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RESUMO

Os desreguladores enddcrinos sdo compostos capazes de causar efeitos danosos a
salde, podendo afetar no crescimento, desenvolvimento, reproducdo e comportamento de
seres vivos. Esses compostos estdo presentes nos efluentes domeésticos, em sua maioria na
forma de composto estrogénicos. O tratamento convencional de efluentes domésticos nédo
objetiva a remocdo de tais substancias, e por consequéncia elas atingem os corpos hidricos.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade estrogénica de efluente
sanitario bruto e tratado, de uma estacdo de tratamento de esgotos (ETE) com sistema de
lodos ativados por aeracdo prolongada. O efluente sanitério foi caracterizado de maio de 2019
a junho de 2022, quanto aos parametros fisico-quimicos e em relacdo a atividade estrogénica
da fase liquida pelo ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen, reportado em nanogramas
equivalente de 17p-estradiol por litro (ngEQ-E2L™Y). A ETE alcancou eficiéncias de remogéo
de DQO, SST e N-NHzs, de 85%, 71% e 46%, por ordem. A ETE conseguiu atender aos
padrdes da Resolucdo COPAM-CERH n° 8/2022, com exce¢do do N-NHs, que superou o
valor maximo permitido em 57% das coletas. 85% das amostras de efluente bruto
apresentaram atividade estrogénica, enquanto as de efluente tratado, 50%. A atividade
estrogénica no efluente bruto variou entre menor que o limite de detec¢éo (LD) e 543,90 ng-
EQ-E2L! e no efluente tratado entre <LD e 95,48 ng-EQ-E2 L, apresentando desvio
significativo entre as amostras. O CE50 mediano foi de 84,11 + 172,29 ng.L-1eo LD e LQ
de 0,15 + 0,05 e 0,44 + 0,14 ngEQ-E2.L%, respectivamente. A recuperagdo da amostra dopada
com E2 foi de aproximadamente 84%. A remocdo média de estrogenicidade foi de 86%,
condizente com o esperado para sistemas de LA e suas variantes. Porém, as concentracdes
estimadas no corpo receptor apos o lancamento do efluente tratado foram entre 0,0005 e 0,43
ngEQ-E2.LL. A concentragdo maxima, esta acima dos valores considerados como potenciais
causadores de efeitos adversos ao ecossistema aquatico. Portanto, conclui-se que é necessario
a adocdo de estratégias como o uso racional de compostos estrogénicos para minimar as suas
concentragcdes no esgoto, bem como a realizagdo de mais pesquisas que contribuam para sua
inclusdo como parametros de monitoramento de aguas residuarias, com o objetivo de
fomentar a adocdo de estratégias e de novas tecnologias que objetivem aumentar a sua

remocao nas ETEs.

Palavras-chave: Ensaio YES (Yeast estrogen screen), desreguladores enddcrinos, esgoto

doméstico, tratamento de esgoto, horménios.



ABSTRACT

Endocrine disruptors are compounds capable of causing harmful effects on health and
can affect the growth, development, reproduction and behavior of living beings. These
compounds are present in domestic effluents, mostly in the form of estrogenic compounds.
Conventional treatment of domestic effluents does not objectively remove such substances,
and consequently they affect water bodies. Therefore, the objective of this work was to
determine the estrogenic activity of raw and treated sanitary effluent from a sewage treatment
plant (STP) with a sludge system activated by prolonged aeration. The sanitary effluent was
characterized from May 2019 to June 2022, in terms of physical-chemical parameters in
relation to the physicochemical parameters and the estrogenic activity of the liquid phase by
the in vitro assay, reported in nanograms equivalent of 17p-estradiol (ngEQ-E2. L'). The STP
achieved COD, TSS and N-NH3s removal efficiencies of 85%, 71% and 46%, in order. The
STP managed to meet the standards of COPAM-CERH Resolution n°® 8/2022, with the
exception of N-NH3, which exceeded the maximum value allowed in 57% of collections.
85% of the raw effluent samples had estrogenic activity, while 50% of the treated effluent.
Estrogenic activity in raw effluent varies between <LD and 543.90 ng-EQ-E2.L and in
treated effluent between <LD and 95.48 ng-EQ-E2.L%, showing significant deviation between
samples. The median EC50 was 84.11 + 172.29 ng.L and the LD and LQ were 0.15 * 0.05
and 0.44 + 0.14 ngEQ-E2.L*%, respectively. The recovery of the E2-doped sample was
approximately 84%. The average estrogenicity removal was 86%, consistent with what is
expected for LA systems and their variants. However, the estimated estimates in the receiving
body after the discharge of the treated effluent were between 0.0005 and 0.43 ngEQ-E2.L L.
The maximum concentration is above values considered to potentially cause adverse effects
on aquatic biodiversity. Therefore, it is concluded that it is necessary to adopt strategies such
as the rational use of estrogenic compounds to minimize their concentrations in sewage, as
well as to carry out more research that contributes to their inclusion as wastewater monitoring
parameters, with the aim of encourage the adoption of strategies and new technologies that

aim to increase their removal in STPs.

Keywords: YES assay (Yeast estrogen screen), endocrine disruptors, domestic sewage,

sewage treatment, hormones.
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1 INTRODUCAO

A sobrevivéncia dos seres vivos esta condicionada a qualidade e a quantidade de agua
no planeta Terra. Ainda que 71% do planeta seja coberto por agua, somente 2,5% do total é
composta por 4gua doce (Rajasulochana e Preethy, 2016). A demanda por recursos hidricos é
cada vez maior devido ao crescimento populacional e ao avango da industrializagéo,
associadas a degradacdo ambiental e as mudancas climaticas (Rathi et al., 2020). Ao mesmo
tempo que as tecnologias de tratamento de efluentes evoluem, diversos compostos sdo
lancados no meio ambiente e, cada vez mais, sdo produzidas novas substancias quimicas,
mais resistentes e com efeitos adversos desconhecidos & salde dos seres vivos, 0 que torna a
poluicdo das &guas um problema complexo (Kumar et al., 2022). Diversos compostos
qguimicos, como metais pesados, poluentes organicos persistentes (POPSs), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAs) e compostos organicos volateis (COVs) sdo poluentes
emergentes de grande preocupacao mundial (Zhao et al., 2019).

Os desreguladores endocrinos (DE) integram o grupo dos microcontaminantes
emergentes que, geralmente, ndo sdo sistematicamente monitorados no meio ambiente, mas
que em baixas concentragdes (ng.L? ou pg.Lt), podem causar danos ao ecossistema em
termos de salde e qualidade de vida dos seres humanos e outros seres vivos (Enyoh et al.,
2020; Guo et al., 2019). Os DE sdo capazes de danificar ou alterar diretamente um 6rgéao
enddcrino e sua respectiva fungdo, interferindo nas funcdes dos hormdnios naturais e dos
sistemas enddcrinos de seres vivos, bloqueando ou imitando um hormonio natural ou por
causa de seu comportamento/caracteristica de modulacdo enddcrina dentro do organismo
(Ahmed et al., 2017; Dong et al., 2018; Jagne et al., 2016; WHO, 2012).

Diversas substancias sdo consideradas DE, como pesticidas, produtos farmacéuticos e
de cuidados pessoais, hormdnios, plastificantes, aditivos alimentares, conservantes de
madeira, detergentes, surfactantes, desinfetantes, retardadores de chama, metais pesados,
drogas ilicitas, entre outros compostos (Metcalfe et al., 2022; Rathi et al., 2021). Os
horménios sdo excretados diariamente pelo corpo humano, sendo encontrados em efluentes de
ETE e em aguas superficiais no mundo todo. Os principais estrogénios naturais sdo o estrona
(E1), o 17p-estradiol (E2) e o estriol (E3) e sintéticos, o dietilestilbestrol (DES) e o 17a-
etinilestradiol (EE2) (Ahmed et al., 2017; Kiyama e Wada-Kiyama, 2015).

O tratamento convencional de efluentes domésticos ndo objetiva a remogdo de

microcontaminantes, sendo essas substancias langadas juntamente com o efluente tratado nos
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corpos hidricos receptores (Farré et al., 2008; Pal, 2018; Yu et al., 2019). E necessaria a
compreensdo dos mecanismos de degradagdo desses compostos, para que seja possivel focar
em acdes que contribuam para a melhoria e preservacdo da qualidade das aguas. O ensaio
yeast estrogen screen (YES) permite mensurar a atividade estrogénica total de uma mistura de
substancias (Routledge e Sumpter, 1996).

