, the pseudo-second order
determination coefficients (R?) (0.99769 and 0.99975) were higher than the
pseudo-first order ones (0.98759 and 0.98974). That fact indicated the pseudo-
second order kinetic model can be considered for both hormones’ adsorption and
EEZ2 and progesterone adsorptions can be due to chemisorption, that means the
adsorption processes involves chemical binding between the contaminant and

the biochar.

3.7 Adsorption isotherms

Adsorption isotherms were evaluated to express the distribution or
equilibrium ratio of the remaining EE2 and progesterone in the solution and the
amount of adsorbate adsorbed by the biochar. In addition, adsorption isotherms
reveal information about the maximum capacity of adsorption of the biochar
(gmax). The adsorption isotherms following Langmuir, Sips and Redlich-Peterson

models for both hormones are showed in Figure 7.
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Figure 7 - Adsorption isotherm of the biochar for A) 17a-ethinylestradiol (EE2)

and B) progesterone. In C) parameters of the isotherms.
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The three isotherms models showed an exceptional value for R?, and the
R? was the same for all models. Thus, the parameter maximum absorption
capacity (gmax) was the one that determined the better model for biochar
adsorption capacity. Comparing Langmuir, Sips and Redlich-Peterson models
(Figure 7C), EE2 had the best gmax in Langmuir isotherm — 16.35 mg of EE2/g
biochar. On the other hand, Sips model reached a gmax of 119.3 mg
progesterone/g biochar, being the best isotherm model. Heterogeneity parameter
(n) indicates if the Sips model will reduce to Langmuir equation, if n 2 1. So, the
result shown in Figure 7 for n was greater than 1, for both hormones, meaning a
better fit for the Langmuir isotherm, confirmed by the R? value obtained in the
Langmuir isotherm.

Comparing to other studies, gmax obtained in the Sips model was higher
than those reported in literature for other biochar and other contaminants, showed
in Table 2 (LOU et al.; 2015, WEI et al., 2018).
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Table 2 — Studies with different biochars for removal organic contaminants

Biochar Contaminant Jmax (MQ/g) Reference

Bamboo Chloramphenico 2.1 Fan et al., 2010

Rice husk Tetracycline 58.8 Liu et al., 2012

Corn straw Atrazine 11.6 Zhao et al., 2013
Paper mill sludge Pentachloropheno  50.0 Devi and Saroha, 2015

The large surface area of the material makes it a good candidate for the
adsorption of several other contaminants.

It is a quite difficult to compare the adsorption capabilities of our
biomaterial to other research, due to inconsistency and lack of data. Most of the
tests had different adsorption conditions, they were conducted in batch or
columns, and mainly different types of adsorbent preparation and contaminants
(MOHAN et al., 2014).

Menk and colleagues (2019) evaluated the adsorption capacity of some
mushrooms in their natural form (shiitake and champignon), as well as the spent
mushroom substrate, for possible use as adsorbers for EE2 and paracetamol
drug. The spent mushroom substrate (SMS) presented a R? 0.97906 for the Sips
model and gmax 0.31 mg EE2/g substrate. At the moment, the use of a biochar
from spent mushroom substrate for hormones adsorption has not been reported.
And based on the findings reported by Menk et al. (2019), SMS achieved a
significant improvement when submitted to pyrolysis, once gmax for EE2 was
upgraded to 6.61 mg EE2/g biochar. The gmax values are related with a surface
phenomenal, in which the higher values refer to smaller particles and higher
surface area, what makes increasing the adsorption. Adsorption values from
biochar at 250 and 450 °C were lower than those founded by Menk et al. (2019),
due to there was no effective formation of pores at those temperatures and
because the degradation of functional groups, as lignin.

Isotherm classification is given in relation to the values of the separation
factor, O <RL <1 is classified as a favorable isotherm, R.> 1, means that the solute
has more affinity with the liquid phase, and the adsorption is unfavorable. RL = 1
represents a linear isotherm and RL = O is irreversible (BARROS, 2001). For the

Sips isotherms the RL factor, calculated using Equation 8, the value obtained was
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0.82 for progesterone and 0.93 for EE2, which means that is lower than 1 e higher
than 0, classifying the isotherm as favorable.

