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RESUMO

A contaminacdo dos recursos hidricos pode causar diversos danos ao meio ambiente,
como exemplo, a eutrofizacdo pelo excesso de nutrientes (nitrogénio e fosforo). Outro problema
ambiental crescente é a presenca de hormdnios estrogénicos, tais como o 17 a-etinilestradiol
(EE2) e o 17 B-estradiol (E2). Estes micropoluentes vém causando impactos tanto na saude
animal como humana e uma das principais vias de descarte nos sistemas hidricos é pelo
langamento de efluentes. Com isso, 0s processos de tratamento de efluentes se tornam uma
barreira para o descarte tanto de nutrientes quanto de hormdnios no meio ambiente, logo, a
busca por processos de tratamentos de esgoto que removam esses contaminantes é de suma
importancia. Um dos processos que vem se mostrando promissor para remocgdo desses
contaminantes € o reator em batelada sequencial (RBS), pois nele pode-se promover diferentes
atividades metabdlicas contribuindo para remocao de nutrientes e horménios. Este trabalho
avaliou a remogdo de nutrientes e do EE2 e E2 por meio de dois RBS, sendo um reator
aclimatado com os hormonios por 102 dias (RBS 1) e outro ndo (RBS 2). Esses reatores
operaram com tempo de retencao hidraulica de 12 horas adotando as etapas anaerobia, aerdbia
e anoxica. A analise dos residuos de hormonios no esgoto e no lodo foi realizada pelo método
de ELISA. Apds este periodo (103 dias), os reatores foram alimentados com esgoto sintético
contendo os horménios (EE2 de 7,96 ug L™ e de E2 de 5,96 ug L™). A eficiéncia na remogao
de matéria organica foi entre 90 e 96% (em termos de demanda quimica de oxigénio e carbono
organico dissolvido), de fosforo foi em média de 79% e de nitrogénio foi acima de 80% nos
dois reatores. O EE2 obteve uma remocdo média de 35,8% no RBS 1 e 66,5% no RBS 2, e seu
provavel mecanismo de remocdo foi a sor¢do no lodo, ndo sendo observada possivel
biodegradacao apesar da alta taxa de remocédo de nitrogénio e da aclimatagdo. Este resultado
diverge dos achados na literatura, o que indica uma tendéncia de descarte dos residuos de EE2
pelo lodo. Em relacdo ao E2, a remogdo média foi de 87,1% no RBS 1 e de 82,8% no RBS 2,

sendo observada uma possivel biodegradacdo como mencionado pela literatura.

Palavras-chave: reatores em batelada sequencial; remogédo de nutrientes; 17 a-etinilestradiol;

17 B-estradiol; mecanismos de remogé&o.



ABSTRACT

The contamination of water resources can cause several damages to the environment,
such as eutrophication by excess nutrients (nitrogen and phosphorus). Another growing
environmental problem is the presence of estrogenic hormones, such as 17 a-ethinylestradiol
(EE2) and 17 B-estradiol (E2). These micropollutants have been causing impacts on both animal
and human health, and one of the main ways of disposal into water systems is by effluent
discharged. As a result, effluent treatment processes become a barrier to the disposal of both
nutrients and hormones into the environment, thus the search for sewage treatment processes
that remove these contaminants is of great importance. One of the processes that has shown
promise for the removal of these contaminants is the Sequencing Batch Reactor (SBR), since it
can promote different metabolic activities contributing to the removal of nutrients and
hormones. This work evaluated the removal of nutrients and EE2 and E2 through two SBR, one
reactor acclimated with hormones for 102 days (SBR 1) and the other not (SBR 2). These
reactors operated with a hydraulic retention time of 12 hours, adopting the anaerobic, aerobic
and anoxic stages. The analysis of hormone residues in sewage and sludge was performed by
the ELISA method. After this period (103 days), the reactors were fed with synthetic sewage
containing the hormones (EE2 of 7,96 pug L™ and E2 of 5,96 pg L™). The removal efficiency
for organic matter was between 90 and 96% (in terms of chemical demand for oxygen and
dissolved organic carbon), for phosphorus it was on average 79% and for nitrogen it was above
80% in both reactors. EE2 obtained an average removal of 35,8% in SBR 1 and 66,5% in SBR
2, its probable removal mechanism was sorption in the sludge, and possible biodegradation was
not observed despite the high rate of nitrogen removal and acclimation. This result differs from
the findings in the literature, indicating a tendency for the sludge to dispose of EE2 waste.
Regarding E2, the average removal was 87,1% in SBR 1 and 82,8% in SBR 2, being observed

a possible biodegradation as mentioned by the literature.

Keywords: sequencing batch reactors; nutrient removal; 17 a-ethinylestradiol; 17 B-estradiol;

removal mechanisms.
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1. INTRODUCAO

Atualmente uma classe de substancias tem ganhado espa¢o no campo das pesquisas, 0S
micropoluentes emergentes. Eles sdo considerados emergentes pois ndo existem normas ou
exigéncias em leis sobre a seguranca desses compostos e nem os limites maximos permitidos
para lancamento no meio. Além disso, esses compostos sdo normalmente encontrados em
concentragdes muito baixas (g L™ e ng L) e, mesmo nesses niveis sdo capazes de provocar
efeitos danosos a vida selvagem e ao homem (AQUINO et al., 2013; BILA & DEZOTTI, 2007).
Tais efeitos citados na literatura sdo alteracGes no desenvolvimento, crescimento, reproducéo e
comportamento. Por isso, muitas dessas substancias sdo denominadas de desreguladores
endocrinos (DE) (KHASAWNEH et al., 2021).

Diversas substancias tanto sintéticas como naturais possuem potencial para causar
desregulacdo endocrina, tais como alquilfendis, pesticidas, ftalatos, policlorados de bifenilas
(PCB), bisfenol A, além de diversos outros compostos farmacéuticos (BILA & DEZOTTI,
2007). Os hormdnios estrogénicos, que podem ser naturais (estriol, estrona e 17 B-estradiol) ou
sintéticos (17 a-etinilestradiol), séo exemplos de DE que vém sendo bastante estudados devido
a sua ocorréncia em matrizes aquaticas e pelos seus potenciais efeitos nos sistemas organicos
(KHASAWNEH et al., 2021).

A ocorréncia desses hormdnios no ambiente aquatico pode se dar através do descarte do
efluente doméstico e hospitalar e/ou pelos processos de producdo animal, bem como pelo
descarte incorreto de residuos de medicamentos. A sua quantidade descartada esta relacionada
ao seu uso e/ou consumo (LUO et al., 2014). Outro fator que afeta tanto a quantidade de
estrogénios no ambiente quanto a sua forma quimica é a sua metabolizacdo humana e animal
antes do seu descarte (excrecédo) junto aos efluentes (OLIVEIRA, 2015).

Uma maneira de se evitar ou minimizar a quantidade desses micropoluentes no meio
ambiente aquatico seria através da implantacdo de processos de tratamento de esgoto capazes
de remové-los. O problema é que as estacdes convencionais de tratamento de esgoto (ETES)
ndo foram (ou sdo) projetadas para remover esses tipos de contaminantes, mas visam atender
aos requisitos basicos exigidos pela legislacdo ambiental (CONAMA de 2011). Por outro lado,
no campo da pesquisa, diferentes processos bioldgicos, fisicos e/ou quimicos de tratamento de
esgotos sao testados para encontrar aquele que melhor promova a remocdo e/ou degradacao
desses compostos (IVANOV et al., 2009; GABET-GIRAUD et al., 2010; PESSOA et al., 2014;
PAULA, 2017).
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O reator em batelada sequencial (RBS) é uma das alternativas possivelmente vidveis
para realizar a remocao/degradacédo dessas substancias (FANG et al., 2019; CASTELLANOS
et al., 2021a). O RBS é uma variante compacta do sistema por lodo ativado que pode promover
diferentes etapas metabdlicas (anaerdbia, aerdbia e andxica) capazes de remover nutrientes
(nitrogénio e fosforo) (MOTA & VON SPERLING, 2009), o que sugere seu potencial de
remocao de hormonios estrogénicos.

A remocdo de nutrientes € um ponto importante a ser estudado, visto que o excesso de
nitrogénio e fosforo presentes no meio aquatico podem causar a eutrofizagdo, podendo ocorrer
a proliferacdo de algas e cianobactérias. O excesso de algas pode gerar a liberacdo de toxinas
prejudiciais a satde do homem e animal, provocando a morte de organismos marinhos. O
nitrogénio na forma de nitrato, em especial, pode provocar a sindrome do bebé azul, também
conhecida como sindrome da metahemoglobinemia (JORDAO & PESSOA, 2011; MOTA &
VON SPERLING, 2009).

Estudos anteriores ja observaram a co-remocao de nutrientes e horménios estrogénicos
(PAULA, 2017; PETRIE et al.,, 2014; SUAREZ et al.,, 2010; ESPERANZA et al., 2006;
SERVOS et al., 2004). Porém, algumas lacunas deste processo ainda precisam serem melhores
abordadas, como por exemplo identificar os principais mecanismos de remocéo desses DE nos
processos de tratamento de esgoto, tendo como principais vias de remocéo através da sor¢éo no
lodo ou da biodegradacéo.

Diante disso, este trabalho avaliou a remocédo simultanea de nitrogénio, fosforo e dos
horménios estrogénicos 17 B-estradiol (E2) e 17 a-etinilestradiol (EE2) por meio de dois RBS

buscando identificar a via de remocao desses contaminantes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a remoc¢édo dos hormonios estrogénicos 17 - estradiol (E2) e 17a- etinilestradiol
(EE2) por meio de dois reatores em batelada sequencial (RBS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a eficiéncia do RBS em relacdo a remocdo de nutrientes (NT e PT) e matéria
organica;

2. Testar a aplicagdo do teste de Elisa na analise dos hormonios estrogénicos E2 e EE2 em
esgoto e lodo bioldgico;

3. Avaliar aremocdo de E2 e EE2 por um RBS aclimatado a estes micropoluentes e outro sem
a aclimatacéo;

4. ldentificar os possiveis mecanismos de remocdo a partir do balanco de massas dos

horménios nas matrizes (esgoto tratado e lodo bioldgico).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo substancias exdgenas que interferem no
funcionamento do sistema enddcrino, podendo imitar a acdo de um hormdnio enddgeno e afetar
as fungdes controladas por um dado horménio. Com sua presenca, as concentraces dos
hormdnios naturais no corpo tendem a alterar, pois 0os DE prejudicam a sintese, o transporte, 0
metabolismo e a excrecdo desses hormdnios, além de bloquear os receptores hormonais nas
células, impedindo seu funcionamento natural (USEPA, 1997; BILA, 2005). Em suma, varias
acOes metabdlicas dos organismos podem ser alteradas. A Figura 1 ilustra alguns desses
mecanismos de acdo de um DE. Neste mecanismo um DE pode se ligar aos receptores de uma
célula. Esta ligacdo pode promover com maior ou menor intensidade a transmissao de sinais
para essas celulas e, esses sinais podem promover funcdes diferentes das normais. Por outro
lado, esta ligacdo do DE a esses receptores bloqueia a ligagdo do hormonio normal. Com isso,
um DE pode potenciar, reduzir ou negativar um determinado mecanismo metabolico (BILA,
2005).

Figura 1. Mecanismos de acdo dos desreguladores endocrinos nas células.

|

Hormbnio Desregulador Receptor especifico
Enddcrino

Nota: (1) célula recebendo seu sinal normal; (2) DE se ligando a célula e emitindo sinais
diferentes dos normais; (3) DE blogueando o a ligacdo normal.

Fonte: Adaptado de BILA, 2005.
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Os DE podem ser encontrados em concentragdes muito baixas (ug L™ e ng L) no meio
ambiente, porém seus efeitos ndo dependem apenas da concentracdo encontrada. Caracteristicas
da propria substancia como lipofilicidade, persisténcia e bioacumulagdo do organismo como
tempo de exposigéo, biotransformacéo e excre¢do podem alterar os efeitos de um DE (BILA,
2005).

Um vasto nimero de substancias pode ser considerado DE, sejam elas naturais ou
sintéticas. Dentre os DEs naturais se destacam os fitoestrogénios (genisteina e metaresinol) e
os horménios naturais (17p3- estradiol, estrona, estriol e testosterona). Dentre 0s compostos
sintéticos temos os produzidos/gerados pelas indlstrias quimicas e petroguimicas como
dioxinas, bifenilaspolicloradas (PCB), alquilfendis e seus subprodutos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP), ftalatos, bisfenol A e metais tdxicos, os de uso na agricultura,
tais como pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas. Além desses, diferentes compostos
farmacéuticos sintéticos como desetiletilbestrol (DES) ¢ o 17a-etinilestradiol possuem a
capacidade desreguladora (BILA & DEZZOT]I, 2007; SURANA et al., 2022).

3.1.1 Hormonios Estrogénicos

Os estrogénios sdo esteroides hormonais podendo ser naturais como o 17 B-estradiol,
estrona e estriol ou sintéticos como o 17 a-etinilestradiol. Eles sdo importantes para a biologia
e fisiologia humana, pois ajudam a regular no ciclo reprodutivo (menstrual) incluindo gravidez,
atuam no sistema cardiovascular, na forca dssea, no comportamento cognitivo e no sistema
gastrointestinal (ADEEL et al., 2017). Tais mecanismos ocorrem em concentracdes sorologicas
na faixa de nmol. L ou pmol. L, logo pequenas quantidades s&o suficientes para promover a
regulagem deste sistema (ADEEL et al., 2017).

A estrutura quimica dos estrogénios compartilha o mesmo quadro molecular tetraciclico
que compreende quatro anéis como mostra a Figura 2. As diferencas estruturais estdo na
configuracdo do anel D nas posi¢bes do carbono 16 (C16) e 17 (C17). O estrogénio 17p-
estradiol (E2) tem uma hidroxila e um hidrogénio no C17 e hidrogénios no C16. A estrona (E1)
se diferencia de E2, pois tem uma carbonila em C17, enquanto que o estriol (E3) tem duas
hidroxilas nesses dois carbonos (C16 e C17). A diferenca entre E2 e 0 17a-etinilestradiol (EE2)
estd somente no C16 onde o EE2 tem um radical etinil substituindo os hidrogénios de E2
(ADEEL et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica dos hormdnios naturais (E1, E2 e E3) e sintético (EEZ2).
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Fonte: Adaptado de Cunha (2017).

Conhecer as propriedades fisico-quimicas dos estrogénios é importante para poder
entender seu comportamento no ambiente e/ou no processo de tratamento de esgoto. A Tabela
1 mostra algumas das caracteristicas fisico-quimicas dos horménios estrogénicos. Dependendo
de sua caracteristica, esses horménios podem sofrer diferentes mecanismos de remocao, tais
como sor¢do pela biomassa (lodo) e/ou biodegradacédo (SHI et al., 2013). A preferéncia de um
composto pelo meio aquoso ou ndo pode ser observado pelo seu coeficiente de particdo
octanol/agua (Kow). Valores de Kow maiores que 5,0 mostram que 0 composto possui maior
afinidade a solventes organicos do que com a agua, logo tendem a se sorver a matéria organica
do meio. Outra propriedade muito importante é o coeficiente de distribui¢do (Kg) pois ajuda a
estimar o potencial de sor¢do dos compostos ao sistema solo ou sedimento. Quanto maior for o
Kq maior sera a chance de a substéncia ficar adsorvida ao solo e/ou sedimento (SANTOS, 2011,
CUNHA et al. 2016; FILHO et al. 2006;). Desse modo, os estrégenos E2 e EE2 tem maior
afinidade a matéria organica do que o E1 e E3, mas todos possuem o0 mesmo potencial de sorcao

ao sedimento (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos hormonios estrogénicos.