Sendo assim, na presente dissertacdo avaliou-se a ocorréncia e remoc¢éo da atividade
estrogénica em efluente sanitario tratado por lodos ativados com aeracao prolongada (LAAP)

por meio do ensaio in vitro YES.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de atividade estrogénica em efluente sanitario bruto e tratado e
sua remogdo em uma estacdo de tratamento de esgotos (ETE) com sistema de lodos ativados

com aeracéo prolongada (LAAP) pelo ensaio in vitro YES.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Awvaliar a atividade estrogénica em efluente sanitario bruto e do tratado;

b) Avaliar a remocdo da atividade estrogénica na ETE;

c) Relacionar/Correlacionar a atividade estrogénica com os parametros operacionais e fisico-
quimicos da ETE;

d) Awvaliar o desempenho da ETE de acordo com os parametros fisico-quimicos;

e) Investigar a concentracdo de atividade estrogénica e o seu impacto apds o descarte do

efluente tratado no corpo hidrico receptor.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

3.1.1 Definicéo

O termo “desreguladores enddcrinos” possui diversas traducdes e definicdes. No
inglés, “endocrine disrupting chemicals” pode ser traduzido como: desreguladores
endocrinos, perturbadores endocrinos, interferentes enddcrinos, disruptores enddcrinos e
interferentes hormonais; sendo os dois primeiros 0s mais utilizados.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United State Environmental
Protection Agency — USEPA), define o desregulador enddcrino como “agente exdgeno que
interfere na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonio natural no
corpo que sao responsaveis pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento e ou
comportamento dos organismos” (USEPA, 1997, traducdo nossa).

Outros 6rgdos internacionais e autores adotam uma definicdo mais abrangente, como o
Programa Internacional de Seguranca Quimica (International Programme on Chemical Safety
- IPCS), juntamente com o Canada, o Japdo, os Estados Unidos (EUA), a Organizacdo para a
cooperacdo e desenvolvimento econémico (Organisation for Economic Co-operation and
Development - OEDC) e a Unido Europeia (UE), que definem um perturbador endécrino
como “uma substancia ou uma mistura de substincias exdgenas que alteram uma ou varias
funcgBes do sistema enddcrino e, consequentemente, causam efeitos adversos sobre a saide de
um organismo intacto, sua descendéncia, e/ou (sub) populag¢des” (CEC, 1999, traducédo
nossa).

A Organizagdo Mundial da Satde (World Health Organization — WHO) adota uma
definicio mais ampla, onde define os desreguladores enddcrinos como ‘“substancias ou
misturas que causam alteracGes no sistema endocrino de seres vivos, podendo causar efeitos
danosos a saude, como afetar o crescimento, desenvolvimento, reproducdo e comportamento”
(WHO, 2012, tradugéo nossa).
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3.1.2 Histodrico

Os primeiros estudos acerca dos efeitos dos desreguladores enddcrinos nao séo
novidade e ocorreram no inicio de 1900. Em 1938, Dodds et al. investigaram a atividade
estrogénica de desreguladores enddcrinos sintéticos e de misturas complexas com efeitos
potenciais mais intensos devido a interacdo de seus subprodutos.

O dietilestilbestrol (DES) foi produzido pela primeira vez em 1938, e inicialmente, foi
utilizado como droga veterinaria em mamiferos (suinos e bovinos) para prevenir doencas
como, cancer de mama e prostata (WHO, 2012). Entre os anos 1940 e 1970, o DES foi
administrado a mulheres gravidas com o objetivo de reduzir o risco de abortos espontaneos
(WHO, 2012). Nos anos 90, foi constatado que o farmaco estava ligado a incidéncia de um
raro tipo de cancer de mama e no sistema reprodutor feminino de filhas cujas mées foram
submetidas a tratamentos com o hormonio (Herbst, Ulfelder e Poskanzer, 1971). Em 1987, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a utilizacdo deste hormdnio na
engorda do gado e atualmente ele ndo pode mais ser prescrito para mulheres gravidas. Nos
dias atuais, o farmaco possui nova formulacdo e é indicado para o tratamento de cancer de
mama (pos-menopausa) e de prostata metastaticos (APSEN, 2018).

Em 1996, Guillette et al. (1996) constataram a feminizacdo dos jacarés expostos ao
diclorodifeniltricloroetano (DDT) nos EUA. O DDT é um dos pesticidas de baixo custo mais
conhecidos (CETESB, 2012). Este pesticida é considerado um POP devido a sua persisténcia
(de cerca de 10 a 15 anos) e sua bioacumulacdo ao longo da cadeia alimentar, ficando
armazenado nos tecidos adiposos dos organismos vivos (Burgos-Aceves et al., 2021; Umulisa
et al., 2020). O DDT foi banido nos anos 1970 e seu Unico uso legal autorizado é na
pulverizacdo residual interna para controlar mosquitos vetores de doencgas, como dengue,
malaria, doenca de Chagas, leishmaniose, tifo e febre amarela (Burgos-Aceves et al., 2021,
Gore et al., 2015). No Brasil, a Portaria n® 357/1971, do Ministério da Agricultura, proibe em
todo o territorio nacional o uso de inseticidas organoclorados em controle de pragas em
pastagens (Brasil, 1971).

Em 2001, na Convencdo de Estocolmo, houve o reconhecimento da toxicidade dos
POPs e 150 paises o firmaram compromisso com o objetivo de restringir os POPs a partir de
2004. O Brasil firmou sua participacdo na Convencédo de Estocolmo e compromissos a partir
da publicacdo do Decreto Executivo n° 5.472/2005 (Brasil, 2005). Mesmo ap6s o banimento



23

ou restricdo de alguns POPs, estes compostos uma vez introduzidos no meio ambiente
permanecem por muitos anos, devido a sua persisténcia e bioacumulagéo.

Em 2002, o IPCS, um programa conjunto da WHO, Programa das Na¢6es Unidas para
0 Meio Ambiente (PNUMA) e a Organizacdo Internacional do Trabalho, concluiram que
havia a necessidade de aumentar as pesquisas acerca de DEs, uma vez que ja haviam
evidéncias sobre os efeitos desses compostos em animais selvagens e em seres humanos,
principalmente sobre a incerteza dos efeitos adversos durante os primeiros estagios da vida
(Demonel, Santos e Vicente, 2022). Desde entdo, pesquisas dos efeitos em seres selvagens e
em seres humanos associados ao interferentes enddcrinos se intensificaram juntamente com a

descoberta de novos métodos de determinacéo de DE e sua otimizagao.

3.1.3 Substéancias classificadas como desreguladores endocrinos

Diversos compostos pertencem a classe dos DE, como: ftalatos, alquilfendis,
organoclorados, bisfenol A (BPA), parabenos, HPAs, metais pesados, pesticidas, compostos
organicos de estanho, PCBs, retardantes de chama bromados, fitoestrogénios, agentes
terapéuticos, farmacos e hormonios naturais e sintéticos, drogas ilicitas (Bila e Dezotti, 2007;
Metcalfe et al., 2022), entre outros. A classificagdo dos DE, e seus respectivos exemplos

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo e exemplos de desreguladores enddcrinos (continua).

Classificacao Exemplos especificos de desreguladores endécrinos

Compostos halogenados persistentes e bioacumulativos

Dibenzodioxinaspolicloradas (PCDDs), hexaclorobenzeno (HCB), &cido
perfluorooctanossulfénico (PFOS), éter difenilpolibromado (PBDE),
bifenilapolibromadas (PBBs), toxafeno, diclorodifeniltricloroetano (DDT),

Dioxinas diclorodiclorofenil etileno (DDE), lindano, endosulfan,
hexabromociclododecano (HBCDD), parafinas cloradas de cadeia curta
(SCCP), écido perfluorooctandico (PFOA), octaclorostireno,
bifenilapolicloradametilsulfonas.

Furanos Dibenzofuranospoliclorados (PCDF)
Bifenilas Bifenilapolicloradas (PCBs)
Compostos pouco persistentes e pouco bioacumulativos
Compostos aromaticos Esteres ftalatos, n-butilbenzeno, triclocarban, hidroxinisolabutilada.
Compostos aromaticos . .
AV Benzopireno, benzoantraceno, pireno, antraceno.
policiclicos
Compostos fenolicos 2,4-Diclorofenol, pentaclorofenol, hidroxi-PCBs, hidroxi-PBDE,
halogenados tetrabromobisfenol-A, 2,4,6-tribromofenol, triclosan.

Compostos fendlicos néo-

Bisfenol A, bisfenol F, bisfenol S, nonilfenol, octilfenol, resorcinol.
halogenados
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Tabela 1 — Classificacéo e exemplos de desreguladores enddcrinos (continuacéo).

Pesticidas, produtos farmacéuticos e ingredientes de produtos para cuidados pessoais

2,4-D, atrazina, carbaril, malatido, mancozebe, vinclozolina, procloraz,

Pesticidas e S N .
procimidona, clorpirifés, fenitrotiona, linuron.

Compostos farmacéuticos, Dietilestilbestrol, etinilestradiol, tamoxifeno, levonorgestrel, inibidores
hormonios de crescimento e seletivos de serotonina, flutamida, 4-metilbenzilidenocénfora, 3-
ingredientes de produtos de  metilbenzilidenocanfora, octil-metoxicinamato, parabenos, metil
higiene pessoal siloxanosciclicos, galaxolida.