Peres et al. (2011) reported a gmax 2.817 mg/g, for an initial concentration
of 10 mg/L EE2, using a commercial coal from pine wood. Moreover, in a study
with corn straw biochar the adsorption of gmax 1,696 £ 202 ug/g of EE2 was found
(Guo et al., 2019). Compared to our findings, gmax for EE2 in this research is
higher than those reported in the literature. Biochar of SMS had the greatest

sorption capacity for EE2.

3.8 Fixed bed

The apparent density was 1.23 g/cm?was found and an apparent volume
of 2.14 g/cm3. The column volume calculates was 10 cm?®, a packing density of
0.26 g/cm? and a porosity of 0.97.

According to Amaral (2009), the fluid tends to move to regions with greater
empty space, thus forming the preferred paths. Therefore, it is important to take
into account the arrangement of the fiber in the column (spatial arrangement), in
order to avoid the occurrence of such paths. Therefore, a higher packing density
does not necessarily mean a greater mass transfer since the dead zones (from
the preferred paths) increase with the packing density. In a filling column system
in which preferential paths are present, it implies a shorter residence time, that
IS, a less effective interaction between the solid and the hormone (ZANIN, 2009).

Porosity, as well as packing density, are important parameters for studying
the behavior of fixed bed process. Packing density characterizes the bed as to
the voids between the particles. Thus, when the system has a high packing
density and small particles, there is a great loss of pressure, that is, a loss of flow
force. In systems with low packing density and small particles, preferential paths
are formed, that is, paths that present an easier passage for the eluent
(BARBOSA, 2011).

The rupture curve is a data used to describe the contaminant concentration
by the volume of treated contaminated solution. In this way, it is possible to
identify the breaking point of the process, which means the exhaust volume of
the adsorbent (MOREIRA, 2008). The rupture curves for EE2 and progesterone
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are shown in Figure 8. The break point was above 50 mL for EE2 and starting at

46.8 mL for progesterone.

Figure 8 - Breakthrough curves of the pyrolyzed biochar for 17a-ethinylestradiol

(EE2) and progesterone
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However, in some cases, the adsorbents have a large adsorption capacity
leading to longer times to reach the breakthrough volume and the process
exhaustion to the treated volume. For progesterone, the disruption process
began to appear within 240 minutes. The total volume for establishment of the
mass transfer zone (MTZ), where the final concentration is equal to the initial one,
could not be identified in the EE2 graph due to the time being greater than 360
minutes. For progesterone there was a tendency to break at the last point of the
curve. The rate of use of the adsorbent for biochar was 40 g/L, which means that
a smaller mass of biosorbent is necessary for the process of adsorption of
contaminants (RAULINO, 2011).

According to Barbosa (2011), the smaller the MZT, the closer to ideality of
process that means the breakthrough curve has the behavior of a step function
and, thus, the removal is favorable. Thus, it is estimated that after this time, bed
saturation would occur. The primary adsorption zone (PAZ) is the space between
the rupture point (the moment when the MZT reaches the end of the column, that
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is, the last portion that still exists free space for adsorption to occur) and the point
of exhaustion (when all the biosorbent is already saturated). Therefore, the longer
the time for the formation of the PAZ, the longer the column will function.
However, the calculation of the time establishment for the PAZ can be
determinate obtaining a value of 0.056.

4. CONCLUSION

The spent mushroom substrate can be ideal raw material for the
preparation of biochar. The large surface area and numerous microporous
structures of biochar were beneficial for hormones adsorption. EE2 and
progesterone adsorption can be described as chemisorption and monolayer

adsorption process.

The mushroom biochar pyrolyzed at 600 °C have a gmax 119 mg
progesterone/g biochar in the Sips model, and for EE2 the best gqmax in Langmuir
isotherm was 16.35 mg of EE2/g biochar. Also, the removal capacities for both
hormones were high in the first 10 minutes, showing the fast adsorption

properties, which are important in water treatment.
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5.2 Protétipo do filtro com biocarvéo de substrato

Um efluente de laboratério real, usando os descartes das solugbes de EE2
e progesterona durante a pesquisa, foi usado para avaliar o prototipo do filtro
com biocarvao. A solucdo contaminada com horménios passou pelo filtro, e
aliquotas foram coletadas ao longo do tempo. As coletas foram realizadas por 1
hora, devido a vazamentos na coluna apés este tempo, pelo aumento da presséo
dentro do leito fixo. Seis amostras foram coletadas, nos primeiros 30 segundos,
10, 15, 30, 45 e 60 minutos, apds a saida do efluente da coluna. As amostras
foram analisadas em HPLC para medir a concentracdo de horménios EE2 e
progesterona.