Estrogénio  CAS Log Kow pPKa Log Kg Meia vida®
(dias)
El 53-16-7 3,13 10,4 2,44-272 2-3
E2 50-28-2 4,01 10,4 2,45 -2,83 2-3
E3 50-27-1 2,45 10,3 - | -
EE2 57-63-6 3,67 10,46 - 10,7 2,65-2,86 4-6

Onde: CAS — Chemical Abstract Service ; Kow — Coeficiente de particdo octanol/agua;. pKa — Constante de
dissociacgdo acida; Kq — Coeficiente de distribuicdo; "valores referentes a meia vida no meio ambiente.

Fonte: Adaptado de CUNHA (2017); FILHO et al. (2006); SANTOS (2011).
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Outra caracteristica importante para conhecer o potencial de degradacéo de determinada
substancia é a sua meia vida. O tempo de meia vida € calculado a partir dos valores de
concentragéo inicial colocado em um determinado meio ou administrado, sendo acompanhado
até que ela seja reduzida a metade (50%). No caso do corpo humano feminino, o tempo de meia
vida depende da depuracéo metabdlica do horménio uma vez que ele pode ser eliminado pela
urina ou pelas fezes via inativacdo pelo figado ou pela secrecdo da bile (WIDMAIER et al.,
2013). Além disso, parte dos estrogénios que sdo excretados em sua forma inativa podem se
tornar bioativos no ambiente, pois bactérias do trato digestivo (coliformes) comuns em animais
de sangue quente (mamiferos e aves) sdo capazes de transformar esses compostos retornando-
0s em sua forma ativa (FILHO et al., 2006).

A Tabela 1 mostra que os hormdnios estrogénicos possuem uma meia vida curta, o que
ndo corrobora com sua ocorréncia no meio ambiente. A persisténcia desses compostos pode ser
observada devido a sua continua introducdo no ambiente, uma vez que, ndo ha uma correlacao
entre a sua solubilidade em &gua e sua biodisponibilidade, bem como na sua proporcao
excretada e a sua concentracdo no ambiente aquéatico (SANTOS, 2011). Visto a complexidade
desse composto no meio, sdo importantes estudos que abordem seus principais mecanismos em
diferentes matrizes ambientais.

Os estudos sobre 0 comportamento desses compostos em diferentes sistemas como nos
processos de tratamento de esgotos tém como desafio a identificacdo do seu potencial de
remocdo/degradacao. A degradacdo dos estrogénios pode ocorrer por fatores abidticos como
temperatura e luz solar e, ainda por fenémenos quimicos como hidrolise e oxidacdo (NGUYEN
et al., 2021). No entanto, fatores bidticos também podem promover a degradacéo e/ou remocao
desses compostos. Em ambientes anaerdbios é comum observar rea¢des de reducao, enquanto
gue em sistemas aerdbios a oxidacdo promove a degradacdo de uma gama de compostos
organicos (CASTELLANOS et al., 2021a), logo € provavel que reacBes bioguimicas também
sejam favoraveis a biodegracdo de estrogénios. Por outro lado, é comum serem observados
mecanismos de biosorcdo em sistemas biologicos (SHI et al., 2013). Uma lacuna nesse tipo de
estudo é conseguir identificar os residuos de metabdlitos gerados (OSACHOFF et al., 2014;
PAULA, 2017).

3.1.2 Ocorréncia dos Hormonios Estrogénicos no Meio Ambiente

As fontes de contaminacdo de estrogénios no meio ambiente relatadas por alguns

autores sdo pela excrecdo natural (urina e fezes), descarte incorreto de medicamentos, estrume
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animal, aplicacdo de hormdnio em animais e uso do lodo das ETES como biossélidos na
agricultura urbana (BILA; DEZOTTI, 2007; OLIVEIRA et al., 2015; ADEEL et al., 2017)
como mostra a Figura 3. Logo, as principais vias de exposi¢cdo humana aos residuos desses

compostos sdo atraves da ingestao de agua e alimentos (BILA; DEZOTTI, 2007).

Figura 3. Possiveis rotas de farmacos e estrogénios no meio ambiente.
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Notas: ETE = estacéo de tratamento de esgoto; Indl. = industrial; ETA = estacdo de tratamento de &gua.
Fonte: A autora.

A quantidade de hormonios estrogénicos excretada por diferentes organismos €
influenciada por uma série de fatores, dentre eles o estado de salde e gravidez, alimentacéo,
idade, entre outros (LINTELMANN et al., 2003). A Tabela 2 mostra os valores médios de
excrecdo dos horménios naturais pelos seres humanos. A quantidade do horménio sintético

(EE2) a ser excretada pela urina pode variar de 22 a 50% da dose diaria ingerida (De MES et

al., 2005).
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Tabela 2. Quantidade de estrogenos excretada diariamente pela urina.

Estrogeno Excrecéo Excrecao Excrecao Excrecao
Homem Mulher Mulher Mulher
(Mg/24h) Menstruacao Gravidez Menopausa
(Hg/24h) (Hg/24h) (Hg/24h)
Estriol (E1) 1,5 4,8 6000 1,0
17 B-Estradiol (E2) 1,6 3,5 259 2,3
Estrona (E3) 3,9 8,0 600 4,0

Fonte: Adaptado de FILHO et al. (2006).

Uma vez que a excregdo continua é uma fonte potencial de persisténcia ambiental de
residuos de estrogénios no meio ambiente, diversos estudos no Brasil e outros paises vém
encontrando hormdnios em matrizes aquaticas, aguas superficiais e esgoto (SERVOS et al.,
2004; LISHMAN et al., 2006; CHIMCHIRIAN et al., 2007; ZHANG et al., 2011,
ATKINKSON et al, 2012; QUEIROZ et al., 2012; PESSOA et al., 2014). Segundo
levantamento realizado por Cunha et al. (2017), as concentracOes relatadas de estrogénios
encontradas nas matrizes aquaticas no Brasil sdo superiores aos dos outros paises. No Brasil,
os valores ficam na ordem de 4.000 ng L enquanto nos outros paises a concentracdo ndo chega
a atingir 1.000 ng L. Isso pode se dar ao fato de o Brasil possuir um saneamento basico
ineficaz, que ndo atende nem metade da sua populacdo (BRASIL, 2017). Destaca-se ainda que
estudos sobre ocorréncia de hormdnios em agua e esgoto no Brasil sdo escassos (Cunha et al.,
2017).

Adeel et al. (2017) em seu estudo elaborou um mapa que ilustra como estao distribuidos
pelo mundo esses estrogénios nas aguas superficiais, como mostra a Figura 4. Neste mapa pode-
se observar que no Brasil hd uma grande ocorréncia do hormdnio sintético, do estriol e estrona,
enquanto nos outros paises da América ndo se nota muito o aparecimento do EE2 e nos paises
europeus ha a prevaléncia dos hormdnios naturais. No continente asiatico observa-se mais a
ocorréncia do EE2, E1 e E2.
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Figura 4. Distribuicdo mundial de estrogénios em aguas superficiais.
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Fonte: Adeel et al. (2017).

3.1.3 Impactos dos Hormonios Estrogénicos na Saude Publica e no Meio Ambiente

Um dos principais motivos que desencadearam os estudos sobre os horménios no meio
ambiente € o impacto que eles podem causar na biota aquéatica e no homem. A desregulagéo
enddcrina € um dos principais disturbios observados associados aos horménios (BILA &
DEZOTTI, 2007).

A partir dos valores encontrados de hormdnios nas matrizes aquaticas, pode-se realizar
um calculo de quociente de risco para avaliacdo da exposicdo a esses contaminantes. Esse
calculo é feito através da razdo entre a concentracdo ambiental medida (Predictive
Environmental Concentration — PEC) e a concentracdo prevista do contaminante que nao causa
efeito (Predictive No Efect Concentration — PNEC). Se esta razdo for maior que 1, ha um risco
deste hormonio a satude humana e/ou a biota. Os valores dos hormdnios E1, E2 e EE2 nos
efluentes das estacGes de tratamento de esgoto sdo normalmente maiores que 1, ou seja, estao
apresentando alto risco ecoldgico, enquanto que o E3 apresenta menor risco dentre 0s outros
horménios (SUN et al., 2013).

A desregulacdo pode se dar de varias formas. O poluente pode mimetizar um horménio
natural fazendo com que o corpo tenha uma resposta excessiva a esse estimulo ou respondendo
em momentos inadequados. Eles podem bloquear os efeitos do horménio ao se ligar aos seus

receptores e, podem ainda, causar super ou subproducéo de horménios (USEPA, 2017). Os
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estrogenos podem interferir nas funcGes fisioldgicas e bioquimicas, podendo desenvolver
patologias como disfuncbes reprodutivas, canceres de mama, de testiculo e de prostata
(KOIFMAN; PAUMGARTTEN, 2002).

Os peixes sdo os individuos mais estudados para observar os efeitos da desregulacéo
endocrina. Neles foi relatada a sintese excessiva de vitelogenina que pode gerar a feminizacdo
dos machos diminuindo a reproducdo da espécie. Além disso, eles podem provocar alteracéo
nas gonadas e inibi¢do do crescimento testicular (PANTER et al., 1998; ALLEN et al., 1999;
PANTER et al., 2000; ROBINSON et al., 2003; ANKLEY et al., 2017). Logo, essas
constatacOes geram preocupacdes no que diz respeito a uma desestabilidade no ecossistema nos
casos de contaminacdo hidrica por estrogénios. Outros organismos como anuros também ja
foram usados em estudos de desregulacé@o por hormonios. Salla et al. (2016) relataram alteracéo
na funcdo cardiaca dos girinos provocado pelo EE2. Eles passaram a apresentar taquicardia e
um aumento na demanda cardiaca quando expostos ao EE2. Este problema pode deixar esses
animais mais susceptiveis a predadores. Em humanos, estudos apontaram que estes estrogénios
podem provocar a indugéo de canceres de mama e de prostata (NELLES et al., 2012; MOORE
et al., 2016) e da menopausa nas mulheres (ADEEL et al., 2017).

As evidéncias expostas deixam clara a necessidade de serem implantadas medidas
imediatas que atuem como barreiras desses contaminantes no meio ambiente. Sendo sua
principal forma de introducdo através do esgoto, seria importante aumentar os investimentos
para que o0s esgotos sejam devidamente coletados e tratados, implantar mais ETES e aperfeicoar

as estacOes de tratamento para a remocgdo desses compostos.

3.2 OESGOTAMENTO SANITARIO NO BRASIL

A correlacdo entre os servicos de esgotamento sanitario e a qualidade de vida das
pessoas ja é amplamente reconhecida como mostra o Guia de Vigilancia Epidemioldgico do
Ministério da Saude (2009). A falta destes servicos pode propiciar a ocorréncia de doencas de
veiculacdo hidrica que, dentre alguma delas estdo hepatites virais, leptospirose, doencas
diarreicas, febre tifoide e esquistossomose, sendo considerado entdo um problema de salde
publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Para reduzir esses problemas foi publicada a Lei 11.445/2007, que dispbe sobre as
diretrizes nacionais para 0 saneamento basico e para a politica federal de saneamento basico.

Nesta lei o esgotamento sanitario foi definido como o conjunto das unidades que, abarcam
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desde a coleta até a sua disposicao final adequada, passando pelas unidades de tratamento
(BRASIL, 2007).

No entanto, até hoje, o Brasil possui indices insatisfatorios de acesso aos servicos de
esgotamento sanitéario, reflexo do descaso com o saneamento basico e ao crescimento
populacional desordenado. Segundo dados do Sistema Nacional de InformacGes sobre
Saneamento (SNIS, 2018), o Brasil possui 325,6 mil quildmetros de redes de coleta de esgoto,
as quais se conectam 32,5 milhdes de ligacdes de esgotos. O atendimento da populacéo total
com coleta de esgotos € de 53,2%. O indice médio do pais para tratamento de esgoto chega a
46,3% dos esgotos gerados, ja o indice médio de tratamento de esgotos coletados que representa
a parcela do volume de esgotos tratado em relacdo ao volume coletado ¢ igual a 74,5%. Tendo
uma visdo mais global, o volume médio anual de esgoto gerado pela populacao brasileira é de
11 bilhdes m® e somente um pouco mais de 4,3 bilhdes de m® sdo coletados e tratados (SNIS,
2018).

Esse cenario fica mais claro observando o panorama geral de coleta e tratamento de
esgotos do Atlas de Esgoto da Agéncia Nacional de Aguas (2017) mostrado na Figura 5. Nele
pode ser observada a distribuicdo de esgoto ndo coletado, coletado e ndo tratado, coletado e
tratado e ainda solugdes individuais por regido brasileira. A Regido Norte € a que possui menor
atendimento com coleta e tratamento (63%) e, em contrapartida, a Sudeste apresenta maior
percentual de tratamento (59%). Este indice ainda estd abaixo para os padrOes desejaveis
quando se pensa em universalizacdo dos servicos de saneamento. Esses dados podem ser ainda
menores se forem considerados dados locais e mais precisos onde mostram que apesar das redes
ja construidas, muitas residéncias ainda nao estdo devidamente ligadas a essa rede (SNIS,
2018).
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Figura 5. Panorama geral da coleta e tratamento de esgotos.
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Uma medida adotada pelo governo para tentar aumentar esses preocupantes percentuais
foi a publicacdo do Decreto n° 8.211 de 2014 que determina que apenas 0S municipios que
disporem de um Plano Municipal de Saneamento Béasico (PMSB) poderdo passar a ter acesso
aos recursos da Unido destinados a servicos de saneamento basico (BRASIL, 2014). Mesmo
com essas medidas, sabe-se que muito ainda se precisa fazer para reverter o atual cenario, pois
existem muitos municipios pequenos que ndo possuem nenhuma estrutura de esgotamento
sanitario e outros que, mesmo com o processo implantado, o tratamento ainda ndo é eficaz,
como pode-se observar na Figura 6 no que se diz respeito em relacdo a remocéo de demanda

bioquimica de oxigénio (DBO) e, em especial, a remocao de nutrientes.
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Figura 6. Percentuais de eficiéncias de remocéo de DBO por regido geogréfica no

Brasil.
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Podemos observar que, alem do baixo niumero de ETES por municipios, se nos
basearmos nos sistemas com eficiéncia de remoc¢do de matéria organica acima de 80%, nédo
chegamos a 50% de atendimento. Analisando os niveis de remoc¢do de nutrientes, o maior
percentual alcancado foi de 8% na regido Sudeste. Nota-se a necessidade de se construir mais
ETEs e aperfeicoar as ja existentes para que esses processos aumente a eficiéncia de remogéo

de nutrientes.

3.2.1 Tratamento Biologico do Esgoto

O processo bioldgico se caracteriza pelo tratamento do esgoto através da atividade
microbiana, ou seja, pelos fenbmenos bioldgicos que acontecem na natureza. Esses processos
consistem em protétipos artificiais, compactos e concentrados de processos naturais de
depuracdo. Neles agem uma diversificada populacdo microbiana que tem o papel fundamental
no tratamento e que em funcdo da sua funcionalidade no processo se desenvolve e cresce nesses
sistemas. Esse crescimento € influenciado por fatores ambientais, pelo dimensionamento do
processo, pelas caracteristicas do esgoto e pela operacdo dos sistemas. A principio, esse
processo remove substancias organicas biodegradaveis, coloidais ou dissolvidas, e alguns
podem promover a remocao de nutrientes (nitrogénio e fésforo) (DEZZOT]I, 2008; METCALF
& EDDY, 2016;).
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Segundo METCALF & EDDY (2016), os objetivos gerais desse tipo de tratamento sao:

Transformar constituintes biodegradaveis dissolvidos e particulados em produtos
finais aceitaveis;

Incorporar em um floco bioldgico ou biofilme os sélidos suspensos e os coloidais
nao sedimentaveis;

Remocao de nutrientes, nitrogénio e fésforo, ou sua transformacao;

A depender do caso, pode ocorrer a remocdo de constituintes e especificos

compostos organicos em nivel traco.