Outros compostos

Metais e compostos

- Arsénio, cadmio, chumbo, merctrio, metilmercurio, tributiltina, trifeniltina.
organometalicos

Hormonios naturais 17B-estradiol, estrona, testosterona.

Isoflavonas (genisteina, daidzeina), micotoxinas (zearalenona),

Fitoestrogenos flavonoidesprenilados.

3.1.4 Mecanismos de ac¢do dos desreguladores enddcrinos

O sistema endocrino é responsavel pela regulacdo dos processos vitais para a vida de
um organismo, como crescimento, reproducao, manutencdo, homeostase e metabolismo (Cole
et al., 2019; Kasonga, 2021). Ele é composto por um conjunto de glandulas que produzem e
secretam hormonios diretamente no sangue para regular diversas fungdes corporais (WHO,
2012). Os hormonios sdo definidos como moléculas produzidas por glandulas enddcrinas, e
que entdo circulam através do sangue para produzir estimulos em 6rgdos especificos. A
producdo de hormdnios em grandes quantidades ou a sua escassez pode resultar em doencas.

Cada horménio possui um receptor enddcrino (RE) correspondente, conhecido
popularmente como sistema “chave-fechadura”. A acdo hormonal ¢ determinada pela
presenca do receptor nas células-alvo e pela ativacdo por meio da ligagdo do horménio ao
receptor enddcrino. A quantidade de horm6nios produzidos e liberados, o seu transporte via
circulacdo sanguinea, sua poténcia e por quanto tempo podem ativar o seu respectivo RE sdo
propriedades que interferem na sinalizacdo hormonal (Gore et al., 2014).

Os DE podem ser androgénicos, estrogénicos, tireoideanos ou corticoides. Nas
matrizes ambientais é observada uma mistura complexa de diferentes DE, e isso pode causar
efeitos cumulativos ou sinergéticos (Defarge et al., 2018; Vandenberg et al., 2017). As
misturas podem ter efeitos mais ou menos potentes que os compostos individuais e 0s
compostos podem atuar por diferentes e multiplos mecanismos de acéo, o que torna dificil a
previsdo de seus efeitos (Defarge et al., 2018; Lee e Jacobs, 2019; Vandenberg et al., 2017).
O resumo dos principais mecanismos de acdo de DE e suas respectivas definicoes

apresentam-se na Tabela 2.
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Tabela 2 — Diferentes mecanismos de acéo dos desreguladores enddcrinos na saude humana.

Tipo de mecanismo

Mecanismos de ac¢do dos desreguladores enddcrinos (DE) na salide humana

Mecanismo 1: os DE exibindo atividade hormonal
através da ligacdo ao receptor levando a ativacdo de
suas vias de sinalizagdo (agonista).

E 0 mecanismo de atuagio da maioria dos DE. Eles podem atuar como horménios, interagindo diretamente e ativando
0s receptores hormonais, e podem ser degradados com menos eficiéncia do que os horménios naturais, e sdo mais
ativos in vivo devido a sua meia-vida mais longa nas células sanguineas.

Mecanismo 2: os DE ligam-se aos receptores, inibindo a
acdo do hormdnio enddgeno através da ocupacdo do
receptor (antagonista).

Os DE se assemelham a hormonios e se ligam a receptores, congelando a conformacédo dos receptores em seu estado
inativo e antagonizando as a¢des de hormdnios enddgenos, e as moléculas exdgenas podem exercer claramente a
desregulacdo enddcrina.

Mecanismo 3: DE interagem com 0s componentes das
vias de sinalizagdo hormonal a jusante do receptor.

Os DE néo interferem diretamente nos receptores, mas nos componentes da via de sinalizagcdo hormonal, o que pode
ser dificil de identificar. Esse mecanismo pode levar a efeitos diretos, ndo-enddcrinos e toxicos.

Mecanismo 4: Estimula¢do

Os DE néo interferem diretamente nos receptores, mas afetam, negativa ou positivamente, a biossintese de hormonios
enddgenos. Esses DE tém estruturas diferentes dos hormonios enddgenos e ndo competem com eles.

Mecanismo 5: Inibicéo

Os DE néo interferem diretamente nos receptores, mas, ao afetarem a concentragdo enddgena de hormdnios, impactam
na sua degradacdo. Esses DE tém estruturas diferentes dos hormonios endégenos e ndo competem com os eles.

Mecanismo 6: Ligac&o a proteina de ligacdo ao
hormonio circulante.

Os DE hidrofdbicos competem com pequenos hormdnios hidrofébicos (como tireoides e esterdides) por essas proteinas
de transporte no sangue. Assim, competem com a concentracdo de hormonios endégenos no sangue.

Mecanismo 7: Estimulacdo ou inibicdo da degradacdo
ou sintese de proteinas de ligacdo a hormonios.

Os DE interferem na biossintese/degradagéo de proteinas transportadoras de ligacdo a hormdnios, que podem afetar
tanto a "concentragdo total de horménios " e/ou "sua fracdo ativa livre associada". Desta forma, os DE apresentam uma
estrutura quimica diferente da dos horménios. Entéo, as proteinas de transporte de ligacdo a hormdnios sdo
frequentemente degradadas ou sintetizadas pelo figado, que, como érgéo degradador, € o principal alvo dos tdxicos.

Mecanismo 8: DE que afetam a ativacdo do receptor de
horménio enddgeno: Simulacéo.

Simulagéo de um receptor hormonal enddgeno, interferindo na homeostase endécrina.

Mecanismo 9: DE que afetam a ativacéo do receptor de
horménio enddgeno: Inibigéo.

Nesse mecanismo, 0s DE ndo precisam se assemelhar a hormonios para exercer seu efeito adverso pela disponibilidade
de um receptor modificador, enquanto a sintese e/ou degradacao do receptor é frequentemente controlada por seus
hormonios cognatos.

Fonte: Adaptado de Combarnous e Nguyen (2019).
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Os principais mecanismos de acdo sdao a mimetizacdo, bloqueio, deplecéo,
estimulacdo, inibigdo e destruicdo (Combarnous e Nguyen, 2019; Klanci¢, Globec e Jakopin
et al., 2022). O mecanismo mais estudado é a interacdo hormonal via receptores esteroides
(agonista ou antagonista), uma vez que estes sdo 0s mais associados aos disturbios
reprodutivos em baixas concentragoes.

Existem alguns fatores que podem interferir nos efeitos causados pelos DE, como a
persisténcia, a bioacumulacgdo, a exposicdo durante a gravidez, hereditariedade, interacdo de

diferentes DE em uma mistura e os multiplos caminhos de a¢éo (Bila, 2005).

3.1.5 Atividade estrogénica

Estrogénio é a definicdo utilizada para o conjunto de horménios femininos naturais,
que promovem a multiplicacdo celular, atuando na regulacdo do ciclo menstrual e no
espessamento do endométrio a cada ciclo menstrual para possibilitar a implantacdo do
embrido no Utero no estagio inicial da gravidez (Adeel et al., 2017).

Os estrogénios e 0s xenoestrogénios sdo hormdnios esteroides com a capacidade de se
ligar e ativar os receptores de estrogénio (REa e¢ REP) (Varticovski et al., 2022). Esses
receptores regulam diversas funcbes corporais, como mineralizacdo ¢ssea, imunidade,
reproducao feminina e masculina, metabolismo e outros processos bioldgicos vitais (Hamilton
et al., 2017). Nos ensaios para deteccdo/quantificacdo da atividade estrogénica, a poténcia
estrogénica relativa de uma substancia é comparada com o estrogénio padrdo humano, o E2,

que representa a referéncia pela qual a atividade estrogénica é medida (Bila, 2005).

3.1.6 Compostos estrogénicos

Os horménios sdo excretados diariamente pelo corpo humano, sendo encontrados em
efluentes de ETE e aguas superficiais no mundo todo. Os principais estrogénios naturais séo a
estrona (E1), o 17B-estradiol (E2) e o estriol (E3) e sintéticos, o dietilestilbestrol (DES) e o
17a-etinilestradiol (EE2) (Ahmed et al., 2017; Kiyama e Wada-Kiyama, 2015).

Os contraceptivos sdo farmacos utilizados na prevencao da gravidez e para controle
hormonal. Eles sdo medicamentos combinados contendo um estrogénio e um progestageno,
geralmente EE2 e levonorgestrel (LNG) ou gestodeno (GES), respectivamente (Fent, Chew e

Gomez, 2015; King et al., 2016). O EE2 é o principal componente ativo da maioria dos
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contraceptivos orais e dos farmacos de terapia de reposicdo hormonal. Ele possui alta poténcia
estrogénica e € muito resistente a biodegradacéo nos processos de tratamento empregados nas
ETEs (Hamid e Eskicioglu, 2012).