O efluente do laboratério continha 3,29 mg/L de EE2 e 22,95 mg/L de
progesterona. Depois de passados pelo filtro, os cromatogramas nao
apresentaram picos relacionados ao tempo de retencdo dos horménios, como
mostra a figura 17.

Isso ocorreu devido a sensibilidade do equipamento, sugerindo
concentracbes menores que 1,0 pug/L para EE2 e menores que 100 pg/L para
progesterona, com base na curva de calibracdo. Esse foi um achado importante,
justificado pelas concentracbes extremamente baixas que permaneceram nas
amostras de 4gua apos a filtragcéo, indicando que o filtro tinha grande capacidade
de remocédo dos hormoénios. Porém, por se tratar de um prototipo de teste, nédo é
possivel confirmar a eficiéncia do filtro para vazdes superiores as utilizadas no
teste. Mesmo assim, o filtro € um modelo promissor para melhoria do tratamento

de 4gua.
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Figura 17. Cromatograma das amostras de efluente contaminado com
horénios. Em A) efluente antes de passar pelo filtro; B) efluente coletado 10 min
depois de passar pelo filtro; C) efluente coletado 60 min depois de passar pelo

filtro de biocarvao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de residuos organicos para a producdo de materiais adsorventes
se tornou uma alternativa sustentavel para a remocao de contaminantes do meio
ambiente. Neste estudo, o substrato pés-cultivo de cogumelo foi uma matéria-
prima excelente para a preparacao do biocarvao pela grande area de superficie
e numerosas estruturas microporosas.

O biocarvéao obtido na temperatura de 600°C foi o que apresentou 0s
melhores resultados quanto ao percentual de remoc¢ao dos hormonios, sendo
gue a maior remocao foi nos primeiro 10 minutos de analise no processo piloto
batelada. Ja para a coluna, depois de 4 horas de teste o biocarvao apresentava
ainda grande capacidade de adsorcéo, devido a baixa saturacéo do leito.

A temperatura da pirélise desempenhou um papel muito importante na
composicao fisica e quimica do biocarvdo. Em temperaturas mais altas, a
matéria organica, volatil e os grupos funcionais diminuem, enquanto o contetdo
de carbono pirogénico, ou seja, o carbono inerte da matéria organica como o
grafite e a fuligem, esses aumentam durante a pirélise. Foi observado também
que a area de superficie do biocarvdo aumentou devido a rapida volatilizac&o
dos materiais, consequentemente aumentando o nimero de poros. A perda de
grupos funcionais leva a um aumento no valor de pH total do biocarvao o que foi
observado no teste de PCZ.

Na analise de Microscopia eletrénica de varredura foi possivel identificar
0 aumento na superficie, em relacdo ao aumento da temperatura de pirolise,
assim levando a um aumento na capacidade de adsorcéo do biocarvao.

As cinéticas e isotermas se adequaram aos dados obtidos no teste piloto
batelada, sendo que alguns modelos com melhores ajustes como a cinética de
pseudo-segunda-ordem e uma capacidade méaxima de adsorcdo de 119 mg de
progesterona/g de biochar no modelo Sips e de 16,35 mg de EE2/ g de biochar
no modelo Langmuir, sendo que adsor¢cdo dos horménios pode ser descrita
como quimiossorcao e processo de adsorcdo em monocamada.

O protatipo do filtro apresentou uma grande capacidade de adsorcao para
uma solugéo contaminada com os hormonios EE2 e progesterona, podendo ser

aplicado, com mais estudos, no processo de tratamento de agua.
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No geral, o biocarvéo do substrato de cogumelo € um adsorvente eficaz,
podendo ser considerado um produto sustentavel e de baixo custo de producéao,
pelo fato de utilizar um residuo orgéanico da fungicultura em um processo
continuo de tratamento de agua.

Mais estudos e testes ainda sdo necessarios para tornar o filtro uma
ferramenta aplicavel no tratamento de agua, ja que novos produtos requerem
testes especificos para a obtencdo de certificacdo. Testes para outros
contaminantes também s&o necessarios, assim como determinar o volume de

efluente maximo para o ponto de exaustdo do filtro.
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