Existem diferentes processos de tratamento de esgoto que podem ser aerébios ou

anaerobios, com biomassa suspensa (lodo) ou aderida (biofilme). Dentre 0os mais comuns
destacam-se (DEZOTT]I, 2008):

Lagoas de estabilizacdo: lagoas facultativas, lagoas aeradas facultativas, lagoas
anaerodbias, lagoas aeradas com mistura completa, lagoas de alta taxa, lagoas de
maturacao;

Sistemas de lodos ativados e variantes: lodo ativado convencional ou por aeracao
prolongada, lodos ativados com fluxo continuo ou intermitentes, valos de oxidagéo.
Sistemas anaerobios: tanques sépticos, tanques Imhoff, filtros anaerdbios, reatores
UASB, reatores anaerdbios de leito expandido ou fluidificado.

Sistemas aerdbios com leito fixo ou mével: filtros biologicos, biodiscos, biofiltros
aerados, MBBR, MBR.

Vale ressaltar que, mesmo 0s processos sendo separados em aerdbios e anaerobios,

podem ocorrer situacdes em que se proponham sistemas mistos, ou seja, sistemas capazes de

promover etapas metabolicas distintas (anaerdbias, aerdbias e andxicas) como nos sistemas

multiestagios (Bardenpho e UCT) e nos reatores em bateladas sequenciais (RBS) (VON

SPERLING, 2012). E possivel que em outros sistemas possa ocorrer micro-habitats com

diferentes atividades metabolicas como no interior do biofilme nos processos com biomassa

aderida ou no granulo do sistema por lodo granular aerdbio ou ainda no fundo de lagoas

facultativas. No entanto, nesses processos é dificil se observar com precisdo a ocorréncia dessas

fases metabdlicas, sendo necessario o uso de microsensores ou por medidas indiretas (eficiéncia

de desnitrificacdo em sistemas anoxicos/aerobios), ja nos sistemas multiestagios e no RBS
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sensores de oxigénio dissolvido (OD) e de potencial redox (ORP) podem informar a prevaléncia
de determinado estagio (VON SPERLING, 2012).

Podemos observar que, no Brasil, 0s sistemas bioldgicos sdo 0s processos mais
utilizados para o tratamento de esgotos (Figura 7). A lagoa anaerdbia seguida de lagoa
facultativa é o processo com maior quantidade de unidades instaladas no pais, enquanto que o
processo que atende maior quantidade de pessoas é o lodo ativado. Esses processos sao bastante
utilizados em grandes cidades devido a serem mais compactos e por produzirem efluente que
atendam a legislacdo, além de conseguirem obter uma boa remocao de s6lidos suspensos totais
(SST) e demanda biolégica de oxigénio (DBO) (JORDAO; PESSOA, 2011).



Figura 7. Processos de tratamento de esgoto mais utilizados no Brasil.

Onde: LagAn- Lagoa Anaertbia; LagFac- Lagoa facultativa; FosFil/FosSép+FilAer/Tglmh+FilB- fossa
filtro/fossa séptica + filtro aerdbio/tanque imhoff + filtro biologico; RtrAn+FilB- reator anaerdbio + filtro
bioldgico; LodAt- lodo ativado; Pr- primario; Dec- decantador; LodAtAerPIn- lodo ativado de aeracdo

prolongada.
Fonte: BRASIL (2017).
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3.2.1.1 Lodo Ativado

O lodo ativado é um tipo de tratamento biolégico de esgoto composto praticamente por
tanque de aeracédo, decantador e linha de recirculacdo do lodo. No tanque ocorre a remogéo de
matéria organica através de reagdes bioquimicas. O desenvolvimento da biomassa ocorre
através da utilizacdo do substrato encontrado no esgoto bruto. A sedimentacdo dessa biomassa
ocorre no decantador possibilitando a separacao do lodo e do efluente final. O efluente final é
descartado e o lodo que ficou sedimentado no fundo do decantador é recirculado para o tanque
de aeracdo proporcionando um aumento da biomassa (VON SPERLING, 2012).

Nos processos de tratamento de esgotos existem duas variaveis operacionais
importantes: o tempo de retencdo hidraulica (TRH) e o tempo de retencdo dos sdlidos (TRS)
(VON SPERLING, 2012). O TRH corresponde ao tempo de contato entre o esgoto e a biomassa
(lodo) e ele deve ser suficiente para que ocorra a metabolizagdo de toda matéria organica do
esgoto. Um maior TRH possibilita um maior tempo para a degradacdo da matéria organica do
esgoto, havendo um limite. Se este tempo for muito estendido pode provocar a morte dos micro-
organismos presentes no lodo por caréncia nutricional, promovendo a liberacdo de matéria
organica para o esgoto. Como no processo por lodo ativado ocorre recirculagdo de lodo do
decantador para o tanque de aeracdo, é previsto o crescimento de biomassa ao longo do tempo
e 0 tempo de manutencdo dessa biomassa no sistema corresponde ao TRS ou idade do lodo.
Maiores valores de TRS podem favorecer o estabelecimento de micro-organismos que possuem
baixa taxa de crescimento especifico como observado nos sistemas nitrificantes. O que se busca
é um equilibrio entre a producéo de biomassa no sistema e a sua retirada renovando 0s micro-
organismos do sistema (VON SPERLING, 2012).

Segundo von Sperling (2012), as variantes do processo de lodos ativados ocorrem
devido ao TRH e ao TRS podendo ser de alta taxa, convencional ou por aeracdo prolongada. Ja
em relacdo ao tipo de fluxo, o sistema por ser continuo ou intermitente (batelada). O sistema
intermitente ou reator em batelada sequencial (RBS) corresponde a uma dessas variantes que
tem sido bastante utilizado para remocdo de nutrientes (METCALF; EDDY, 2016).

3.2.1.2 Reator em Batelada Sequencial (RBS)
O reator em batelada sequencial (RBS) é um sistema mais compacto que o lodo ativado,

pois compreende todas as etapas (tanque de aeracdo, decantador e recirculagéo de lodo) emum

Gnico tanque. Existem questbes especificas sobre o RBS que precisam ser levadas em
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consideracdo, tais como o descarte do lodo, aplicacdo cinética do processo e a escolha das
condicdes operacionais. O TRS é um fator que precisa ser controlado, ou seja, precisa-se
estipular o quanto de lodo serd descartado, pois isso podera afetar a eficiéncia do processo
(METCALF; EDDY, 2016).

O RBS opera por meio de ciclos estabelecidos e repetitivos. Usualmente, os ciclos sdo
dados da seguinte maneira: enchimento onde o esgoto bruto entra no reator, reacdo onde ocorre
a metabolizacdo da matéria organica do esgoto, sedimentacéo para a separacao do lodo e do
efluente tratado, descarte com a saida do efluente tratado e repouso para ajuste dos ciclos
(VON SPERLING, 2012). A duragdo de cada ciclo ird depender da necessidade do tratamento,
da caracteristica do esgoto e da biomassa no sistema. O TRH em um RBS corresponde ao tempo
de metabolizacdo ou reacdo que o reator ira promover. O lodo excedente pode ser removido ao
final da reagdo ainda como mistura ou diretamente do lodo decantado. Nos casos onde ele é
removido como mistura o TRS passa a ser igual ao TRH. Por outro lado, na retirada diretamente
do lodo decantado vai depender da concentracdo de solidos na mistura do reator e no lodo
decantado (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999; VON SPERLING, 2012).

No processo RBS pode existir variacbes que estdo relacionadas tanto a forma de
operagdo quanto a sequéncia e duracdo dos ciclos de cada fase do processo. E através da
definicdo dessas variagdes que se consegue a remocdo de nutrientes (VON SPERLING, 2012).
A alternancia entre fases aerdbia e anoxica pode promover a remocdo de nitrogénio e a
sequéncia das etapas anaerobia e aerdbia favorece a remocao de fosforo (VAN HAANDEL;
MARAIS, 1999; VON SPERLING, 2012).

3.3 REMOCAO DE NUTRIENTES E HORMONIOS ESTROGENICOS POR PROCESSOS
DE TRATAMENTO DE ESGOTO

3.3.1 Remocéao de Nutrientes

Devido aos efeitos adversos que o excesso de nutrientes (fésforo e nitrogénio) pode
causar no meio ambiente, tendo como principal a eutrofizacdo, busca-se a necessidade de
processos de tratamentos de esgoto que sejam eficientes na sua remoc¢do. Dentre os sistemas de
tratamentos de esgoto utilizados para a remocdo de nutrientes temos os fisicos, quimicos e
biolégicos. Porém, os processos fisicos e quimicos sdo caros €, com isso, 0S Processos
biol6gicos vem ganhando destaque. Diferentes tipos de tratamento biolégicos sdo empregados,
dentre eles temos: RBS, MBR, UCT, A20, bardenpho e etc. (ROUT et at., 2021).
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Para a remocgéo de nitrogénio, necessita-se de processos que promovam as condi¢des
aerdbias e anoxicas. Primeiramente, na fase aerdbia, ocorre a nitrificacdo, onde as bactérias
presentes nesse meio atuam na oxidacéo do nitrogénio inorganico (amoénia e nitrito) e organico
produzindo energia e novas células. Na nitritacdo, as bactérias (bactéria oxidadoras de aménia
— BOA) oxidam a aménia a nitrito, seguido pela nitratacdo, onde outro grupo de bactérias
(bactérias oxidadoras de nitrito — BON) oxidam nitrito a nitrato. Para que se remova 0
nitrogénio, a desnitrificacdo deve ser seguida pela nitrificacdo, necessitando assim de um
ambiente andxico. Ndo havendo oxigénio livre no meio, o nitrato é utilizado como agente
receptor de elétrons no processo de mineralizacdo da matéria organica pelas bactérias
facultativas. Com isso, 0 nitrato é reduzido a nitrogénio gasoso e liberado para a atmosfera
(METCALF & EDDY, 2016).

Para a remocao de fosforo precisamos das fases anaerobia e aerobia seguidas. Jorddo e
Pessoa (2011) explicam que na fase anaerdbia, onde ndo ha a presenca de oxigénio e nitrato, 0s
organismos acumuladores de fosforo (OAFs) assimilam compostos organicos (&cidos graxos
volateis) na sua parede celular e liberam os polifosfatos para a fase liquida, elevando a
concentracdo de fosforo nessa fase. Posteriormente, na fase aerobia, com a presenca de oxigénio
no meio, as OAFs utilizam os &cidos graxos volateis que foram armazenados para a producéo
de energia e reabsorvam os fosfatos do meio formando gréanulos de polifosfatos em seu meio
intracelular. Na etapa da sedimentacdo, o fosforo é descartado com a biomassa excedente.

O RBS é um processo em que se pode aplicar todas essas etapas no mesmo reator, sendo
assim, é um processo mais compacto, que tem uma menor ocupacao de area e tem sido bastante
utilizado nos estudos para se remover nitrogénio e fésforo, sendo encontrado valores de
remocdo na ordem que variam de 71% a 97% de NT e 87% a 99% PT (PAULA, 2017; LIU, et
al., 2020; CASTELLANOS et al., 2021b).

3.3.2 Remocéao de Hormdnios Estrogénicos

Dentre os sistemas de tratamento de esgotos capazes de remover e/ou degradar
horménios destacam-se 0s processos oxidativos avancados (POA), o uso de carvao ativado e
0s processos com membranas (BILA; DEZOTTI, 2007). Porém, esses processos demandam
altos custos de implantacdo e operacdo quando comparados aos processos biolégicos.

Assim, o desafio é a busca para encontrar um método biolégico adequado para a
remocdo e/ou degradacdo desses micropoluentes. Durante o processo de tratamento esses

micropoluentes podem sofrer biodegradacdo, sorcdo, diluicdo, dispersdo, transformacéo
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abiotica e partigdo (JELIC et al., 2010) e estes mecanismos dependem das caracteristicas fisico-
quimicas de cada poluente (BYRNS et al., 2001).

Sendo a biodegradacdo dos hormdnios um dos mecanismos mais relatados, ela pode
ocorrer pelo uso direto como doadores de elétrons por meio de organismos heterotréficos onde
0s microrganismos utilizam desses hormdnios como fonte de carbono e energia para o seu
crescimento ou por co-metabolismo, onde as bactérias utilizam de suas enzimas para degradar
0s horménios (BERNADELLI, 2014). A co-metabolizagdo ocorre principalmente na fase
aerObia do processo, onde as bactérias heterotroficas auxiliam na biodegradacao,
principalmente do EE2, junto com bactérias oxidadoras de aménia (AOB) pela a¢do da enzima
amonio monoozigenase (VADER et al., 2000; LI et al., 2020). A relagéo entre a nitrificacdo
durante a remocdo de NT e a biodegradacdo do EE2 também é abordada por alguns autores
(JOSS et al., 2003; CLARA et al., 2005; SUAREZ et al., 2010; HAMID AND ESKICIOGLU,
2012).

Uma grande variedade de tipos de processos biologicos ja foram testados para remogéo
dos horménios estrogénicos, tais como lodos ativados, reatores UASB, lagoas, valos de
oxidacao e wetland (ESPERANZA et al., 2006; HASHIMOTO et al., 2008; IVANOV et al.,
2009; SONG et al., 2009; PESSOA et al., 2014; PETRIE et al., 2014; PAULA, 2017). Os
parametros que mais variam nos estudos e que mais causam discussdo quanto a adequacéo para
uma melhor eficiéncia de remocéo séo o tempo de retencédo dos sélidos (TRS) ou idade do lodo
e 0 tempo de retencdo hidraulica (TRH). Alguns estudos sugerem que um TRS de 3 a 10 dias
ja é suficiente para a remoc¢do enquanto outros autores defendem que é necessaria uma idade
maior para se atingir os melhores resultados (HASHIMOTO et al., 2008; KUMAR et al., 2011;
PETRIE et al., 2014).

Petrie et al. (2014) estudaram um processo de lodos ativados e conseguiram remogao
acima de 90% para 0s hormonios naturais e 41% para EE2. Pessoa et al. (2014) mostraram alta
eficiéncia de remocéo de estrogénios tanto por processos aerébios como lodos ativados (85% -
100%) quanto os anaerObios como os reatores UASB (95% - 100%). Logo, 0S processos
aerobios e anaerdbios podem ser promissores na remoc¢ao de horménios. Paula (2017) observou
que a idade do lodo tanto de 10 como de 30 dias ndo tiveram diferenca na eficiéncia de remocao
de 17 a-etinilestradiol no processo RBS. Ja Souza (2019) observou uma remogéo de 15 e 85%
de EE2 e E2, respectivamente, em um RBS com alta idade do lodo (60 dias). A autora sugeriu
que possivelmente o E2 estivesse sendo degradado em funcdo da alta idade do lodo, mas isso

prejudicou a remocao de EE2 pelo lodo (sorgéo).
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Andlises em matrizes de esgoto e lodo sdo complexas, sendo assim a busca por

tecnologias eficazes para sua deteccdo séo de suma importancia.

3.4 METODOLOGIAS DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS
HORMONIOS ESTROGENICOS NO ESGOTO

A determinacdo do melhor método analitico a ser empregado para deteccdo e
quantificacdo dos estrogénios é parte essencial desta pesquisa, visto que esses compostos estdo
em concentragdes muito baixas (entre pg L™ e ng L™) e estdo presentes em matrizes complexas
(esgoto e lodo). Pesquisadores buscam por um método rapido, que tenha boa sensibilidade,
reprodutibilidade e que tenha um custo baixo para determinacdo desses compostos. Porém,
existe certa dificuldade em encontrar um método que determine diversas classes de compostos
em apenas uma execucao, além do desafio de realizar de forma eficaz o isolamento e extragdo
dos compostos alvo da matriz da amostra, uma vez que podem ser quimicamente reativos ou
instaveis por natureza (LAFLEUR et al., 2011). Diferentes métodos analiticos sé&o apontados
na literatura para deteccdo dos hormdnios estrogénicos, dentre eles a cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS), cromatografia liquida com espectrometria de massa (LC-
MS) ou duplo espectrémetro de massas (LC-MS/MS), cromatografia liquida com detector de
fluorescéncia (LC-FL), ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), dentre outros (SOUZA,
2019; GOMES, 2018; FANG et al., 2016; PAULA, 2017; GONSCHOROWSKI, 2013; HAMID
et al., 2012; BILA, 2005; FILHO et al., 2006). A tabela 3 apresenta alguns métodos utilizados

para determinacao dos estrogénios em matrizes aquaticas.
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Tabela 3. Métodos utilizados para determinagdo de estrogenos em matrizes aquaticas.