Existem diversas substancias sintéticas que podem ativar ou inibir diretamente ou
indiretamente a acdo dos estrogénios, como os farmacos DES e EE2, além de outros produtos
quimicos variados, como os plastificantes, produtos de degradacdo de surfactantes ndo-
ibnicos, ftalatos, alguns pesticidas, compostos fendlicos, entre outros (Kiyama e Wada-
Kiyama, 2015). O BPA e 0 seu substituto, bisfenol AF (BPAF), sdo exemplos de compostos
estrogénicos menos potentes que 0os hormonios (Huang et al., 2012; Song et al., 2012).
Alguns metais, como cadmio (Cd), chumbo (Pb), béario (Ba), cromo (Cr), cobre (Cu) e zinco

(Zn), também exibem atividades estrogénicas (Zhang et al., 2019).

3.1.5 Ocorréncia de DE estrogénicos em matrizes ambientais

Os DE estdo presentes em diversas matrizes ambientais, como efluentes domésticos e
industriais, lodo de esgoto, dguas superficias e subterraneas, agua potavel, sedimentos, solos,
dentre outros (Huang, Karu e Campos, 2021).

Os hormonios sdo excretados pelo corpo humano através da urina e das fezes, sendo
0s horménios esterdides endégenos 0s principais compostos presentes nos esgotos domésticos
e causadores da maior parte da atividade estrogénica (Konemann et al., 2018; Liu et al.,
2015). Estima-se que os hormdnios naturais e sintéticos contribuam com cerca de 80% da
estrogenicidade presente no esgoto (Gavrilescu et al., 2014; Gorga et al., 2014). Contudo,
existem outros compostos presentes, que nao foram totalmente identificados que também
contribuem para tal efeito (Cerna et al., 2022).

Os microcontaminantes, geralmente, ndo sdo degradados completamente pelos
processos de tratamento convencional de efluentes sanitarios (Farre et al., 2008; Pal, 2018).
Assim, o lodo contém a maioria dos poluentes hidrofobicos presentes nos efluentes, bem
como uma fragdo substancial de poluentes hidrofilicos que ndo foram transformados durante o
processo de tratamento (Christodoulou e Stamatelatou, 2015; Gonzalez-Gil et al., 2016; Yost
et al., 2014). Assim, a aplicacdo de dejetos animais, efluentes sanitarios tratados e biossolido
(lodos de esgoto tratados) no solo objetivando melhorar sua estrutura fisica e fertilidade
introduzem no solo substancias DE, principalmente horm6nios naturais (Adeel et al., 2017;

Goeppert et al., 2014). As plantas podem absorver e acumular esses compostos, representando
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risco a satde dos seres vivos através da ingestdo de alimentos e agua contaminados (Gosh e
Sahu, 2022; Healy et al., 2017).

Embora existam muitos estudos acerca da toxicidade e estrogenicidade de DE em
efluentes domésticos, poucas pesquisas aplicam bioensaios em lodo (Papa et al., 2022).
Gonzalez-Gil et al. (2016) explicam que o principal motivo para tal se deve a limitacGes
analiticas dos bioensaios. Werle e Sobek (2019), também relatam que as regulamentacdes de
uso do lodo na agricultura focam apenas em alguns parametros quimicos especificos, como
metais pesados e pesticidas e microbiologicos (patdgenos), com poucas consideracdes da
avaliacdo dos efeitos deletérios.

Nas Tabela 3 e 4 apresentam-se estudos sobre a ocorréncia de DE estrogénicos em

aguas superficiais e em efluentes domesticos no Brasil nos ultimos anos.

Tabela 3 — Ocorréncia de compostos estrogénicos em corpos hidricos superficiais no Brasil (continua).

Composto Conco,an.tragao . .
(Classe) maxwpla Localidade/Estado Referéncia
(ng.L™)
5,60 Recife/PE (De Melo et al. 2021)
900 SP (Coelho et al., 2020)
216,67 Ouro Preto/MG (Franca et al., 2020)
57 SP (Martini, 2021)
6.000 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
14,80 Sao Carlos/SP (Campanha et al., 2014)
E2 72,85 Nova Lima/MG
31 Nova Iguagu/RJ (Dias, 2014)
85,02 Séo Paulo/SP
7.350 Curitiba/PR (Padilha e Leitzke, 2013)
5,69 Caratinga/MG (Sanson, 2012)
6.806 Campinas/SP (Montagner e Jardim, 2011)
25,80 Jaboticabal/SP (Lopes et al., 2010)
77 SP (Martini, 2021)
42,60 Belém/PA (Teixeira et al., 2021)
16 Recife/PE (De Melo, 2021)
28,70 Séo Paulo/SP (Sousa et al., 2018)
256,66 Ouro Preto/MG (Weber et al., 2017)
El 58,50 Sé&o Carlos/SP (Campanha et al., 2014)
3,20 Rio Doce/MG (Rodrigues et al., 2014)
36,28 Nova Lima/MG (Dias, 2014)
78,05 Nova Iguacu/RJ
17,40 Séo Paulo/SP (Padilha e Leitzke, 2013)

2.420 Curitiba/PR
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Tabela 4 — Ocorréncia de compostos estrogénicos em corpos hidricos superficiais no Brasil (continuacdo).

Concentracgéao
Composto maxima Localidade/Estado Referéncia
(ng.L
8,60 Goiania/GO (Fonseca, 2013)
E1 15,87 Caratinga/MG (Sanson, 2012)
600 Jaboticabal/SP (Lopes et al., 2010)
5.000 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
EE2 14 Recife/PE (De Melo et al., 2021)
68 SP (Martini, 2021)
113,90 Belém/PA (Teixeira et al., 2021)
630 SP (Coelho et al., 2020)
48,60 Sorocaba/SP (Franca et al., 2020)
3.500 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
4.390 Campinas/SP (Montagner e Jardim, 2011)
38,50 MS (Sposito et al., 2018)
0,53 Rio Doce/MG (Rodrigues et al., 2014)
236,63 Nova Iguacgu/RJ
138,16 Séo Paulo/SP (Dias, 2014)
45,33 Nova Lima/MG
9.520 Curitiba/PR (Padilha e Leitzke, 2013)
24 Recife/PE (De Melo et al., 2021)
224 SP (Martini, 2021)
E3 11,90 MS (Sposito et al., 2018)
211,50 Ouro Preto/MG (Weber et al., 2017)
67,39 No~va Lima/MG (Dias, 2014)
15,81 Séo Paulo/SP
530 Curitiba/PR (Goulart, 2017)
Progesterona . .
195 Campinas/SP (Montagner e Jardim, 2011)
52 Recife/PE (De Melo, 2021)
517 Novo Hamburgo/RS (Peteffi et al., 2019)
48,70 MS (SPOSITO et al., 2018)
198,66 Ouro Preto/MG (Weber, 2017)
BPA 75,34 Rio Doce/MG (Rodrigues et al., 2014)
308,56 Nova Lima/MG
652,01 Nova Iguagu/RJ (Dias, 2014)
103,52 Séo Paulo/SP
13.016 Campinas/SP (Montagner e Jardim, 2011)
NP 645,01 Ouro Preto/MG (Weber et al., 2017)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: 17a-etinilestradiol (EE2), 17B-estradiol (E2), bisfenol (BPA), estrona (E1), E3 (estriol), Goias (GO),
limite de deteccdo (LD), nonilfenol (NP), Minas Gerais (MG), Mato Grosso do Sul (MS), Pernambuco (PE),
Para (PA), Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS), Séo Paulo (SP).
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Tabela 4 — Ocorréncia de compostos estrogénicos em estacdes de tratamento de efluentes domésticos no Brasil.

Concentracdo  Concentracéo
Composto maxima no maxima no Localidade/ Referéncia
esgoto bruto  esgoto tratado Estado
(ng.LY) (ng.LY)
<LD <LD Belo Horizonte/MG (Komolafe et al., 2021)
7.434 4,191 EEL/USP — Lorena/SP (Teixeira et al., 2016)
776 397 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2014)
1,24 0,34 Ilha do Governador/RJ .
1,11 0,23 Penha/RJ (Ferreira, 2013)
E2 2.520 1.240 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2012)
31 <9,3 Belo Horizonte/MG (Queiroz et al., 2012)
2.270 760 Curitiba/PR (Froehner et al., 2011)
7.400 4.000 Fortaleza/CE (Souza, 2011)
300 54 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2011)
6.690 5.560 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
77,8 16 Belo Horizonte/MG (Komolafe et al., 2021)
5.148 5.062 EEL/USP — Lorena/SP (Teixeira et al., 2016)
3.050 2.080 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2014)
2.570 2.080 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2012)
El 1.380 <LD Curitiba/PR (Froehner et al., 2011)
4.350 4.350 Fortaleza/CE (Souza, 2011)
560 280 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2011)
4.830 4.130 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
5.688 2.550 EEL/USP — Lorena/SP (Teixeira et al., 2016)
3.180 176 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2014)
<41,3 <12,4 Belo Horizonte/MG (Queiroz et al., 2012)
EE2 1.260 470 Curitiba/PR (Froehner et al., 2011)
5.230 1.200 Fortaleza/CE (Souza, 2011)
1.380 1.000 Fortaleza/CE (Pessoa et al., 2011)
5.810 5.040 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)
E3 1.547,9 64,3 Belo Horizonte/MG (Komolafe et al., 2021)
5.200 7.743 EEL/USP — Lorena/SP (Teixeira et al., 2016)
1.544.000 820.000 Belo Horizonte/MG (Floripes et al, 2018)
165 - Belo Horizonte/MG (Queiroz et al., 2014)
2.770 670 Ilha do Governador/RJ (Ferreira, 2013)
BPA 5.310 1.790 Penha/RJ _ '
308,8 751 Belo Horizonte/MG (Queiroz et al., 2012)
84.110 20 Curitiba/PR (Froehner et al., 2011)
8.700 7.900 Belo Horizonte/MG (Sodré, Loggtleol;l e Jardim,
NP 1.870 1.390 Campinas/SP (Montagner, 2007)
Progesterona 3.570 2.930 Campinas/SP (Ghiselli, 2006)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: 17B-estradiol (E2), estrona (E1), 17a-etinilestradiol (EE2), E3 (estriol), bisfenol A (BPA), nonilfenol

(NP), limite de detecgdo (LD).

Como pode ser visto nas Tabelas 3 e 4, sdo reportados diversos compostos,

principalmnte os hormonios naturais e sintéticos. Observa-se que as concentragdes dos

compostos variam muito, pois juntamente com o esgoto, sofrem a influéncia de diversos

fatores, como densidade populacional e seu estilo de vida, condi¢des de saneamento bésico e
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tratamento de esgoto, variagbes sazonais, espaciais e temporais. Cabe ressaltar que a
exposicdo a microncontaminantes em geral também esta relacionada a fatores
socioecondémicos. A populacdo pobre esta mais propensa a exposi¢do a microcontaminantes
devido ao ar e 4gua contaminados, saneamento basico precario, locais insalubres de trabalho,

dentre outras fontes e vias e de exposi¢do (Fiscella et al., 2000).
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3.1.6 Efeitos causados pela exposi¢do aos compostos estrogénicos

3.1.6.1 Efeitos em animais selvagens

Afinamento e eclosdo de ovos de aves, feminizacdo e anomalias em peixes e
moluscos, distarbios reprodutivos em répteis, mamiferos e anfibios sdo os efeitos mais
relatados associados aos compostos estrogénicos, resultando na reducdo da capacidade
reprodutiva e o consequente declinio populacional (Bouwman et al., 2019; Kamata et al.,
2020; Migliaccio et al., 2019; Park et al., 2020; Usal et al., 2021; Verderame et al., 2011;
Yang et al., 2019). O resumo dos principais distdrbios em animais associados as suas

respectivas substancias estrogénicas encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5 — Efeitos atribuidos aos compostos estrogénicos em animais selvagens (continua).

Classes Contaminante Efeitos Referéncia

Risco de ovario policistico em ratos fémeas (Yang et al., 2019)

Tempo alterado da puberdade, ciclos estrais alterados, alteragdes da prostata,
desenvolvimento alterado da glandula mamaria, alteragcdes no Gtero e ovario,
alternancias nos dimorfismos sexuais cerebrais, alteracfes nos niveis de receptores de (Rubin, 2011)
BPA esteroides cerebrais, comportamento sociossexual alterado, alteracBes corporais peso
e alteracdo da homeostase da glicose em ratos.

Aumento da expressdo de fatores relacionados a apoptose, citocromo C e indicadores

Mamiferos apoptéticos em células espermatogénicas, o que afeta o sistema reprodutor em ratos (Wang et al., 2014)
machos.
Apoptose de células ovarianas e interrupcdo do sistema reprodutivo em ratos fémeas. (Leeetal, 2013)
Filhotes menores e alteracdo no crescimento do indice ponderal (IP). (Vosges et al., 2008)
Em ratos gravidas afetou significativamente o_desenvolwmento do embrido em (Pillon et al., 2012)
EE2 retardou o seu crescimento.
Diminuicdo do peso corporal, alteragdo do ciclo estral, aceleracdo da abertura vaginal,
~ - oA . N . ( Delclos et al., 2009)
aumento das lesbes uterinas e da distancia anogenital em ratos fémeas jovens.
Interrompimento do rato reprodutivo de ratos machos. (Larcher et al., 2012)
E2, BPA,_en_dosquan AlteracBes nas gbnadas e na dindmica folicular em fémeas. (Stoker et al., 2008
Réptil e atrazina
NP Inducdo da sintese de vitelogemina (VTG) em machos. (Verderame et al., 2011)
Maturidade sexual atrasada, metaboloma oocitario alterado e ndo produziu
BPA descendentesaturidade sexual atrasada, metaboloma oocitario alterado e ndo produziu (Usal et al., 2021)
descendentes.
DEs estrogénicos Proporcées de sexo feminino dominante. (Lambert et al., 2015)
Anfibios E2 e 4-terc-octilfenol Alteracéo no comportamento sexual em machos. (Schwendiman e Propper, 2012)
EE2 Feminizacdo de machos. (Tamschick et al., 2016)
NP Interferéncia na atividade da glandula adrenal. (Capaldo et al., 2012)

Octilfenol Feminizacdo de machos (Porter et al., 2011)
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Tabela 5 — Efeitos atribuidos aos compostos estrogénicos em animais selvagens (continuacéo).

Classes Contaminante Efeitos Referéncia
BPA, NP e E2 Efeitos na expressdo do gene GnRH e no desenvolvimento embrionario. (Leeetal., 2012)
Retracdo e reducdo da taxa de fertilidade e sobrevivéncia da prole em peixes- (Akhter et al., 2018)
zebra. B
BPA Reducdo da populagdo de espermatdcitos e apoptose, bem como interrupcéo da (Gonzalez-Rojo et al., 2019)
progressdo meidtica em peixes-zebra. ) N
Toxicidade epigenética e disturbios reprodutivos em peixes-zebra. (Laing et al., 2016)
E2, DES e NP Inducdo da sintese de VTG e reducgdo dos testiculos. (Jin et al., 2012)
E2 Inducdo a sintese de VTG e alteragdes gonadais em peixes machos. (Sol et al., 2019)
Feminizagdo dos machos, intersex, distdrbios reprodutivos e colapso da (Chen et al., 2010; Duong et al., 2010;
_ populacéo em peixes-zebra. Liuetal., 2011)
Peixes Diminuicéo da producéo de 6vulos e espermatozoides; reducdo da qualidade dos (Colman et al., 2009; Schafers et al
EE2 gametas, fertilidade e fecundidade, com altera¢cGes comportamentais e aumento de 2007- Silva et.él 20’12_ Soares et al.’
VTG em peixes machos e fémeas e proporcdes de peixes intersexuais em peixes- ' 2009: Ya'n’ ot al ' 2012) N
zebra. ' B
Correlacéo entre a exposi¢do a EE2 e a interrupgéo dos sistemas reprodutivos em (Aydin e Talinili, 2013; Xu et al., 2008)
peixes-zebra. y ' ' N
Alta taxa de mortalidade e atraso significativo no desenvolvimento de til&pias,
E2 e EE2 producéo de individuos intersexuais, desenvolvimento de anomalias (Neto, Santos e Mota, 2022)

morfolégicas.

Efluente doméstico

Indugdo a sintese de VTG.

(Song et al., 2022)

Levornogestrel

Imposex em peixes fémeas.

(Runnalls et al., 2013)

4-NP

Interferéncia no desenvolvimento embrionario.

(Chandrasekar et al., 2011)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: 17a-etinilestradiol (EE2), 17B-estradiol (E2), bisfenol A (BPA), desreguladores enddcrinos (DE), dietilestilbestrol (DES), nonilfenol (NP) e receptores

androgénicos (RAS)
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3.1.6.2 Efeitos em seres humanos

Em paises desenvolvidos, muitas pesquisas apontam que a saude reprodutiva dos
homens esta em declinio (Swan e Colino, 2022; Vander Borght e Wyns, 2018). Criptorquidia,
hipospadia, cancer testicular, diminui¢do dos niveis de testosterona e diminuicdo do nimero e
da qualidade dos espermatozoides sdo os disturbios mais frequentes. Delbes et al. (2022)
apontam que dentre os fatores que podem aumentar essas anormalidades estd a exposi¢do aos
DE durante a gestacdo (Skakkebak et al., 2015).