Hormonios Estudados

Método Limite de Deteccio Ref(:;encl
(ng L) (%)
Efluente e HPLC-FL E2 (8,15) e EE2 (9,99); E2 (67) e EE2 (94); Souza
Lodo E2 (209) e EE2 (828,5) E2 (58) e EE2 (83) (2019)
HPLC-FL  EE2(11) EE2 (100 108) (1;*(‘)‘11;‘)
E1;E2; E3 e EE2 Petrie et
MPLE T 00s-0.7) ' al. (2014)
Efluente e E1 (0,05) e E2 (0,1); 5 (70’6_) © Shi et al.
IPENRN LC-MSMS 51 01y e B2 (0.2) 2L (2013)
’ ’ E1 (81) e E2 (72)
i E1(35,38); E2 (11,28); El1 (73,4); E2 (52); Pessoa
GE-MS EE2 (1.416,43) EE2 (99) (2012)
‘ Ferreira
GC-MS E2 ¢ EE2 (5) E2 e EE2 (>90) (2008)
Agua Bila
Goc E2 (5) B2 (>92) (2005)

E1 (15 —2.000) E1 (>100) Swart et
[T T 3 ELISA E2 (25 - 2.000) E2 (88,3 —98.6) al. (2007)
E3 (0,3 — 40) E3 (87,7 -98,3) '

Rodriguez
: El(2,50); E2(2,50);  E1(100); E2(98)
SIS E3 (5,04): EE2 (3.22)  E3 (94); EE2 (91) 34‘();83:;
El (126,5);
Agua GOIMS E1 (0,28); E2 (0,20) E2 (89,8) Nai‘f:;“ra
superficial E3 (0,10); EE2 (0,25) E3 (111,8); (2001')
EE2 (87.,3)

Fonte: A autora.

A cromatografia gasosa ¢ um dos métodos mais empregados para detec¢do de
hormonios, porém por esses compostos possuirem uma massa molecular alta e presenga de
grupos polares, a analise direta por esse método torna-se dificil uma vez que essas moléculas
sao instaveis sob condigoes de GC (FERREIRA, 2008). Diante disso, as amostras necessitam
ser derivatizadas antes da analise para facilitar a determina¢do dos compostos, 0 que aumenta
o risco de introduzir erros e problemas técnicos associados a essa técnica de tratamento. Sendo
assim, a cromatografia liquida vem ganhando espagco uma vez que ndo necessita desta etapa
reacional e por ser eficiente devido a facilidade de separacdo do analito de interesse, a
capacidade de quantificacdo, deteccdo, alta resolucdo e por se obter a resposta em um periodo
curto de tempo. Porém, sua instrumentagdo ¢ cara, necessita de um grande volume de amostra
e de solventes e o preparo das amostras ¢ dispendioso (FERREIRA, 2008; LAFLEUR et al.,
2011).
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Dentre as abordagens utilizadas, a mais empregada para deteccdo ¢ a espectrometria de
massas. Isso se deve a menor interferéncia dos outros compostos presentes nas matrizes € a
maior seletividade através da massa do composto de interesse. Porém, a instrumentagdo ¢ mais
complexa e cara se comparado aos detectores padrdes utilizados no GC e HPLC (LAFLEUR et
al., 2011). Além da espectrometria de massas, outros detectores acoplados ao HPLC podem ser
utilizados na detec¢do de hormonios estrogénicos, tais como indice de refracdo, ultravioleta,
arranjo de diodos, fluorescéncia, quimiluminescéncia e eletroquimico (LAFLEUR et al., 2011).

Além desses métodos amplamente empregados, o método ELISA vem ganhando
destaque na determina¢do de hormonios e que foi reconhecido em 2008 pela USEPA (USEPA,
2008). Para que suas moléculas bioldgicas sejam detectadas ¢ necessdria a utilizagdo de
antigenos e anticorpos que sdo marcados com enzimas especificas. O antigeno existente na
amostra disputa com o antigeno acoplado a uma enzima pela ligacdo aos anticorpos que estao
presentes no meio (nos pogos da microplaca de Elisa). Quando ocorre a ligagdo deste antigeno
ao anticorpo especifico, a enzima se solta e cliva um substrato cromogénico resultando numa
mudanca na cor do meio. Determinados métodos podem utilizar mudangas de cor sensiveis a
regiao do visivel ou do UV. Através dessas mudancgas de cor pode ser observada a presenca ou
auséncia do antigeno no meio e por intermédio dessa leitura ¢ possivel quantificar o hormdnio
na amostra (MANICKUM & JOHN, 2015). Em seu levantamento bibliografico, Fang et al.
(2016) concluiram que o método ELISA vem se tornando promissor para determinacao dos
estrogénios, visto que ¢ um método simples, com bom limite de quantificacdo, rapido, nao
necessita de volumes altos de amostra e por possuir um bom custo-beneficio.

Mesmo com todos os métodos mencionados é importante destacar que as matrizes de
esgoto e lodo sdo complexas e esses horménios sdo encontrados em concentragdes muito
baixas, tornando muitas vezes dificil a sua deteccdo e quantificacdo. O aprimoramento das
técnicas de extracdo e purificacdo é um fator importante para que se possa obter resultados

confidveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

41  CONFIGURACAO GERAL DO REATOR

Foram montados dois reatores de 21 L de volume util como mostra a Figura 8. Eles
foram equipados com trés bombas peristalticas para alimentacdo, descarte do efluente tratado e
descarte de lodo. Um agitador mecanico foi usado para a mistura do reator auxiliando nas fases
anaerobia e anoxica e um sistema de aeracdo com difusores porosos de bolha fina promoveu o

estagio aerdbio do sistema.

Figura 8. Configuragdo do RBS.

Foe: A autora.

A operacdo do reator ocorreu por meio de uma controladora eletronica que promoveu
ciclos de 12 horas com as seguintes etapas: 30 minutos de enchimento, 2 horas de fase
anaerobia, 3 horas de fase aerobia, 4 horas de fase anoxica, 2 horas de sedimentacdo e 30
minutos para esvaziamento. O descarte do lodo sedimentado ocorreu na etapa de esvaziamento.

Sondas de oxigénio dissolvido (OD) modelo FDO (marca WTW) e potencial de oxirreducao
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(ORP) modelo Sensolyt 700 IQ SW (marca WTW) foram acopladas no interior do reator para
o monitoramento das etapas metabolicas.

O periodo de avaliacdo e aclimatagdo do sistema foi de aproximadamente 2 meses apos
o “star-up” do reator sem nenhum hormoénio nos dois reatores. Apos o periodo de aclimatagao
o0 reator operou por mais 4 meses, sendo esses dias distribuidos da seguinte maneira: durante
102 dias, apenas o RBS 1 recebeu horménios a fim de avaliar o comportamento dos
microrganismos no reator € o0 RBS 2 ndo recebeu. No 103° dia, o RBS 1 recebeu a sua tltima
insercao de hormdnios € o0 RBS 2 a sua unica dopagem. Realizado esse ultimo abastecimento
com os hormonios EE2 e E2, os reatores operaram por mais 7 dias recebendo apenas esgoto
bruto sem hormonio.

Durante o monitoramento do processo foram coletadas amostras de esgoto bruto e
tratado e lodo descartado para as devidas analises de eficiéncia, controle do processo e de
residuos de hormoénios. A avaliacdo da eficiéncia dos reatores foi realizada através da
quantificagdo da matéria organica (DQO e COD) e de nutrientes (NT e PT) no esgoto bruto
(entrada) e tratado (saida). A manutengdo da biomassa no reator foi avaliada pela concentragao
de SSV na mistura do reator. O TRS foi calculado a partir da concentragao de SSV no reator e

no lodo descartado por ciclo, conforme a equagao 1.

SSVreator x Vreator
TRS =
SSVliodo x Vlodo

Equacao 1

Onde TRS ¢ o tempo de residéncia de s6lidos ou idade do lodo, SSVreator ¢ a concentracao de
solidos em suspensdo volateis (SSV) no RBS, Vreator ¢ o volume do RBS, SSViodo ¢ a

concentracdo de SSV no lodo descartado e V/odo ¢ o volume do lodo descartado.

A avaliacdo da remocdo dos hormdnios estrogénicos foi realizada pelo teste ELISA
através da sua concentragdo no esgoto tratado e no lodo, que serd descrita no item 4.4.1.

Para o preparo do esgoto bruto contendo os horménios (esgoto dopado), foram
inicialmente preparadas solu¢des-estoque dos padrdes de hormdnios dissolvendo 10 mg de E2
e de EE2 em 10 mL de metanol. Cada 1 mL desta solucdo foi distribuido em 1 vial que foi
armazenado a -25°C até o seu respectivo uso. O contetdo de 1 vial foi dissolvido em 1 L de
esgoto sintético preparado conforme a Tabela 4, obtendo uma solugio nominal de 1 mg L para

cada hormdnio. Esta solucdo foi utilizada para o preparo do esgoto bruto sintético que foi
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adicionado aos RBS a fim de se obter uma concentracdo final de 5 ug L™ de E2 e EE2 nos

experimentos.

Tabela 4. Formulagdo do esgoto sintético.

CONSTITUINTES CONCENTRACAO (mg L)

Peptona de Caseina 250

Extrato de Carne 250

Fosfato Monoé&cido de Potéssio 40

Cloreto de Sodio 10

Ureia 8

Cloreto de Célcio 10

Sulfato de Magnésio 5

Fonte: HOLLER e TROSCH, 2001 com modificacdes.

Com o proposito de avaliar os mecanismos de remoc¢éo dos hormdnios por sorcao e/ou
degradacédo, somente 0 RBS 1 recebeu os hormonios desde o inicio de sua operacdo. Apos 103
dias de processo, 0 esgoto com hormdnio (concentracdo nominal de E2 e EE2 de 5 pg L?) foi
adicionado em ambos o0s reatores. Esta foi a Ultima entrada de horménios no RBS 1 enquanto
que o RBS 2 recebeu somente esta adicdo de horménios. Apds esta adicdo, os reatores foram
alimentados com esgoto sintético sem hormdnio e foi realizado um monitoramento dos residuos
de E2 e EE2 no esgoto tratado e no lodo descartado por 7 dias (13 ciclos subsequentes). Uma
amostra do esgoto sintético com hormdnio também foi retirada para a analise da concentracao

real de E2 e EE2 que foi adicionada ao processo.

4.2 PARAMETROS DE CONTROLE

4.2.1 Demanda Quimica de Oxigénio e Carbono Orgéanico Dissolvido

O teste para se obter a DQO foi elaborado através da oxidacdo quimica da matéria
orgénica por meio do dicromato de potassio (K2C207), que € um agente oxidante forte, em meio
acido e com alta temperatura (150 °C) (APHA, 2017).

Foram colocados em um tubo para DQO 2,0 mL de amostras de esgoto bruto ou tratado,

1,5 mL da solugéo digestora (dicromato de potéssio com sulfato de mercurio e &cido sulfurico)
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e 2,8 mL da solucdo catalitica (acido sulfdrico com sulfato de prata). Um bloco digestor a uma
temperatura de 150 °C foi utilizado para que fosse realizada a reacdo de DQO num periodo de
2 horas. Concluida a digestdo da amostra, o tubo foi resfriado a temperatura ambiente (25°C) e
por fim, a absorbancia foi lida em um espectrofotémetro a 600 (para DQO na faixa entre 100 e
900 mg L) ou 420nm (para DQO na faixa entre 10 e 90 mg L™). Para a determinagéo da DQO
da amostra o resultado foi calculado por meio de uma curva de calibragdo (APHA, 2017).

Para analise do carbono orgénico dissolvido (COD) as amostras do esgoto bruto e do
tratado foram previamente filtradas em membrana de 0,45 um e se utilizou o Analisador de
Carbono Organico Total, modelo TOC — L (marca Shimadzu). O equipamento utiliza
combustdo catalitica a 680 °C para analisar 0s compostos organicos e fornecer as concentraces
em mg L. O limite de quantificagdo minimo é de 9 mg L.

4.2.2 Nitrogénio Total

As andlises de nitrogénio total (NT) foram realizadas em duplicata utilizando as
amostras do esgoto bruto e tratado. Essa analise foi realizada no equipamento modelo TOC —
L (marca Shimadzu) e, para isso, as amostras de esgoto bruto e tratado foram previamente

filtradas por membrana de nylon de 0,45 pum.

4.2.3 Fosforo Total

As analises de fosforo total (PT) foram realizadas em triplicata utilizando as amostras
do esgoto bruto e tratado. Foi utilizada a metodologia de Chen et al. (1956) com modificacdes.

Em um tubo de 20 mL foram adicionados 1,0 mL de amostra e 0,5 mL de solucéo reativa
de digestdo (mistura 5:1 de acido nitrico e sulfarico). A reac¢do nos tubos ocorreu em um bloco
digestor a 250°C e o seu final foi marcado pelo desaparecimento da coloracdo alaranjada nos
tubos. Realizada a digestdo, o tubo foi resfriado a temperatura ambiente (25 °C), sendo
adicionado 5,0 mL de agua ultrapura e 5,0 mL de reativo de coloracdo (solu¢cdo com acido
ascérbico, molibdato de aménio e &cido sulfurico) e homogeneizado. Posteriormente, 0s tubos
foram levados a uma estufa a 37°C por 2 horas. Por fim, a absorbancia foi lida em um
espectrofotobmetro a 825nm e o resultado foi obtido a partir de uma curva de calibracéo

previamente elaborada.



41

4.2.4 Sélidos Suspensos Volateis

Para que se pudesse determinar os SSV foi preparado cadinhos de porcelana com uma
membrana de microfibra de vidro que foi levado a um forno mufla a 550+50 °C por 1 hora.
Feito isso, 0 conjunto foi esfriado em dessecador (cadinho + membrana) e pesado em balanga
analitica sendo anotada a massa do conjunto em gramas (Po). Foram filtrados 5 mL de amostra
(mistura do reator ou lodo) através da membrana preparada e recolocada no cadinho, e o
conjunto foi levado a uma estufa a 103-105 °C por 24 horas. Posteriormente, o conjunto foi
colocado para esfriar em um dessecador e depois pesado em balanca analitica sendo anotada a
sua massa (P1). Realizado esse procedimento, o conjunto foi levado ao forno mufla 550+50 °C
por 1 hora para que a matéria organica pudesse ser calcinada e, em seguida, deixado para esfriar
no dessecador. Por fim, foi determinada a sua massa em balanca analitica (P2). O célculo do
teor de SSV na amostra foi determinado pela equagéo 2 (APHA, 2017).

SSVamostra = ((Pl_PO);(PZ_PO)) X 10° Equagdo 2

Onde SSVamostra € a concentracdo de SSV na amostra (mistura do RBS ou lodo descartado),
P1 é o peso do sistema cadinho e membrana apds a filtracdo da amostra e secagem por 103-
105°C, PO é o peso do sistema cadinho e membrana preparada, P2 € o peso do sistema cadinho

e membrana apos a filtracdo da amostra e secagem por 500-600°C e V € o volume de amostra.
4.2.5 Turbidez

A analise de turbidez do esgoto tratado foi realizada em triplicata em um turbidimetro
modelo 2100 P (marca Hach).