No mundo todo, estima-se que muitas mulheres estdo sofrendo de menopausa precoce
(12,2%) e insuficiéncia ovariana primaria (IOP) (3,7%) (Golezar et al., 2019). Entre 2007 e
2017, aumentou-se em 1,45% a incidéncia global de ovérios policisticos (Liu et al., 2021),
afetando de 5% a 20% das mulheres em idade reprodutiva (Azziz et al., 2016). Esses, dentre
outros disturbios reprodutivos contribuem para a infertilidade feminina. Assim como, na
populacdo masculina, a disgenia ovariana aponta que muitos dos disturbios reprodutivos se
deve a exposicdo a DEs in utero (Delbes et al., 2022; Johansson et al., 2017). O resumo dos
principais distdrbios em seres humanos e seus respectivos DE estrogénicos associados

apresenta-se na Tabela 6.



Tabela 6 — Efeitos atribuidos aos compostos estrogénicos em seres humanos.
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Contaminante

Efeitos

Referéncia

(Teske e Arnold, 2008)

EE2 Cancer de prostata em homens.
Baixo neurodesenvolvimento espeqlflco dq sexo, cancer uterino, imunotoxicidade, neurotoxicidade e (Shafel et al., 2018: Watkins et al., 2017)
interferéncia nas vias celulares.
Risco de diabetes, doencas cardiovasculares, abortos recorrentes e aumento do nimero de partos .
AR . . (Ma “cczak et al., 2016)
prematuros e diminuicdo da qualidade do sémen e do esperma.
Aumento do peso da prostata, alteragdes no desenvolvimento da fungéo cerebral, interrupgao do
desenvolvimento dos érgéos reprodutivos e interrupcao da excrecdo de testosterona e producédo de (Rubin, 2011)
esperma.
BPA Defeitos de desenvolvimento dos sistemas urogenitais masculino e feminino, perturba¢des nos niveis (Matuszczak et al., 2019; Santoro et al.,
de hormonios sexuais e varias sindromes com tendéncia a diminuir a fertilidade . 2019)
Reduc&o de odcitos maduros e fertilizados, probabilidade reduzida de fertilizagc&o e resposta ovariana, . .
baixo pico de 17B-estradiol (E2), aumento infertilidade. (Bloom etal., 2011; Ehrlich etal., 2012)
Criptorgquidismo em homens. (Chevalier et al., 2015)
Diminuicdo da concentracdo de esperma. (Lietal., 2011)
Aumento do risco de aborto aneuploide e euploide. (Lathi et al., 2014)
Diminuicdo do peso ao nascer e restricdo do crescimento fetal. (Troisi et al., 2014)
BPA, NP e E2 Efeitos na expressdo do gene GnRH e no desenvolvimento embrionario. (Leeetal., 2012)
Diminuicéo da capacidade reprodutiva, mAfertlIldade,’crlptorqwd,lsmo, menopausa precoce e cancer de (Mclachlan, 1977)
mama, cancer de prostata e de Utero.
DES Aumento do risco de TDAH na segunda e terceira geragéo. (Kioumourtzoglou et al., 2018)

Alta incidéncia de defeitos uterinos, especialmente Gtero aplastico, na segunda e terceira geragao.

(Wautier et al., 2020)

Aumento de trés vezes no risco de cancer testicular.

(Hom et al., 2019)

Metais pesados

Impacto negativo a longo prazo no volume de sémen e na contagem de espermatozoides apés
exposic¢do in (tero.

(Istvan et al., 2021)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: 17a-etinilestradiol (EE2), 17p-estradiol (E2), bisfenol A (BPA), dietilestilbestrol (DES) e nonilfenol (NP).
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3.1.7 Aspectos regulatérios para compostos estrogénicos

No Brasil, os padrdes de qualidade dos corpos hidricos sdo orientados pela Resolucao
CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005 (Brasil, 2005). Ela dispbe sobre a classificagcdo
dos corpos de agua superficiais e diretrizes ambientais para o0 seu enguadramento. Esta
resolugéo foi complementada pela Resolugio CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011
(Brasil, 2011), que estabelece as condicdes, parametros e padrdes de lancamento de efluentes.
A definicdo da classificacdo e de diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas
subterraneas é dada pela Resolucdo CONAMA n° 396, de 3 de abril de 2008 (Brasil, 2008).
Nessas resolugbes ndo ha limites e padrdes de lancamento para compostos listados
especificamente devido aos seus potenciais efeitos estrogénicos, bem como de desregulacédo
enddcrina, em geral.

Existe também a Portaria de Consolidacdo do Ministério da Saude 888, de 4 de maio
de 2021 (Brasil, 2021), publicada a partir da revisdo do Anexo XX da Portaria de
Consolidacdo n° 5, de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Salude (antiga Portaria MS n°
2914/2011). Ela dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade agua
para consumo humano e seu padrdo de potabilidade. Na Portaria existe o estabelecimento dos
valores-limite para algumas substancias consideradas DE, como alguns agrotoxicos e metais
pesados. Elaborou-se um relatério técnico que contou com a participacdo de pesquisadores da
UFJF, UFOP e UFV (Brandt, Aquino e Bastos, 2020), com a finalidade de incluir no padréo
de potabilidade diversos substancias de preocupacdo emergente. No relatério consta a selecédo
de diversas substancias com potencial risco & salde humana, dentre as quais se encontram 0s
DE estrogénicos E1, E2, E3, EE2 e DES. Entretanto, na revisdo do Anexo XX da Portaria de
Consolidacdo n° 5/2017 decidiu-se por ndo incluir nenhum dos compostos estrogénicos, assim
como os demais DE na nova portaria de potabilidade de agua do Brasil.

No ambito internacional, alguns paises tém mostrado preocupacdo com o0s DE
estrogénicos, como a UE, os EUA e a Australia, incluindo alguns desses compostos em seus
programas de monitoramento de qualidade da agua.

Devido ao aumento das evidéncias acerca dos efeitos potenciais associados aos DE,
em 1999, a Comissdo Europeia adotou a Estratégia Comunitaria de Desreguladores
Endocrinos. Em 2015, foram incorporadas a primeira lista de vigilancia (1st Watch list) 10
substancias ou grupos de compostos emergentes, dentre 0s quais se encontravam o E1, E2,

EE2. Adiante, em junho de 2018, foram estabelecidos os VMPs de deteccdo para o
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monitoramento em aguas superficiais, de 0,4 ng.L™* para E1 e E2 e 0,035 ng.L™ para o EE2.
Em 2020, foram incluidos na Watch list relativa a qualidade da agua destinada ao consumo
humano, o BPA, com VMP de 2,5 pg.L™ e os compostos os comspostos E2 e NP, com base
no monitoramento das aguas superficiais realizado desde 2015 e em dados de salde publica
(Diretiva 2020/2184).

A Austrélia possui um guia de potabilidade para reuso de agua para abastecimento
humano (Australian Guidelines for Water Recycling — Argumentation of Drinking Water
Supplies), no qual encontram-se alguns VMPs para compostos estrogénicos baseados em
riscos a satde humana, dentre os quais estdo presentes: EE2, levonorgestrel, progesterona, E2,
El, E3, metais pesados e BPA (EPHC/NRMMC/AHMC, 2008). Todavia tanto o padréo de
potabilidade da agua (Australian Drinking Water Guidelines) (NHMRC/NRMMC, 2022)
quanto o padrdo de reuso de agua (EPHC/NRMMC/AHMC, 2008), ndo sdo obrigatorios e sim
sdo apresentados na forma de valores-guia que precisam ser avaliados quanto a diversos
fatores.

Nos EUA, a USEPA possui um programa de monitoramento para contaminantes ndo-
regulamentados, cujo objetivo é promover determinac@es regulatorias para que sejam tomadas
decisbes quanto para regulamentacdo. Em 2016, a USEPA publicou a quarta lista de
candidatos a contaminantes - CCL-4 (Contaminant Candidate List), listando 97 compostos ou
grupos quimicos, dentre os quais encontram-se os compostos EE2, E2, E1, E3, mestranol,
equilenina, equilina e noretindrona e o NP (USEPA, 2016). Na ultima CCL publicada, em
2022, foram listados 69 compostos e grupos quimicos permanecendo os DE estrogénicos
citados (USEPA, 2022).

Cabe ressaltar que atualmente nenhum pais possui regulamentacdo estabelecendo
VMP em agua destinada ao consumo humano para os DE. A WHO (2017), ainda relata que as
concentragdes das substancias emergentes encontradas na &gua potavel se encontram
geralmente abaixo das doses terapéuticas mais baixas. Portanto, ndo considera que 0s
microcontaminantes devam ser incluidos no monitoramento de rotina das estacfes de
tratamento de agua (ETAs), além de laborioso os métodos de andlise. Contudo, indica a
adocdo de medidas para minimizar as emissdes dos microcontaminantes, como o uso racional

de medicamentos por meio da educacao dos prescritores e de consumo publico em geral.
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3.2 METODOS ANALITICOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ESTROGENICA

Devido a complexidade da composicdo das matrizes ambientais e as baixas
concentracdes dos DE, geralmente niveis trago (ug.L™* a ng.L™Y), a deteccio e quantificacio de
tornam laboriosas (Pannekens et al., 2019). Com isso, todos procedimentos analiticos de
microcontaminantes ambientais necessitam de preparacdo das amostras, também conhecida
como técnicas de extracdo ou clean-up.