4.3 DETERMINACAO DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO

Para se avaliar o possivel impacto dos horménios no RBS foi realizada a determinacéo
da taxa de consumo de oxigénio (TCO) nos reatores. Este valor foi obtido a partir da subtracdo
do maior valor de OD encontrado na etapa aer6bia e o menor valor de OD medido na etapa
subsequente (anodxica). Esta diferenca no tempo que levou para que isso ocorresse representa a

TCO, como mostra a equacao 3.
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O0Dmax—0Dmi ~
TCO = ———— Equacdo 3
Onde TCO ¢ a taxa de consumo de oxigénio, ODmax é o maior valor de oxigénio dissolvido
encontrado na etapa aerébia, ODmin é o menor valor de oxigénio dissolvido encontrado no

inicio da fase estacionaria da etapa anoxica e At € a variagao de tempo.
4.3.1 Taxa de consumo de oxigénio especifica

A taxa de consumo de oxigénio especifica corresponde ao valor de oxigénio dissolvido
por uma determinada biomassa no reator e expressa com maior especificidade o provavel
impacto de determinado contaminante nos reatores biologicos (VAN HAANDEL &
MARRAIS, 1999). Para determinar o seu valor foi realizada a razdo entre a TCO e a
concentracdo de SSV correspondente ao dia e ciclo de onde foi obtido a TCO como mostra a
Equacao 4.

TCO ~
TCOespec.= o Equacao 4

Onde TCOespec. € a taxa de consumo de oxigénio especifica, TCO € a taxa de consumo de

oxigénio e SSV séo os solidos suspensos volateis.
44  DETERMINACAO DOS HORMONIOS ESTROGENICOS
441 ELISA

O teste ELISA foi realizado de acordo com o guia do usuario fornecido pelo fabricante
(marca Abraxis). O anticorpo monoclonal somado com o hormdnio de interesse foi ligado
exclusivamente a esse horménio, ndo havendo reacdo cruzada com outros produtos quimicos
de estruturas semelhantes. O kit tem sensibilidade analitica quantitativa de 0,05 a 3 pg L™ para
EE2ede0,05a1 pg L™ para E2. O coeficiente de variago é inferior a 10%. O tempo total para

medicdo foi de 2,5 horas.
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Esta metodologia € caracterizada por ser um teste competitivo, sendo baseada no
reconhecimento dos hormonios estrogénicos por anticorpos monoclonais. Este hormoénio
presente na amostra compete com o hormdnio conjugado a enzima peroxidase atraves da
ligacdo dos anticorpos monoclonais anti (hormonio de interesse), que por sua vez, foram
impregnados nos pocos da microplaca. O teste é direto, pois quando ndo houver ou a
concentracdo do estrégeno for muito baixa, ou seja, for abaixo do limite de quantificacédo, a
interacdo com os anticorpos ocorrera pelos horménios da solucéo conjugada. Este processo gera
uma enzima na forma livre que interage com um substrato cromogénico (tetrametilbenzidina)
que catalisara a conversao do substrato para um produto colorido. Quanto maior a concentracao
do hormdnio na amostra menor serd& 0 nimero de conjugado antigeno-enzima ligado ao
anticorpo no poco da microplaca, isso ird gerar uma coloracdo mais clara, ou seja, menor
absorbancia (LUCENA, 2013).

Em relagdo a analise quantitativa, a curva padréo e uma curva dose-resposta obtida de
concentragdes conhecidas dos padrdes dos hormonios foram determinadas a partir da
absorbancia a 450 nm. A concentracdo do hormdénio em cada amostra foi calculada com
precisdo através da interpolacdo usando a intensidade de absorbancia obtida a partir da curva

padréo.

4.4.1.1  Extracdo e Purificacdo das Amostras

A metodologia de pré-tratamento das amostras (esgoto e lodo) seguiu as recomendacdes
do fabricante (marca Abraxis). Sendo assim, para aumentar o limite de quantificacdo do método
analitico e pressupondo a concentracdo que seria encontrada em cada amostra, o volume filtrado
tanto do esgoto tratado como do lodo variou. Inicialmente, o pH das amostras foi aferido a fim
de se garantir que estivesse na faixa entre 5 e 8. Devido as matrizes analisadas (esgoto tratado,
bruto e lodo) possuirem aspectos heterogéneos, todas as amostras foram submetidas a um pre-
tratamento.

Quantificado o volume das amostras, as mesmas foram filtradas em membrana de fibra
de vidro (0,7 um de didmetro). Terminado o processo de filtracdo, a fim de recuperar 0s
hormdnios adsorvidos nas membranas, estas foram lavadas com 10 mL de metanol no ultrassom
por 30 minutos, esse processo se repetiu por 3 vezes. Os extratos dos filtros foram levados a
secura em um evaporador rotativo e, em seguida, ressuspendidos com 20 mL de agua ultra pura
para que o eluente fosse incorporado ao filtrado. Feito isso, foi realizado a extragéo por fase

solida utilizando um cartucho C18 (1.000 mg/6 mL) pré-acondicionado com 5 mL de metanol
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e 10 mL de &gua destilada. Passado as amostras, o cartucho foi lavado com 5 mL de agua
destilada, seco sob vacuo por 1 minuto e lavado novamente com 5 mL de hexano. Os horménios
foram eluidos com 5 mL de diclorometano. A amostra eluida foi evaporada em fluxo de N2. O
residuo foi ressuspendido em 50 uL de metanol, misturado no vortéx por 1 minuto e adicionado
450 pL de &gua destilada, tendo um volume final de 500 uL. Feito isso, a amostra foi analisada

pelo ELISA. A Figura 9 esquematiza o processo de preparacao da amostra.



45

Figura 9. Procedimento de preparacdo das amostras.

ESGOTO TRATADO
OU LODO

l Filtragdo com membrana (0,7 pum)
)

l

MEMBRANAS

*Extragdo com
metanol

(3 x 10 mL por
30 min. no ultras-
som);

(0,7 pm)

EXTRATOBRUTO | *Evaporagdo a
) 40 °C
(EXTRATO BRUTO 1) (rotavapor);
*Ressuspenséo
com 2x10mL
de agua por 10
min. no
EXTRATOBRUTO ultrassom.

FILTRADO

3

)

l *Pré-acondicionamento: 5 mL de MeOH
e 10 mL de 4gua;
*Extracao da amostra por SPE;
PE;:E:@‘ZCD)O *Clean up: 5 mL de &gua, secagem no
vacuo por 1 min. e 5 mL de hexano;
(5mL) *Eluicdo com 5 mL de diclorometano.
l *Secagem com fluxo de No;
*Ressuspensdo com 50 pL de
EXTRATO PRONTO MeOH e 450 pL de agua.

PARA ANALISE
(500 pL)

Fonte: Adaptado de PAULA, 2017.
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442 Kit ELISA

O pé conjugado antigeno-enzima foi restabelecido com a solugdo tampéo do kit ELISA
(marca Abraxis). Foi adicionado aos pogos da placa uma mistura de 100 pL da solucéo
conjugada com 100 pL dos padrdes dos hormdnios ou com 100 pL das amostras. A placa foi
incubada por 60 minutos a temperatura ambiente (24° C). Apo6s a incubacéo, foi preparada uma
solucdo com diluicdo de 17 mL de solucdo de lavagem do kit ELISA com 85 mL de agua
destilada para realizar a lavagem da placa com 300 uL. Este procedimento foi realizado por
meio de uma lavadora de placas modelo Stat Fax — 2600 (marca Awarni) por trés vezes.
Posteriormente, foi adicionado 100 pL da solucdo colorida do kit ELISA em cada poco e a
placa foi incubada a temperatura ambiente (24° C) por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada
a solucéo de parada do kit para que se pudesse concluir a reacdo. Por fim, foi realizada a leitura
da placa com absorbancia a 450 nm, atraves da leitora de placas modelo EZ Read 400 Research

(marca Biochrom). As etapas de preparacao da placa podem ser observadas na Figura 10.
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Figura 10. Placa de ELISA apds o periodo de incubagdo (A), durante a adi¢do da solucao de

parada (B) e apds a adicdo da solugdo de parada pronta para leitura (C).

) A

AR A Ay A A AN

Fonte: A autora.
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4.4.2.1 Curva de Calibragéo e Teste de Recuperagéo

Para elaboracdo da curva de calibragdo foram feitos 5 pontos com diferentes
concentragdes de padrdes ja prontos do proprio kit. Para o E2 as concentra¢fes foram de O;
0,05;0,15; 0,4 e 1 pug L e para o EE2 foram de 0; 0,05; 0,15; 0,5 e 3 pug L. Obtidos os valores
de absorbancia de cada ponto, foi calculada a taxa de inibicdo em escala logaritmica (log(B/B0))
conforme a equacéo 5. A partir das concentracdes e dos valores da taxa de inibicéo foi tracada
a curva de calibragdo (Conc x log(B/B0)).

log(B/B0) = 1og((:bb:(<ccg)) x 100) Equacéo 5

Onde log(B/B0) € a taxa de inibicdo, Abs(C) & a absorvancia do padrdo de horménio em
determinada concentracdo e Abs(C0) é a absorvancia do padrdo sem inibi¢do, ou seja, na
concentragdo 0 pg L™

Para avaliar o efeito da matriz foram tracadas 3 curvas desses mesmos padrdes
ressuspendidos na matriz (esgoto tratado ou lodo). A partir dos valores de taxa de inibicdo
média foi obtida a curva de calibragdo na matriz. As concentra¢fes dos hormonios nas amostras
e na determinacédo do percentual de recuperacédo foram realizadas a partir desta curva na matriz
utilizando a sua equacéo da reta.

O percentual de recuperacdo dos horménios na matriz foi realizado através da equacao

C ~
R% = (%) x 100 Equacdo 6
Onde R% e o percentual de recuperagdo, Cn € a concentragdo média da amostra recuperada

processada e Caq é a concentragdo real adicionada a matriz.
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443 HPLC-DAD

4.4.3.1 Preparo das Solugdes

As solugbes-estoque dos padrdes de hormdnios foram preparadas a partir da massa de
10 mg de E2 e de EE2 dissolvidos em 10 mL metanol (concentracdo de 1.000 mg L?). Esta
solucdo foi distribuida em 10 vials (1 mL em cada) e armazenados a -25°C até o seu uso. Cada
vial foi utilizado para o preparo dos padrdes.

A construgdo da curva de calibragdo e as curvas para a determinacdo dos limites de
deteccdo e de quantificagdo foram preparadas a partir da solucdo-estoque de padrdes com
concentracdes de 0,1 a 0,5 mg L avolumados com fase mdvel (50:50 de acetonitrila e dgua).

4.4.3.2 Extracéo e Purificacdo das Amostras

A extragdo e purificagdo das amostras para o0 HPLC foi a mesma realizada na

metodologia do ELISA descrita no item 4.4.1.1 acima.

4.4.3.3 Condicbes Cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada em um Cromatografo Liquido de Alta
Performance com Detector de DAD (HPLC-DAD) modelo 1200 Series (marca Agilent)
utilizando uma coluna de separagao Eclipse Plus C18 5 um, de 250 mm de comprimento ¢ 4,6
mm de diametro interno (marca Agilent). Foi utilizada elui¢ao isocratica com ACN:H»O 50:50
(v/v) acidificada com H3POys e fluxo de 1,0 mL min’'. A detec¢io por DAD utilizada possuiu

comprimento de 281 nm.

4.4.3.4 Curva de Calibracdo, Limites de Deteccéo e de Quantificacdo e Teste de Recuperacao

Para realizagdo da curva de calibragdo foi elaborado um grafico entre as médias das
areas obtidas a partir da injecdao de 5 padrdes de concentragdes diferentes de E2 e EE2 (0,0; 0,1;
0,2;0,3; 0,4 € 0,5 mg L. Através desse grafico pode-se obter o coeficiente de regressio linear

(R?) e a equacio da reta.
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Os limites de detec¢@o (LD) e de quantificagdo (LQ) foram elaborados com a adigdo de
diferentes concentracdes dos padrdes E2 e EE2 (0,0; 0,2; 0,3; 0,4 ¢ 0,5 mg L) ao extrato
purificado da matriz (esgoto tratado ou de lodo). Para isso, 100 uL destes extratos em um via/
com insert foram levados a secura e posteriormente foram ressuspendidos com as diferentes
concentragdes dos hormonios estrogénicos. A realizagdo deste procedimento foi feita em
triplicata. Apos a corrida cromatografica foram elaboradas 3 curvas dos padrdes no extrato
sendo obtidos os seus coeficientes lineares da reta. Os LD e LQ foram calculados a partir das

equagoes 7 e 8, respectivamente (SKOOG et al., 2014).
bm ~
LD = (=2)x3,3 Equacio 7

LQ = (bTm) x 10 Equacédo 8

Onde LD ¢ o limite de detec¢ao, LQ ¢ o limite de quantificagdo, bm ¢ o desvio padrao dos
coeficientes lineares das 3 curvas obtidas dos padrdes na matriz (esgoto tratado ou lodo) e a ¢

o coeficiente angular da curva média dos padrdes na matriz.

Para determinar o percentual de recuperacao do método, foi realizada a dilui¢ao de um
vial armazenado com solugio-estoque (1 mg L) em 1 L de esgoto tratado. Esta solugdo foi
armazenada por 1 dia a 4°C e, em seguida, 3 aliquotas de 250 mL da amostra com os hormonios
foram filtradas e processadas pela mesma metodologia de extragao e purificacao utilizada pelo
ELISA. A concentragao dos hormonios estrogénicos foi calculada pela curva de calibragao na

matriz e o percentual de recuperacao (R%) foi determinado através da equacdo 9.

Cob .
R% = (%) x 100 Equacdo 9

Onde R% ¢ o percentual de recuperacdo, Copb ¢ a concentragdo média obtida pelos

cromatogramas e Caq¢€ a concentracdo real que foi adicionada na matriz (esgoto tratado ou lodo).
4.5  CALCULO DO BALANCO DE MASSAS DOS HORMONIOS

O balango de massas para E2 e EE2 foi calculado a partir da altima adi¢do dos

hormdnios ao processo (103° dia de processo). A quantidade em massa de hormonios que entrou
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no processo foi determinada a partir da analise das suas concentragdes reais no esgoto bruto. O
calculo de massa de hormdnios (E2 e EE2) que foi adicionado ao processo foi realizado de
acordo com a equagdo 10. A quantidade massica de hormonios que saiu pelo esgoto tratado ou
pelo lodo descartado foi determinada pela equagdo 11. O percentual relativo em massa que saiu
pelo esgoto tratado ou pelo lodo descartado em cada um dos 13 ciclos apds o 110° dia de
processo foi calculado utilizando a equagdo 12. O percentual total de hormonios que saiu com
o esgoto tratado ou com o lodo descartado nos 13 ciclos foi determinado utilizando a equagdo

13.

Mentrada = CaflxV Equacéo 10
Msaida = Csaida x V1 Equacéo 11
; Msaida ~
PRsaida = ———— x 100 Equacéo 12

Mentrada
PTsaida = }.}® PRsaida Equacéo 13

Onde Mentrada ¢ a massa de hormonio (E2 ou EE2) que entrou no RBS, Cafl ¢ a concentragao
do hormonio (E2 ou EE2) no esgoto bruto (afluente), V¢ o volume de esgoto bruto no processo,
Msaida ¢ a massa de hormonio (E2 ou EE2) que saiu com o esgoto tratado ou lodo descartado,
Csaida ¢ a concentracao de hormonio (E2 ou EE2) que saiu com o esgoto tratado ou lodo
descartado, V1 corresponde ao volume de esgoto tratado ou lodo descartado, PRsaida ¢ o
percentual relativo a massa de hormonio (E2 ou EE2) que saiu pelo esgoto ou lodo descartado;
PTsaida ¢ o percentual total de hormonios (E2 ou EE2) que saiu pelo esgoto tratado ou pelo

lodo descartado.

46  ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R versdo 4.2.1. Para
avaliar a distribuicdo normal das amostras foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Para as
amostras que apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste t-Student pareado para

comparacdo de médias. No caso das amostras que ndo apresentaram distribuicdo normal foi
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aplicado o teste de Wilcoxon para amostras pareadas. Todos os testes utilizaram um intervalo

de confianga de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DESEMPENHO DOS REATORES
5.1.1 Oxigénio Dissolvido (OD) e Potencial de Oxirreducéo (ORP)
Os dados de OD e ORP foram monitorados durante todo o funcionamento do processo
para que se obtivesse as etapas metabolicas bem definidas, como mostra a Tabela 5. Tanto OD

quanto o ORP apresentaram um comportamento similar nos dois reatores, o que pode ser

observado na Figura 11.