A extracdo possui 0 objetivo de diminuir interferentes na matriz, isolar e concentrar os
analitos de interesse a concentracGes detectaveis pelos métodos utilizados (Camara et al.,
2021). As técnicas mais utilizadas para extragdo dos microcontaminantes em matrizes
ambientais sdo: a extracao liquido-liquido (ELL) e a extracdo em fase sélida (EFS) (Queiroz,
2011).

A ELL consiste na separacdo da amostra em duas fases imisciveis, liquida e orgéanica.
O sucesso da extracdo é dependente da afinidade do soluto pelo solvente, da razdo das fases e
do nimero de extragbes. O volume alto de amostra e solvente necessarios para esse tipo de
extracdo € uma desvantagem do processo, 0 que implica em problemas relacionados ao
descarte; bem como a perda de analito devido a afinidade das amostras pela dgua (Queiroz,
2011).

A EFS é uma das técnicas de extracdo mais utilizadas, que consiste na percolacdo da
amostra através do adsorvente, retendo os analitos de interesse, que posteriormente serdo
eluidos em solvente (Camara et al., 2021). E uma técnica simples, rapida e que requer
pequenos volumes de solvente (Gomes, 2015; Queiroz, 2011).

Dentre as técnicas analiticas para quantificacdo de microcontaminantes, a
cromatografia é a mais utilizada. Ela é definida como um método fisico de separacdo em que
0s componentes a serem separados se distribuem entre duas fases, uma delas é fixa (fase
estacionaria) enquanto a outra (fase movel) se move em uma direcdo definida (Camara et al.,
2021). As principais técnicas cromatograficas sdo a cromatografia gasosa (Gas
Chromatography, GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance /
Pressure Liquid Chromatography, HPLC), ambas acopladas a espectrometria de massas ou
outros detectores, que permite a deteccdo e quantificacdo de sustancias de diversas naturezas
(Gomes, 2015).

Esterdides naturais e sintéticos e compostos fendlicos geralmente dominam a

composicdo de DE presentes no esgoto (Konemann et al., 2018). Esses compostos sé&o
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potentes e dificeis de serem dectatados por métodos de triagem quimica, devido a limites de
detecc¢do insuficientes e necessitam de ensaios mais especificos (Finckh et al., 2022). Durante
0 processo de extracao na etapa de concentracdo dos extratos ou durante a elui¢do dos analitos
dos cartuchos, também podem ocorrer perdas. Os métodos analiticos instrumentais sdo
capazes de detectar e identificar os compostos presentes na amostra ambiental de forma
individual, porém, quando se deseja mensurar os efeitos associados & exposi¢cdo a uma
substancia/grupo de substancias ou analisar compostos que atuem pr um mesmo mecanismos

de acdo, é necessario recorrer aos bioensaios (Kunz et al., 2017; Dvoiakova et al., 2016).

3.3 BIOENSAIOS IN VIVO E IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ESTROGENICA

Os ensaios in vivo permitem avaliar os efeitos dos DE sobre a fisiologia de seres vivos
por meio da medicdo de parametros caracteristicos. Em peixes, por exemplo, sdo avaliadas
anomalias nas gbnadas ou 0s niveis de expressdo proteica e atividade enzimatica, como a
producdo de vitelogemina (VTG), declinio da reproducdo e mortandade (Bila, 2005).
Também sdo muitos utilizados ensaios em ratos, que avaliam as alteracdes fisiolégicas como
0 aumento de peso de 6rgdos reprodutivos e glandulas enddcrinas, mudangas hormonais,
morfoldgicas e histopatoldgicas (Solano et al., 2015).

Ho et al. (2022) evidenciam a dificuldade de extrapolar os resultados de testes
realizados em cobaias em seres humanos, pois existem fatores comportamentais que
influenciam nos efeitos dos DE. Existem beneficios nas pesquisas diretamente em seres
humanos, pois elas permitem o estudo das rotas, misturas e evita a extrapolacao interespécies.
Além disso, evita a extrapolacdo de doses altas para baixas, uma vez que as concentracdes de
exposicdo realista em seres humanos sdo conhecidas. Contudo, as pesquisas em seres
humanos possuem fatores dificeis de serem controlados, como por exemplo a exposi¢édo a
outros fatores de riscos, como outras substancias perigosas e os préprios DE (que ndo sejam
alvo do estudo), o que pode superestimar os efeitos. Ademais, uma vez que estamos expostos
a diversos DE, respostas individuais sdo complexas de serem modeladas. Ha ainda a possivel
exposicdo precoce e alguns efeitos que podem se manifestar décadas depois da exposicéo,
como no caso de efeitos cancerigenos (Ho et al., 2022).

J& o0s ensaios in vitro para determinacdo da atividade estrogénica sdo baseados em

mecanismos de acdo que induzem a estimulagdo de receptores hormonais produzindo
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respostas com o aumento da expressdo de um gene repdrter (Cunha, 2021). Nesse tipo de
ensaio, ¢ medida a atividade estrogénica total de uma amostra sem a identificacdo dos
compostos causadores. A atividade estrogénica total é comparada com a atividade do
hormdnio natural E2, e pode ser expressa como equivalentes de E2 (EQ-E2) (Gomes, 2015;
Lopes, 2016).

Os ensaios in vitro apresentam como vantagens em relacdo aos ensaios in vivo a ndo
utilizacao de animais, rapidez, economia, simplicidade, reprodutibilidade e sensibilidade. Eles
sdo Uteis para determinar a atividade estrogénica em amostras ambientais contendo misturas
complexas de contaminantes e para avaliar a atividade bioldgica de todos o0s seus
componentes que atuam através do mesmo modo de acdo (Bicchi et al., 2009). Os bioensaios,
tém se mostrado fundamentais para preencher as lacunas dos métodos analiticos. Os
principais sao o0 ensaio E-screen e 0 ensaio in vitro YES.

O ensaio in vitro YES utiliza a cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae
recombinante que possui uma sequéncia de DNA de receptor estrogénico humano (REh), com
0 objetivo de mensurar a atividade estrogénica total de uma mistura de substancias (Routledge
e Sumpter, 1996).

O uso dos ensaios in vitro e in vivo em conjunto permite uma avaliacdo mais ampla,
possibilitando a caracterizacdo da mistura de compostos, associando-0s aos seus mecanismos
de acdo e aos seus potenciais efeitos. Porém, eles ndo fornecem dados sobre a identificacdo
individual dos compostos, sendo necessaria a utilizacdo de métodos cromatograficos para tal
(Escher, Stapleton e Schymansk, 2020).

3.3.1 Ensaio in vitro Yeast Estrogen Screen (YES)

O ensaio in vitro YES permite a determinacdo da atividade estrogénica utilizando uma
estirpe da levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante e foi desenvolvido por Routledge
e Sumpter (1996). A levedura ndo possui um REh e, portanto, é adicionada uma sequéncia de
DNA com o REh no seu principal cromossomo. As células da levedura contém plasmideos de
expressdo do gene Lac-Z, que codifica a enzima B-galactosidase, que é usada para medir a
estrogenicidade. Apds a ligacdo a uma substancia estrogénica, o receptor ocupado interage
com os fatores de transcricdo, expressando o gene Lac-Z e sintetizando a enzima [-
galactosidase, secretando-a no meio onde ela metaboliza o substrato cromogénico chlorofenol

red-$-D-galactopyranoside (CPRG), que normalmente é amarelo, até o produto chlorophenol
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red (CPR), que possui coloragdo rosa/avermelhada (Argolo et al., 2021; Gomes; 2020). Ou
seja, a atividade estrogénica é detectada a partir da alteragcdo da cor do meio de amarelo para
vermelho. O esquema do processo transcricional do receptor estrogénico encontra-se na

Figura 1.

Figura 1 — Esquema do sistema de expressdo do receptor estrogénico induzido por substancias estrogénicas em
Sacharomyces cerevisiae BJ1991.
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Fonte: Adaptado de Routledge e Sumpter (1996) apud Bila (2005).

Legenda: O gene do REh é integrado ao genoma principal e é expresso (1) numa forma capaz de se ligar aos
elementos de resposta ao estrogénio (ERE) dentro de um promotor hibrido no plasmideo de expressdo (2). A
ativacdo do receptor (3), por ligacdo do ligante, provoca a expressao do gene repdrter Lac-Z (4) que produz a
enzima [-galactosidase. Esta enzima é secretada no meio (5) e metaboliza o substrato cromogénico CPRG
(amarelo) em CPR (vermelho) (6), que pode ser medido por absorbancia.