Tabela 5. Valores de OD e ORP em cada etapa metabdlica do processo.

Média Minimo Maximo

oD Anae!‘c’)_bia 0,0 0,0 0,9

(mg LY Aer/ok_na 4,4 0,9 6,9

RBS Andxica 0,4 0,0 57
1 Anaerdbia -282,1 -173,1 -293,2
ORP (mV) = Aerdbia 22,8 -166,6 122,6
Andxica 13,1 -68,6 122,1

oD Anae,rc’)pia 0,0 0,0 0,2

(mg L) Aerlok.Jla 4,2 0,2 6,9

RBS Anodxica 0,4 0,0 5,7
2 Anaerdbia -272,4 -212,4 -282,3
ORP (mV) = Aerdbia 17,5 -208,0 125,5
Anodxica 20,6 -55,6 125,0

Fonte: A Autora.

Observa-se um aumento gradativo nos valores de OD ao longo da fase aerdbia seguido
de um rapido decaimento na fase andxica. Os valores médios de OD no RBS 1 na fase aerobia
foide 4,4 mg L™ e no RBS 2 foi de 4,2 mg L, ja na fase andxica a média foi de 0,4 mg L nos

dois reatores.
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Figura 11. Valores médios do monitoramento de oxigénio dissolvido (OD) e potencial redox (ORP) realizado pelas sondas nos ciclos dos RBS.
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Quanto ao ORP, podemos ver mais claramente as etapas metabdlicas definidas, obtendo
uma media no RBS 1 na fase anaerdbia de -282,1 mV e no RBS 2 de -272,4 mV. Durante a fase
aerada os valores ficaram acima de 100 mV, o que vai de acordo com Gerardi (2003) que
sugeriu valores acima de 50 mV indicando que os microrganismos estao realizando respiragéo
aerdbia. Ainda segundo Gerardi (2003), na fase anoxica, 0 ORP tende a variar na faixa entre -
50 e +50 mV. As medias de ORP obtidas nos RBS 1 e 2 foram respectivamente de 13,1 e 20,6
mV, ficando dentro dessa faixa recomendada para a atividade metabdlica.

5.1.2 Concentracdo de Biomassa

A concentragdo média de biomassa (SSV) no RBS 1 foi de 4.942 mg L™ e no RBS 2 de
5.435 mg L™ como mostra a Tabela 6. Mesmo os menores valores de SSV nos reatores foram
acima dos recomendados por von Sperling (2012) e van Haandel e Marais (1999) para um
sistema de lodos ativados por aeragcdo prolongada. Estes valores prejudicam a taxa de
transferéncia de oxigénio no processo (VAN HAANDEL e MARAIS, 1999). No entanto, esta
dificuldade néo refletiu nos valores de OD obtidos ao longo do ciclo (Figura 11) e, inclusive,
favoreceu a manutengdo dos valores de ORP durante as 4 horas de fase anoxica. A relagédo
SSVISST no RBS 1 e 2 ficou em média de 84% e 83%, respectivamente. Estes valores estdo
proximos ao recomendado para um sistema por lodos ativados com aeracao prolongada que séo
na faixa de 70 a 85% (VON SPERLING, 2012). Nao foram encontrados estudos na literatura
que tenham abordado resultados de biomassa e relacdo SSV/SST em RBS que operaram com
ciclos metabdlicos mistos para efeito de comparacao dos resultados.

O tempo de retencdo de solidos (TRS) nos reatores nao foi fixo, porque o volume
descartado de lodo variou a depender da concentracdo de biomassa que 0s reatores
apresentavam, a fim de evitar uma perda excessiva de sélidos. A média encontrada do TRS no
RBS 1 foi de 61 dias e no RBS 2 foi de 54 dias, enquanto que a mediana desses valores nos
dois reatores foi de 51 dias. PAULA (2017) demonstrou que ndo houveram diferencas na
eficiéncia dos reatores variando o TRS em idades baixas (10 dias) e altas (30 dias). Sendo assim,
0s RBS mantiveram suas eficiéncias mesmo nao tendo sido possivel a fixacdo de TRS como

serd mostrado mais adiante.
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Tabela 6. Valores da concentracdo de s6lidos suspensos totais (SST), s6lidos suspensos

volateis (SSV) e sua relagdo na biomassa dos RBS 1 e RBS 2.

RBS 1 RBS2
SST SSV.  SSV/SST  SST SSV  SSVISST

(mgL*)  (mgL?) (%) (mgL®)  (mgL?) (%0)
Média 5868 4942 84 6525 5435 83
Mediana 5590 4725 85 6575 5530 84
Minimo = 4270 3460 75 5430 4060 74
Maximo 8310 7020 88 8220 6800 90
Coef. Var. 0,22 0,23 0,04 0,12 0,15 0,05

Fonte: A Autora.

Em relacdo a turbidez apresentada nos reatores, podemos observar que algumas
alteracdes pontuais ocorreram elevando os valores em alguns dias, como pode ser observado na
Figura 12. Tal comportamento pode ter ocorrido devido as oscilacbes experimentais que
geralmente acontecem em reatores biologicos. Em média, a turbidez no RBS 1 foi de 22 UNT
e no RBS 2 foi de 14 UNT.

A partir da analise estatistica desses resultados, os dois RBS ndo foram iguais
significativamente em relacdo a turbidez do esgoto tratado e da concentracdo de biomassa,
como pode ser observado na Tabela 7. Apesar dos dois reatores terem sido eficientes, o valor
da turbidez foi um pouco mais elevado no RBS 1. Castellanos et al. (2021b) observaram que
com a entrada desses mesmos horménios em seu reator de lodo granular aerébio impactou a
sua eficiéncia sendo necessario alguns dias para a recuperacgéo de sua eficiéncia. Como o valor
de turbidez no esgoto tratado foi um pouco mais elevado, a concentracdo de biomassa no RBS

1 sofreu uma leve reduzida em relacdo ao RBS 2 que ndo recebeu hormdnios por muito tempo.
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Figura 12. Valores de turbidez no efluente tratado nos reatores RBS 1 e RBS 2 ao

longo de todo o periodo de funcionamento do processo.
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Tabela 7. Testes estatisticos de comparacdo entre RBS 1 e RBS 2 em relacdo a sua

concentracdo de biomassa (SSV) e turbidez do esgoto tratado.

Parametros Analisados Indicador Estatistico

Biomassa t=-415
Turbidez p =0,02

Nota: “p” se refere ao p-valor encontrado no teste de wilcoxon e “t” ao valor encontrado no teste t-Student. A

hipotese nula foi RBS1 = RBS2; para valores de p > 0,05 e t entre -2,06 e +2,06, se aceita a hipétese nula;
Fonte: A Autora.
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5.1.3 Taxa de Consumo de Oxigénio (TCO) e Taxa de Consumo de Oxigénio Especifica
(TCOespec.)

A TCO média tanto no RBS 1 como no RBS 2 antes de receberem os horménios EE2 e
E2 foi de 11,5 mgO2/L. h e a TCOespec. média foi de 0,0019 mgO./mg SSV. h também nos
dois reatores. No RBS 1,a TCO e a TCO especifica aumentaram apés a insercdo dos horménios,
encontrando valores médios de 14,10 mgO2/L.h e 0,0031 mgO2/mgSSV.h, respectivamente.
Esses valores indicam que possivelmente os hormonios promoveram uma melhor
metabolizacdo aerdbia no reator, visto que apresentaram uma TCO e TCOespec. maiores apos
a sua introducdo no sistema anaerobio/ aerdbio/ anoxico. Esta observacdo foi diferente a
relatada por Castellanos et al. (2021b) que sugeriram um provavel impacto dos horménios em
um processo por lodo granular aerdbio. Esta diferenca pode ser atribuida as fases metabdlicas
que foram utilizadas no presente estudo sendo iniciada pela anaerobiose.

Né&o foram realizados calculos de TCOespec. no RBS 2 pos introducdo dos horménios
(no centesimo terceiro dia de processo) visto que ndo foram feitas analises de SSV neste sistema
nos ultimos dias de processo a fim de se garantir que ndo houvesse interferéncia nos valores de
concentracdo dos hormdnios durante 0 monitoramento de seus residuos no esgoto tratado e no

lodo descartado.

5.1.4 Reducédo de Matéria Orgéanica

As concentraces médias de DQO no esgoto bruto e tratado no RBS 1 foram
respectivamente de 451 e de 38 mg L. Jaos de COD foramde 174 e 7 mg L, respectivamente.
No RBS 2 as concentra¢des médias de DQO e COD no esgoto bruto foram respectivamente de
445 e 173 mg L e no esgoto tratado foram de 34 e 8 mg L™, respectivamente. A variagio
desses valores ao longo de todo o processo nos RBS esté representada na Figura 13.

Em relacdo a eficiéncia de reducdo média de matéria organica, o0 RBS 1 teve uma
reducdo de 91% e 0 RBS 2 de 92 % em termos de DQO e ambos de 96% em termos de remocao
de COD como pode ser observado na Tabela 8.

Apesar dos reatores mostrarem eficiéncia similar em relacdo a reducdo de matéria
organica, eles apresentaram desempenhos estatisticamente diferentes em relacdo a remocao de
COD como mostra a Tabela 9. O teste Wilcoxon é recomendado para amostras que ndo tiveram

distribuicdo normal (teste ndo parameétrico) e que compara as medianas dos valores. No entanto,
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a média e a mediana de remoc¢do de COD em ambos o0s reatores tiveram valores iguais (96%),

logo o teste pode ndo estar expressando a realidade dos experimentos.



Figura 13. Concentragdes afluentes e efluentes de matéria orgénica (DQO e COD) nos reatores RBS 1 e RBS 2 (n=25).
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Tabela 8. Eficiéncia de reducdo de matéria organica (DQO e COD) e remocéo de nutrientes

(NT e PT) nos reatores RBS 1 e RBS 2 (n=25).

EFICIENCIA (%)

PARAMETROS
RBS 1 RBS 2
Média 91 92
Minimo 79 85
DQO
Maximo 96 96
Desvio Padréao 5 3
Média 96 96
Minimo 92 93
COD
Maximo 98 97
Desvio Padréao 2 1
Média 80 81
Minimo 71 74
NT
Maximo 86 87
Desvio Padréao 5 4
Média 79 71
Minimo 44 29
PT
Maximo 93 93
Desvio Padréao 13 20

Nota: n = ndmero de amostras.

Fonte: A Autora.

Tabela 9. Dados estatisticos referentes a igualdade significativa em termos de eficiéncia entre

os reatores RBS 1 e RBS 2 em relagdo a DQO, COD, PT e NT.

Parametros Analisados (Efic%o)

Indicador Estatistico

DQO p=0,20
CcoD p=0,02
PT p=0,01
NT t=-2,16 ou p = 0,06

Nota: onde “p” se refere ao p-valor encontrado no teste de wilcoxon (p>0,05) e “t” ao valor encontrado no teste t-

Student (-2,064<t<2,064).
Fonte: A Autora.



62

Valores de eficiéncia foram similares aos encontrados por Jiang et al. (2016) e
Castellanos et al. (2021b). Jiang et al. (2016) operaram um RBS anaerdbia/andxica/aerdbia e
tiveram uma reducdo de matéria organica acima de 90%. Ja Castellanos et al. (2021b) utilizaram
um RBS com lodo granular de 1,5 L com as etapas aerobias/anaerébias (TRH de 4,7h e TRS
de 15 dias) alcancaram uma eficiéncia de 93%. Paula (2017) em um RBS obteve uma reducao
maxima de 87% com etapas metabolicas anaerdbia/aerobia/andxica em um RBS de 6 litros com
TRH de 6 h e TRS de 10 ou 30 dias. Portanto, os dois RBS tiveram eficiéncias de remocao de

matéria organica de acordo com outros estudos com diferentes condi¢es operacionais.

5.1.5 Remocéao de Nutrientes

5.1.5.1 Fosforo

As concentracfes médias de fosforo no esgoto tratado no RBS 1 e 2 foram de 2 e 3 mg
L, respectivamente. A Figura 14 mostra a variacdo dos valores de fosforo total no esgoto bruto
e tratado ao longo do monitoramento do processo. A maior concentracdo de fosforo total
medida no esgoto tratado foi de 7 mg L™ no RBS 1 e de 9 mg L™ no RBS 2 e a minima foi de
1 mg L nos dois reatores. As maiores variagdes aconteceram no inicio do processo, depois

estas oscilacdes na sua concentracdo foram mais reduzidas.
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Figura 14. Concentracdes de PT afluentes e efluentes nos reatores RBS 1 e RBS 2 ao longo

de todo o periodo de funcionamento do processo (n=25).
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A eficiéncia de remocéo de fosforo total chegou a uma média de 79% no RBS 1 e 71%
no RBS 2 e em ambos as eficiéncias maximas chegaram a 93% (Tabela 8). Foi observado ainda
que o RBS 1, que operou recebendo continuamente horménio, teve uma eficiéncia um pouco
maior que o RBS 2 (reator que ndo recebeu horménios continuamente). Vale destacar que as
menores eficiéncias observadas ocorreram no inicio do processo, provavelmente ainda em
aclimatacdo. Castellanos et al. (2021b) obtiveram uma remoc¢do média de fosfato de 87%.
Porém os autores relataram que a adicdo dos horménios E2 e EE2 reduziu a sua eficiéncia

devido ao impacto negativo na biomassa do reator.
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Embora seja observado certa similaridade entre as eficiéncias na remocéo de PT, os
reatores ndo foram iguais significativamente (valores de p podem ser vistos na Tabela 9). Neste
caso, as medianas na remocgéo de PT foram 85 e 74% em RBS 1 e 2, respectivamente, logo
justifica o resultado estatistico observado. Apesar disso, dentre as 25 amostragens realizadas ao
longo do monitoramento, apenas 8 e 6 amostras tiveram eficiéncia respectivamente menor que
70% para RBS 1 e 2. Isto sugere que 0 processo nao tenha sido afetado pelos hormdnios como
citado pela literatura.

Liu et al. (2020) utilizaram um RBS com etapas metabdlicas similares a deste estudo,
TRS variando de 12 a 25 dias e testes de variagdes de TRH. Os autores obtiveram uma remocao
de PT maxima de 99,68% com TRH de 12h. Jiang et al. (2016) e Li et al. (2014) também
operando RBS obtiveram remocdes de PT acima de 90%, ambos os TRS eram abaixo de 10
dias. Van Haandel e Marais (1999) explicam que para se obter maiores remoc¢des de PT se
necessita de um baixo TRS (em torno de 3 e 5 dias). Um fator que possa explicar a menor
eficiéncia de remocdo de PT no presente trabalho (acima de 71%) em relacdo aos encontrados
por Liu et al. (2020), Jiang et al. (2016) e Li et al. (2014) (acima de 90%) pode ter sido devido
ao alto TRS adotado, que foi em média 61 dias no RBS 1 e 54 dias no RBS 2, apesar de Paula
(2017) ndo ter observado diferencas na remocao de PT com duas distintas idades do lodo (10 e
30 dias). Vale ressaltar que mesmo ndo obtendo um percentual muito elevado de remocéo, 0s
valores de concentracdes de PT no esgoto tratado foram baixos, ficando na faixa de 2 a 3 mg
L2,

5.1.5.2 Nitrogénio

As concentracfes médias de nitrogénio no esgoto tratado no RBS 1 foram de 13 mg L-
e no RBS 2 de 12 mg L*. A concentragido maxima medidano RBS 1 e 2 foide 18 e 17mg L’
1'e aminima de 10 e 9 mg L, respectivamente. Na Figura 15 podemos observar a variagdo das

concentracdes de NT no esgoto bruto e tratado durante todo o funcionamento do processo.
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Figura 15. Concentracdes de NT afluentes e efluentes nos reatores RBS 1 e RBS 2 ao longo

de todo o periodo de funcionamento do processo (n=25).

. RBS 1- NT
- =
- [ ] -9
® 60 & -0 o 'v
°
G 40
£
g 20 .\"".’_Fﬂ’.\H\‘—"‘
c
o
Q

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tempo (d)
@— Afluente  —@— Efluente

. RBS 2 - NT
e W
E., 60 *dpe_ g0 o, o
9 40
h
B
§ 20
c ."‘ L —i . . ' . . ‘
o
v P

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tempo (d)
@®— Afluente  —@— Efluente

Nota: n = ndmero de amostras.
Fonte: A Autora.

Os reatores apresentaram um bom desempenho na remoc¢éo de NT com uma eficiéncia
média de 80% no RBS 1 e de 81% e no RBS 2 (Tabela 8). A remocéo chegou a valores maximos
de 86% e 87% nos RBS 1 e 2, respectivamente. E possivel observar que ambos tiveram
comportamentos similares. No entanto, as eficiéncias dos reatores foram diferentes
significativamente a partir do teste t-Student (Tabela 9) que foi o utilizado, pois os resultados
de remocdo de NT tiveram distribuicdo normal. Vale destacar que este teste é recomendado

para a analise comparativo entre popula¢fes que possuem um n amostral maior que 30, 0 que
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ndo foi o caso dos experimentos deste estudo (n = 25). Partindo-se do teste de Wilcoxon, o p
valor obtido foi superior a 0,05, logo os reatores tiveram desempenhos semelhantes.

Para que se remova hitrogénio precisamos da fase aerdbia seguida da andxica, fases
essas que ficaram bem definidas nesse estudo, como podem ser observados nos valores
encontrados de ORP e OD ao longo dos ciclos. O controle destes parametros pode ser um dos
fatores que permitiram uma boa eficiéncia na remocdo de nitrogénio. Castellanos et al. (2021b)
relataram uma remocdo de 71% de NT e atribuiram a baixa remocdo a alta concentragdo de OD
mantida dentro do reator (proximo aos niveis de saturacdo do oxigénio). Outro fator que pode
ter contribuido para esse percentual de remocao pode ter sido devido ao TRH de 12 horas e
TRS acima de 50 dias. O uso de maiores valores de TRS e TRH favorecem o desenvolvimento
das bactérias nitrificantes que possuem baixa taxa de crescimento no lodo e permitem a acéo
das nitrificantes (AHN, 2006). Jiang et al. (2016) obtiveram eficiéncias de 82 a 92% com TRH
de 12 e 16 h, enquanto, Liu et al. (2020) encontraram eficiéncias de 84% com TRH de 12 h.
Estes autores tiveram eficiéncias altas (86 e 97%) adotando TRH menores que 12 h devido a
adicdo de carbono orgéanico na fase andxica. Essa adicdo de carbono pode ter sido o fator que
tenha influenciado na alta remocéo de nitrogénio, uma vez que os organismos desnitrificantes
sdo heterotréficos facultativos (WRAGE et al., 2001). Paula (2017) relatou que com um RBS
utilizando um TRH de 6h houve uma eficiéncia média de remocao de na faixa entre 30 e 40%,

reforcando que maiores eficiéncias ocorrem em maiores TRH.

52  AVALIACAO DOS HORMONIOS ESTROGENICOS NOS RBS

5.2.1 Quantificacdo dos Hormonios no Esgoto Tratado e no Lodo Descartado

Para determinacdo dos hormdnios foram testadas as metodologias de ELISA e HPLC-
DAD. Nos testes de curva de calibracdo, efeito matriz e de recuperacdo no HPLC-DAD foi
observado uma baixa sensibilidade para detec¢do e quantificagdo dos horménios como mostra
a Tabela 10. Assim foi descartada a possibilidade de utilizacdo deste método para que se
pudesse quantificar os hormdnios no esgoto tratado. Em um estudo realizado por Araujo (2006)
foi testado a eficiéncia de um cromatografo com detectores de DAD e de fluorescéncia para
quantificacdo de hormdnios em esgoto sintético. O detector DAD apresentou baixa
sensibilidade comparado ao de fluorescéncia pois os valores de LQ para E2 e EE2 foram
respectivamente de 231 e 250 pg L. Por outro lado, os LQ com o detector de fluorescéncia
tiveram valores de 14,1 ug L™ para E2 e 22,5 ug L™ para EE2. Paula (2017) e Souza (2019)
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tiveram um LQ para EE2 de 50,7 e 30,3 ng L, respectivamente, usando HPLC-FL e ap6s a
concentragdo da amostra em 1.000 vezes. Infelizmente ndo foi possivel a utilizacdo deste
equipamento pois estava em manutengdo. A partir desses resultados, optou-se por utilizar
apenas a metodologia de ELISA para realizagdo deste estudo.

Tabela 10. Limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) de EE2 e E2 no esgoto tratado.

LD (ug L) LQ (ug L™
EE2 0,39 1,18
E2 0,48 1,47

Fonte: A Autora.

A curva de calibracdo realizada pelo ELISA com padrdes nas concentragdes de 0; 0,05;
0,15; 0,4 e 1 ug L para o E2 e 0; 0,05; 0,15; 0,5 e 3 g L™ para o EE2 nas matrizes esgoto
tratado e lodo esté apresentada na Figura 16. Embora o fabricante recomende a construgéo de
curvas em duplicata, foi realizada em triplicata para identificar a funcionalidade do kit para
estas matrizes. A partir da revisdo bibliografica realizada, ndo foi encontrado algum estudo que
utilizou este kit para identificacdo e quantificacdo de E2 e EE2 em lodo, mas Gomes et al.
(2021) ja utilizaram este tipo de kit para 0 monitoramento de EE2 em esgoto doméstico em
Brasilia.

Os graficos da Figura 16 mostram comportamentos semelhantes entre as curvas de
calibracdo e dos padrBes na matriz do esgoto tratado, mas houve uma maior interferéncia na
matriz do lodo. Além disso, pode-se observar que as curvas no E2 tiveram uma menor
interferéncia da matriz, provavelmente devido a sua faixa de deteccédo e quantificacdo ser menor
(entre 0,05 e 1 pg L), ao contrario do EE2 que possui uma faixa maior (até 3 pug L™). Logo
este método pode sofrer interferéncias quando as concentragdes de hormdnios forem maiores
que 1 pg L. Assim, optou-se por utilizar as curvas na matriz para a realizagdo dos calculos de
concentracdo encontrados nas amostras dos RBS.

No teste de recuperacgdo foi utilizada uma concentragdo nominal de 0,25 pg L™ para
ambos 0s hormdnios no esgoto tratado. A concentracdo média obtida de EE2 no esgoto tratado
foi de 0,230 pg L™ com uma recuperagdo média de 92,1%. Para o horménio E2, a concentragio
média obtida no esgoto tratado foi de 0,286 pg L™ com uma recuperaco de 114,3%. Os valores

para célculo do percentual de recuperacdo estdo descritos na Tabela 11.
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Infelizmente ndo foi possivel a realizac&o de testes de recuperacao no lodo devido a falta
de kit de ELISA para tal finalidade. Assim, foram adotados 0s mesmos valores encontrados no

esgoto tratado.



Figura 16. Curvas de calibracdo e na matriz do EE2 e E2 em amostras de esgoto tratado e do lodo.
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Fonte: A Autora.

69



70

Tabela 11. Valores obtidos para calculo do percentual de recuperacdo nas amostras de esgoto

tratado.

Concentracdo usadano  Concentracdo Média .
Recuperacéo (%)
esgoto tratado (ug L) (ug LY

0,317
EE2 0,250 (ug L) 0,240 92,07
0,133
0,361
E2 0,250 (ug L) 0,211 114,33
0,157

Fonte: A Autora.

5.2.2 Remocédo do EE2 e E2

5.2.2.1EE2

A concentracio real de EE2 aplicada no esgoto bruto foi de 7,96 pg L™, resultando em
uma massa de 111,40 pg. Este valor foi préximo ao nominal de 5 pg L™. No RBS 1, o percentual
relativo que permaneceu no reator no primeiro ciclo foi de 42,9% e o no altimo ciclo foi de
17,9%. No esgoto tratado, o somatorio dos percentuais relativos de massa foi de 62,8% e no
lodo descartado de 1,4% totalizando 64,2% do EE2 que foi descartado nessas matrizes. No RBS
2, 0 percentual relativo que permaneceu no reator no primeiro ciclo foi de 32,5% e no ultimo
ciclo foi de 6,2%. No esgoto tratado o percentual foi de 32,4% e no lodo de 1,1%, totalizando
33,5%. Para ficar mais claro esses valores, a Figura 17 esquematiza os valores de concentracao
no esgoto bruto, o quanto permaneceu no reator e o quanto foi liberado tanto no esgoto tratado

como no lodo.
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Figura 17. Balanco percentual de massa de EE2 na entrada, saidas e permanéncia nos
reatores RBS 1 (a) e RBS 2 (b).
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Fonte: A Autora.
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A Tabela 12 mostra os valores de concentragdo, massa e de percentual de massa em
cada ciclo. O RBS 1 teve uma concentragdo e consequente percentual de massa maior do que
no RBS 2 e isso se deve ao RBS 1 ter recebido horménio desde o inicio do processo, mostrando
que a aclimatacéo ndo resultou em uma boa eficiéncia de remocao, mas apenas acumulou mais
EE2 no reator. Podemos observar também que as concentracbes presentes no lodo foram
maiores do que as encontradas no esgoto tratado. O percentual de massas foi menor visto que
0 volume de lodo descartado sempre foi menor do que o de esgoto. Este resultado sugere que o
EE2 permaneceu no reator podendo ser constantemente liberado durante o descarte de lodo e/ou
esgoto tratado como ja foi observado por Souza (2019).



Tabela 12. Valores de concentracdo, massa e percentual de massa liberados a cada ciclo no esgoto tratado e no lodo de EE2.
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Esgoto Tratado Lodo
RBS 1 RBS 2 RBS 1 RBS 2
Ciclos
C(ugLhH* M(ug) PM  C(ugLhH* M(ug) PM  C(ugLh)* M(ug) PM  C(ugL™)* M(ug) PM

14/02 - N 3,001 42,02 37,71 1,050 14,70 13,20 8,009 0,320 0,288 6,065 0,364 0,327
15/02 - D 1,037 14,51 | 13,03 0,308 4,310 3,869 5,185 0,207 0,186 2,607 0,156 0,140
15/02 - N 0,338 4,734 4,249 0,337 4,720 4,237 1,723 0,086 0,077 1,992 0,120 0,107
16/02 - D 0,304 4,262 | 3,826 0,501 7,013 6,296 5,862 0,234 | 0,210 1,764 0,106 = 0,095
16/02 - N 0,045 0,631 0,566 0,076 1,069 0,951 0,105 0,004 0,004 0,161 0,010 0,009
17/02 - D 0,046 0,638 0,573 0,019 0,272 0,244 0,353 0,014 0,013 0,428 0,026 0,023
17/02 - N 0,030 0,420 0,377 0,250 3,502 3,144 0,181 0,007 0,007 1,463 0,088 0,079
18/02 - D 0,022 0,311 0,279 0,018 0,253 0,228 0,276 0,008 @ 0,007 0,362 0,022 0,019
18/02 - N 0,040 0,562 0,504 0,002 0,030 0,027 2,173 0,109 0,098 2,065 0,124 0,111
19/02 - D 0,084 1,170 | 1,050 0,007 0,093 0,084 7,674 0,307 0,276 1,399 0,084 0,075
19/02 - N 0,015 0,210 0,189 0,003 0,048 0,043 1,522 0,046 0,041 0,838 0,050 0,045
20/02 - D 0,016 0,226 0,203 0,004 0,059 0,053 1,611 0,048 0,043 0,889 0,054 0,048
20/02 - N 0,021 0,292 0,262 0,003 0,036 0,033 3,342 0,134 0,120 1,167 0,070 0,063

Total 4,999 69,99 62,82 2,579 36,10 32,40 38,02 1,526 1,369 21,21 1,273 1,142

Notas: C = concentracdo; M = Massa; PM = percentual de massas; D = dia; N = noite. *os valores de concentracao foram corrigidos pelo fator de diluicdo e/ou concentracéo,
sendo todas asamostras ficando dentro da faixa de quantificagdo minima e maxima.

Fonte: A Autora.
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Na Figura 18 pode ser observada a distribui¢éo de massa do EE2 acumulada no esgoto
tratado e no lodo descartado ao longo dos 13 ciclos. Como ja mencionado na Tabela 12, a massa
presente no RBS 1 foi maior do que no RBS 2, devido a aclimatagdo que o primeiro reator
recebeu com os horménios. A partir do quarto ciclo, os valores de massa acumulada tenderam
a se manter estaveis e depois a decair, indicando que o EE2 ndo estava mais sendo liberado pelo
esgoto tratado. No lodo foi observado o fenémeno inverso, onde os valores de massa acumulada
tenderam a aumentar a cada ciclo, com um crescimento constante. Logo, entende-se que tanto
no RBS 1 quanto no RBS 2 0 EE2 no esgoto tratado teve uma tendéncia de decaimento ao longo
dos ciclos e no lodo a tendéncia foi de aumento, indicando que possivelmente o principal

mecanismo de remoc¢éo de EE2 que ocorreu foi o de sorcao pelo lodo.



Figura 18. Liberacdo acumulada de EE2 pelo esgoto tratado e pelo lodo nos reatores RBS 1 e RBS 2 ao longo dos ciclos (n=13).
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Fonte: A Autora.
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Castellanos et al. (2021a) em seu estudo relatou que o EE2 apresentou maior resisténcia
a biodegradacéo e que isso poderia estar relacionado ao fato desse horménio ser um estrogénio
sintético que apresenta um grupo em sua estrutura, localizado na posicdo 17, que pode
potencialmente bloquear o acesso ao grupo hidroxila que fica localizado nessa mesma posicao,
tornando sua degradagdo mais dificil. Além disso, ele relatou que ao considerar a biomassa
presente no reator e a massa de hormdnio que foi alimentada, apenas 0,04% foram removidos
por adsorcao. Eles sugerem que, ao longo do ciclo do RBS, ocorre uma répida adsorcdo inicial
na biomassa granular na etapa anaerdbica, seguida por biodegradacéo sob condicGes de aeracao.
Esses resultados divergem um pouco do encontrado nesse estudo, onde maiores concentragdes
foram encontradas no lodo e a tendéncia era que o EE2 se encontrava em maioria sorvida no
lodo. Dubey et al. (2022) estudou a remocdo em duas estacGes de grandes escalas, uma ETE
Biodenipho e outra A20. Foi relatado que na ETE A20 o digestor anaerobio ndo estava
funcionando e as amostras coletadas foram de lodo desidratado néo tratado. Ele ndo encontrou
EE2 no lodo de nenhuma das ETEs e mencionou que remoc¢do de EE2 aumentou com o
aumentou do OD e que isso pode ser devido a alta taxa de biodegradacao
(anaerébio<andxico<aerobico), sendo assim a principal via de remocéo foi a biodegradacao.
Paula (2017) em seu processo RBS relatou que a principal via de remocéao do EE2 seria a sor¢éo
com subsequente dessorcdo. Zheng et al. (2021) e Souza (2019) ambos operando um RBS,
sugeriram que a principal via de remocéo foi por sor¢do no lodo. Zheng et al. (2021) relata
ainda que o EE2 € um horménio muito biorrefratario.

A remocdo média de EE2 no RBS 1 foi de 35,8% e no RBS 2 de 66,5%. Dubey et al.
(2022) em seu processo relatou uma eficiéncia acima de 90% e Castellanos et al. (2021a)
operando um RBS também encontraram alta remocéo (~ 93%). Zheng et al. (2021) operando
um RBS de TRH de 4h conseguiu 84,8% de remocdo, mas Fang et al. (2019) analisando 6
diferentes ETEs, todas de lodo ativado (valos de oxidacdo, RBS, alimentacdo em 1 etapa,
alimentacdo em 2 etapas, alimentacdo em 3 etapas e aeracdo estendida) obtiveram apenas 28,3%
de remocdo de EE2 no processo por RBS e a maior eficiéncia foi de 99,3% na estacdo com
alimentacdo em 3 etapas. Ele atribui a baixa remo¢do no RBS ao TRH curto e a sua alta vazéo
média diaria. Eles sugeriram que para uma boa eficiéncia de EE2 se necessita de TRH elevado.
Essa colocacdo se opde as eficiéncias relatadas por Castellanos et al. (2021a) e Zheng et al.
(2021) que com TRH baixo conseguiram alta remocao. No presente estudo que utilizou um
TRH de 12h ndo foram atingidos altos valores de remocéo de EE2, principalmente no RBS 1

que estava sendo alimentado com o horménio desde o inicio do processo.
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Estudos sugerem ainda uma possivel relacdo entre a nitrificacdo durante a remocéao de
NT e a biodegradagdo do EE2 (JOSS et al., 2003; CLARA et al., 2005; SUAREZ et al., 2010;
HAMID AND ESKICIOGLU, 2012). Li et al. (2020) sugeriram a biodegradacéo de hormonios
estrogénicos pelas bactérias oxidadoras de aménia (AOB) pela acdo da enzima amdnio
monooxigenase que é capaz de promover a co-metabolizacdo de EE2 e am6nia. Khunjar et al.
(2011) observaram o papel importante na biodegradacdo conjunta de EE2 pelas bactérias
heterotroficas aerdbias e as AOB. No entanto, Kassotaki et al. (2019) que cultivaram culturas
puras de AOB e bactérias oxidadoras de nitrito (NOB) em RBS, ndo obtiveram valores
significativos de remocao/biodegradacdo de EE2 mesmo em altas taxas de remocao de NT. Os
RBS do presente estudo tiveram valores expressivos de remocdo NT, mas isto ndo refletiu em
biodegradacdo do EE2. Pelo que parece, o principal mecanismo provavel para a remogdo de
EE2 encontrada foi pela sorcdo pelo lodo descartado.

Poucos estudos abordaram a remocdo simultanea de PT e de EE2. Chein et al. (2018)
observaram baixa taxa de degradacdo de EE2 em processos com alta remocdo de PT. No
entanto, Torresi et al. (2019) e Kent e Tay (2019) sugeriram a remocao de alguns estrogénios
em sistemas com remocdo de PT, primeiramente por sor¢do e depois por biodegradacdo. Os
sistemas RBS deste presente estudo mostraram sorcao pelo lodo como via principal de remogéo
mesmo em um sistema que ficou por um longo periodo de aclimatacdo (RBS 1). Provavelmente
se 0 monitoramento fosse mais prolongado, concentragdes de EE2 ainda seriam medidas no
lodo descartado. Souza (2019) operando um RBS com as mesmas etapas metabolicas utilizando
um TRH de 8h e uma TRS de 50 dias encontrou 16,5% de remocéo de EE2 e também indicou
que os residuos de hormdnios ficaram sorvidos no lodo do processo. Uma possivel justificativa
para este fenbmeno € a sequéncia metabolica escolhida nos sistemas. A fase anaerdbia inicial
foi importante para o desenvolvimento dos organismos acumuladores de fosforo (OAF), mas a
provavel reducdo da matéria organica nesta etapa pode ter provocado uma inibicao das bactérias
heterotréficas na etapa aerdbia seguinte. A inibicdo das heterotroficas prejudicou o que segundo
0s autores auxiliam na biodegradacdo de EE2 junto as AOB. Por outro lado, como as bactérias
nitrificantes sdo aerdbias autotrdficas, esta inibicdo favoreceu o seu crescimento uma vez que é
comum a competicdo desses organismos pela aeracdo (VON SPERLING, 2012). Uma possivel
solucdo seria a adicdo de matéria organica na etapa aerébia promovendo a co-metabolizacdo da
amodnia e do EE2, mas isto pode vir a reduzir a taxa de nitrificacdo. Outro fator que poderia ter
favorecido uma maior remocédo de EE2 seria a reducdo do TRS aumentando o volume de lodo
a ser descartado do processo, mas isso poderia também reduzir a remocdo de NT devido a baixa

taxa de crescimento das nitrificantes, o que exigem um alto TRS no sistema. Gomes et al. (2021)
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apontaram sobre a escassez de estudos correlacionando a remogdo de PT e de EE2, mesmo em
sistemas com remocao de fosforo por coagulagdo quimica. Portanto, a maior por¢do do EE2
ficou sorvida no lodo, por isso o0 seu baixo percentual de remocéo.

5.222E2

A concentracdo real de E2 no esgoto bruto foi de 5,96 pg L™, bem proxima a
concentracdo nominal (5 pg L), correspondendo a uma massa adicionada ao sistema de 83,39
Hg. No RBS 1, o percentual relativo que permaneceu no reator no primeiro ciclo foi de 2,2% e
no ultimo ciclo foi de 0,4%. No esgoto tratado, 0 somatdrio total do percentual relativo de massa
foi de 12,8% e no lodo descartado foi de 0,1%, totalizando 12,9% do E2 que saiu do sistema.
No RBS 2, o percentual relativo que permaneceu no reator no primeiro ciclo foi de 3,2% e no
ualtimo ciclo foi de 0,3%. No esgoto tratado, o somatdrio total do percentual relativo de massa
foi de 17,0% e no lodo descartado foi de 0,2%, totalizando 17,2%. Para melhor ilustrar, a Figura
19 esquematiza os valores de concentragdo no esgoto bruto, 0 quanto permaneceu no reator e 0
quanto foi liberado tanto no esgoto tratado como no lodo.

Na Tabela 13 podemos observar os valores de concentracdo, massa e de percentual em
massa do E2 ao longo de cada ciclo. Assim como ocorreu com EE2, a concentracdo também
foi maior no RBS 1 do que no RBS 2, porém essa diferenca ndo foi tdo grande se comparado
ao EE2. A concentragd@o no lodo também foi maior do que a encontrada no esgoto tratado.

Na Figura 20 podemos observar o percentual liberado em massa acumulada do E2 no
esgoto tratado e no lodo descartado. Podemos observar que a liberacdo foi um pouco maior no
RBS 2 do que no RBS 1. Diferentemente do que ocorreu no sistema com EE2, o E2 tem uma
tendéncia de decaimento tanto no esgoto tratado como no lodo descartado, pois nos ultimos
ciclos quase ndo se detectou mais E2 em nenhuma das duas matrizes. 1sso pode sugerir uma
provavel biodegradacdo desse horménio por este processo. A maioria dos trabalhos sdo
consensuais de que a principal via de remoc¢édo de E2 é por meio da biodegradacdo (SOUZA,
2019; CASTELLANOS et al., 2021a; ZHENG et al., 2021; DUBEY et a., 2022), o que

corrobora com os achados deste presente estudo.
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Figura 19. Balanco percentual de massa de E2 na entrada, saidas e permanéncia nos reatores
RBS 1 (a) e RBS 2 (b).
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Fonte: A Autora.



Tabela 13. Valores de concentracdo, massa e percentual de massa liberados a cada ciclo no esgoto tratado e no lodo de E2.
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Esgoto Tratado Lodo
RBS 1 RBS 2 RBS 1 RBS 2

Ciclos  C(ugL") M(ug) PM C(ugL") M(ug PM C(gL") M(ug) PM C(ugL?) M(ug) PM
14/02 - N 0,215 3,015 3,616 0,167 2,333 2,798 0,306 0,012 0,015 0,445 0,027 0,032
15/02 - D 0,144 2,019 2,421 0,077 1,071 1,284 0,291 0,012 0,014 0,369 0,022 0,027
15/02 - N 0,162 2,261 2,712 0,514 7,200 8,634 0,307 0,015 0,018 0,550 0,033 0,040
16/02 - D 0,162 2,261 | 2,712 0,133 1,869 | 2,241 0,211 0,008 = 0,010 0,266 0,016 0,019
16/02 - N 0,016 0,231 0,277 0,024 0,343 0,411 0,050 0,002 0,002 0,069 0,004 0,005
17/02 - D 0,010 0,142 0,170 0,012 0,169 0,203 0,092 0,004 0,004 0,057 0,003 0,004
17/02 - N 0,005 0,077 0,092 0,058 0,819 0,982 0,083 0,003 0,004 0,124 0,007 0,009
18/02 - D 0,018 0,113 0,136 0,010 0,145 0,174 0,066 0,002 0,002 0,055 0,003 0,004
18/02 - N 0,005 0,076 0,091 0,005 0,072 0,087 0,078 0,004 0,005 0,060 0,004 0,004
19/02 - D 0,017 0,242 0,291 0,004 0,050 0,060 0,053 0,002 0,003 0,068 0,004 0,005
19/02 - N 0,004 0,054 0,065 0,002 0,031 0,038 0,138 0,004 0,005 0,089 0,005 0,006
20/02 - D 0,004 0,057 0,069 0,002 0,034 0,040 0,081 0,002 0,003 0,037 0,002 0,003
20/02 - N 0,008 0,113 0,135 0,003 0,043 0,051 0,051 0,002 0,002 0,046 0,003 0,003

Total 0,762 10,66 12,78 1,013 14,18 17,00 1,805 0,073 0,088 2,235 0,134 0,161

Notas: C = concentracdo; M = massa; PM = percentual de massas; D = dia; N = noite. *o0s valores de concentracdo foram corrigidos pelo fator de diluicdo e/ou concentrago,

sendo todas as amostras ficando dentro da faixa de quantificagdo minima e maxima.

Fonte: A Autora.



Figura 20. Liberacdo acumulada de E2 pelo esgoto tratado e pelo lodo nos reatores RBS 1 e RBS 2 ao longo dos ciclos (n=13).

Liberagdo Acumulada de E2 pelo Esgoto Tratado Liberagdo acumulada E2 pelo Lodo - RBS1
- RBS1 01
12,0 0,1 r— D
10,0 3 - .‘ ® o ©® g, 0,1 .' S
et ?p 01
% 80 i o .®
= E % 00 D—
3 60 a
% e = 0,0 =
= 40 0
. 0,0
2,0 0,0 e
0,0 0,0
0 2 1 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Ciclos Ciclos
Liberagcdo Acumulada de E2 pelo Esgoto Tratado Liberagdo acumulada E2 pelo Lodo - RBS2
- RBS2 02

20,0 e I e e I B o ®...®

18,0 01 | e '. """ ® . -

16,0 e e o L . ‘_‘..-0
— 14,0 9 o .¥ = 20,1 B
o ' =
= 120 R o 2 01 o
8 100 : 8
8 80 = 01 &
= 60 g 0,0

4,0 R °

20 ° 0,0

0,0 0,0

0 2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Ciclos Ciclos

Fonte: A Autora.
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Apos os 13 ciclos, a remogdo de E2 no RBS 1 foi de 87,1% e no RBS 2 foi de 82,8%.
Zheng et al. (2021) relataram que a remocéo de E2 depende principalmente da biodegradacao,
e eles conseguiram uma remogao de 93,5% em um RBS. Castellanos et al. (2021a) obtiveram
99% de remocdo de E2 em um sistema anaerdbio seguido por um lodo granular aerébio. Dubey
et al. (2022) relataram que o E2 teve maior remocdo na condicdo anaerdbia, enquanto que o
EE2 sua remocao foi na condi¢cdo aerébia. Souza (2019) que trabalhou com um RBS com as
mesmas fases deste estudo, encontrou um resultado semelhante ao deste estudo, indicando
86,2% de remocdo provavelmente por biodegradacdo. Ja Fang et al. (2019) nos 6 tipos de
tratamento de esgotos diferentes ja& mencionados acima, conseguiu baixa remocéo em todos 0s
processos, com valores que variaram entre 6,4% a 63%. Em seu processo de alimentacéo por 3
etapas eles conseguiram uma remocdao de até 99% de EE2, enquanto que para o E2 foi apenas
de 6,4%. Estes autores justificaram estas eficiéncias em funcdo da maior hidrofobicidade do
EE2. Alem disso, eles atribuiram aos baixos valores de remocdo de E2 as caracteristicas
operacionais do processo como o baixo tempo de retencédo hidraulica, mas que o baixo valor de

TRS favoreceu a remocéo de EE2 pelo lodo.
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6. CONCLUSAO

Este estudo avaliou a remocdo de nutrientes, matéria organica e dos hormonios
estrogénicos 17 a-etinilestradiol (EE2) e 17 pB-estradiol (E2) por reatores em batelada
sequenciais (RBS) adotando as fases anaerdbia, aerdbia e andxica com um TRH de 12 horas,
sendo um reator aclimatado com os hormdnios (RBS 1) e outro sem esta aclimatagéo (RBS 2).
A partir disso foi possivel chegar as seguintes conclusdes.

Os dois reatores mostraram uma alta eficiéncia nas remoc6es de matéria orgénica (DQO
e COD) e nutrientes (NT e PT), mesmo apresentando diferenca significativa na maioria dos
parametros analisados entre os reatores, ambos tiveram comportamentos semelhantes.

Apesar de estudos apontarem que 0s hormonios estrogénicos prejudicam a eficiéncia
dos processos RBS por afetarem a sua biomassa, o presente estudo encontrou um bom
desempenho nestes sistemas, mesmo no RBS 1 que foi aclimatado por um longo periodo com
0s hormonios.

O teste ELISA foi eficiente na determinagdo dos hormdnios E2 e EE2 em esgoto tratado
e em lodo. A determinacdo por este método requereu pouca quantidade de amostra o que se
mostrou bem aplicavel em sistemas de escala de bancada, visto que geralmente estudos desse
tipo ndo possuem um volume alto para coleta de amostras.

Né&o foi observada uma diferenca na taxa de remogéo e no mecanismo de remocéo dos
horménios entre o reator aclimatado (RBS 1) e o ndo aclimatado (RBS 2). O provavel
mecanismo de remoc¢édo de EE2 foi pela sor¢do no lodo e ndo por biodegradacdo, mesmo nos
reatores com alta taxa de remocdo de NT e PT, contrariando os achados na literatura. Sendo
assim, estes micropoluentes podem ser constantemente descartados pelo lodo em excesso
desses processos. Por outro lado, o E2 mostrou uma tendéncia de biodegradacao, convergindo

com os dados citados pela literatura.
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7. CONSIDERACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando os contratempos e ajustes de tempo necessarios para o término deste
trabalho devido principalmente a pandemia de SARS-Cov-19 instaurada em marcgo de 2020 e
que permaneceu até o meado de 2021, algumas atividades inicialmente previstas ndo puderam
ser realizadas.

Os ensaios com reatores em maior escala (piloto) estavam previstos, mas ndo puderam
ser realizados. Esta abordagem seria importante para avaliar a remocao de nutrientes e de
estrogénios com o uso de esgoto sanitario ao invés do sintético. Além disso, seria possivel o
descarte de maiores volumes de lodo o que poderia ajudar na analise de residuos uma vez que
seria possivel a concentracdo desses residuos nessas matrizes.

Apesar do robusto resultado de residuos de horménios no esgoto tratado realizado pelo
ELISA, nédo foi possivel a realizacdo dos testes de recuperacdo em lodo descartado. Visto a
complexidade desta matriz, seria importante a realizacdo de testes de extracao e ajustes no efeito
matriz, bem como a analise completar pela cromatografia liquida com detector de fluorescéncia.

Como visto nos resultados deste trabalho, 0 EE2 teve tendéncia de aumento para sua
liberacdo no lodo ao longo dos ciclos, sendo o seu principal mecanismo de remoc¢éo a sorcao
no lodo. Sendo assim, seria interessante aumentar o tempo de monitoramento (amostragem
acima de 13 ciclos) dos residuos no lodo descartado.

Por fim, como este estudo apontou que a sorc¢do pelo lodo é a principal via de remogéo
do EE2, seria interessante abordar formas de tratamento deste lodo antes do seu descarte. Como
a revisao bibliogréafica sinalizou, a digestdo aerdbia do lodo pode ser uma das alternativas para
ser avaliado. No caso de E2, seria importante avaliar os metabdlitos gerados pelo processo e

avaliar se a sua atividade estrogénica foi reprimida pelo processo.
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