A determinacdo da atividade estrogénica é feita por espectrofotometria, por meio da
medicdo da absorbancia nos comprimentos de onda relativos a cor e a turbidez. Os resultados
sdo comparados ao controle-positivo de E2, sendo os resultados expressos em concentragdo
de EQ-E2. O E2 é uma unidade utilizada internacionalmente como padréo, devido sua
poténcia in vitro e in vivo entre EE2 e E1, e assim é possivel determinar os efeitos da amostra
de forma precisa, pois, ela pode conter varios tipos de estrogénios (Kunz et al., 2017). Além
disso, EQ-E2 é utilizado em avalia¢des de risco, como o padrdo médio da qualidade ambiental
(Annual Average Environmental Quality Standards — AA EQS) da Diretiva-Quadro da Agua
da Unido Europeia (Water Framework Directive — WFD), que adotou a concentragéo limite

de 0,4 ng.L ! para 0 E2 com base em testes ecotoxicoldgicos.
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3.4 OCORRENCIA E REMOCAO DA ATIVIDADE ESTROGENICA EM ESTACOES
DE TRATAMENTO DE EFLUENTES DOMESTICOS

A Agéncia Nacional das Aguas e Saneamento Basico (ANA) realizou um
levantamento em 2020 onde contabilizou 3.774 ETEs no Brasil, sendo que 3.523 se
encontram com o status de ativas. Os tipos de tratamento de efluentes sanitarios com suas

respectivas porcentagens das ETES ativas apresenta-se na Figura 2.

Figura 2 — Principais tipos de tratamentos de efluentes domésticos utilizados no Brasil.
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9.7% Il | odos ativados
[ Miscelanea de processos
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1.7%
2%

37%
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O sistema de tratamento por lodos ativados (LA) é o mais empregado no tratamento de
aguas residuarias no mundo todo (Von Sperling, 2016). Seu objetivo principal é a remocdo de
matéria organica biodegradavel e de s6lidos em suspenséo, e pode ser adaptado para remocao
bioldgica de nitrogénio e fosforo (Von Sperling, 2016). O sistema LA possui como vantagem
a alta qualidade no efluente final e baixos requisitos de area. Entretanto, possuem um alto
indice de mecanizacdo quando comparado a outras tipologias de tratamento, necessitando de
mao-de-obra sofisticada e maiores consumos de energia (Von Sperling, 2016).

No Brasil predominam os reatores anaerdbios (RA), os sistemas de lagoas e 0s
processos simplificados (Figura 2). Von Sperling (2016) ressalta que a expansdo dos RA no
Brasil, principalmente dos reatores tipo UASB, estd associada as vantagens de baixas
producdo de lodo, consumo de energia, requisitos de area e custo de construcdo, aliada a
possibilidade de aplicacdo de baixa a grande escala e a produgdo de biogés. Para lagoas de

estabilizacdo geralmente sdo esperadas boas remocgdes de matéria orgénica e soélidos
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suspensos (Von Sperling, 2017). Lagoas de estabilizacdo apresentam baixos custos de
implantacdo e operagdo, bem como facilidade operacional, quando comparado as demais
tipologias aplicadas em grande escala.

Em uma revisdo de estudos de 2009 a 2011, Luo et al. (2014) encontraram taxas de
remocdo de estrogénios acima de 70% para LA. Os autores observaram que as eficiéncias
variam conforme o composto estrogénico: 17p-estradiol (98%), estriol (100%), estrona (82%)
e 17aetinilestradiol (71%). Estudos mais recentes encontraram eficiéncias de remog¢do acima
de 90% para atividade estrogénica (Argolo, 2022; Coleman et al., 2008; Lopes, 2016) em
ngEQ-E2. A ocorréncia de atividade estrogénica pode ser observada na Tabela 7.

Tabela 7 — Ocorréncia e remocao da atividade estrogénica em esta¢des de tratamento de efluentes domésticos
por diferentes tipos de ensaios in vitro.

~ Concentracéo
Concentragéo x .
no esgoto Remogdo  Tipo de . . N
no esgoto bruto d o Local Bioensaio Referéncia
(NgEQ-E2.L ) tratado (%) tratamento
: (ngEQ-E2.LY)
15-414 <LD-28 92 LA Brasil/ RJ YES (Argolo, 2022)
1,08 - 4,61 0,02-0,2 - LA Brasil/ RJ YES (Barcellos, 2016)
<LD-123,0 <LDell - LAAP Brasil/ RJ YES (Gomes, 2020)
14,7 -52,6 0,91-293 80 LA Brasil/ SP BLYES (Lopes, 2016)
22,1-319 2,44 - 11 90 LA Brasil/ SP BLYES (Lopes, 2016)
. ERa
27 -72 0,2-6,9 - LA Canadé CALUX (Petosa, 2022)
ERa (Shuliakevich et
- <LD-1,0 - LA A’\Iemanha CALUX al., 2022)
0,2-6.9 : LA Afréffl‘ o ves (Archer, 2020)
13,9 - - - Alemanha A-YES (Hettwer, 2018)
i i , (Margot et al.,
37 -100 0,7-83 88 LA Suica YES 2013)
i i i (Pawlowski et al.,
34,1 - 65,96 LA Alemanha YES 2004)
i i i (Wang et al.,
0,0004 - 21,61 LA EUA BLYES 2015)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: Arxula-Yeast Estrogen Screen (A-YES), Bioluminescence Yeast Estrogen Screen (BLYES),
Chemical-Activated Luciferase Expression (ERa CALUX), Estado Unidos da América (EUA) limite de detecgao
(LD), lodos ativados (LA), lodos ativados com aeragdo prolongada (LAAP), bioreatores a membrana (MBR),
Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), YES (Yeast Estrogen Screen).

Observa-se na Tabela 7 que a atividade estrogénica varia bastante no efluente bruto no
Brasil, no entanto, altas eficiéncias de remocdo e baixas concentracBes estrogénicas no

efluente tratado foram encontradas pelos autores.
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Os principais mecanismos atuantes na degradagéo de microcontaminantes em geral em
ETEs sdo a sor¢do e a biodegradacdo, e estes sdo influenciados pelas propriedades fisico-
quimicas dos microcontaminantes, pela configuracdo dos sistemas de tratamento, pelas
condi¢des ambientais e pelos parametros operacionais das unidades da ETE, como o tempo de
detencdo hidraulica (TDH) e idade do lodo (©) (Tan et al., 2021).

A sorcdo é o fendmeno de transferéncia de massa no qual moléculas passam de uma
fase fluida (liquida ou gasosa) e tornam-se associados a uma fase solida (Aquino, Brandt e
Chernicharo, 2013). O valor do coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), também conhecido
como fator de hidrofobicidade/lipofilicidade, é um indicador importante do comportamento de
moléculas organicas no ambiente. Valores de log Kow inferiores a 2,5 indicam baixo potencial
de sor¢do em matéria organica, entre 2,5 e 4,0 indicam potencial moderado, e maiores que 4,0
indicam alto potencial de sorcdo (Aquino, Brandt e Chernicharo, 2013). O grau de
hidrofobicidade/lipofilicidade também esté relacionado a polaridade da substancia e aumenta
conforme o peso molar da substancia. A capacidade de sor¢do também pode ser mensurada
pelo coeficiente de particdo carbono organico-agua (Koc), que também aumenta conforme a
hidrofobicidade e o log Kow (Ma e Yates, 2018). Os valores do log Kow € log Koc para 0s

principais compostos estrogénicos séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Principais compostos estrogénicos e suas propriedades fisico-quimicas.
Massa molar Solubilidade

Horménio (g.mol) Log Kow Log Koc (mg.L)
Estrona (E1) 270,4 3,43 3,69 13
17p-estradiol (E2) 272,4 3,94 3,52 13
Estriol (E3) 288,4 2,81 3,29 13
17a-etinilestradiol (EE2) 296,4 4,15 3,67 4.8
Bisfenol A (BPA) 228 3,32 2,50 120
Nonilfenol (NP) 220,2 3,70 4,48 12,6

Fonte: Adaptado de Vega-Morales et al. (2013).

A hidrofobicidade moderada e o peso molecular relativamente alto dos estrogénios
favorecem a sua adsorcdo em particulas sélidas com caracteristicas hidrofobica, sendo esse
mecanismo uma via importante de remocdo dos hormonios da fase aquosa, observado em
aguas naturais e nas ETEs (Ahmed et al., 2017; Varticovski et al., 2022).

A degradagdo das moléculas adsorvidas no lodo ocorre conforme a biodisponibilidade
e concentracbes dos compostos e da biomassa suficiente para degrada-los. A
biodisponibilidade é dependente da solubilidade (Aquino, Brandt e Chernicharo, 2013) e esta
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é influenciada pela temperatura, Kow, potencial redox, das propriedades dos compostos, dentre
outros. Hormonios naturais geralmente possuem maior solubilidade (13 mg.L™t), como E1, E2
e E3, do que os sintéticos, como o EE2 (4,8 mg.L™), como pode ser visto na Tabela 8.

Gomes (2020) reportou resultados analisando a fracdo particulada e dissolvida de
diferentes matrizes ambientais (&dgua superficial, lixiviado de aterro sanitario e efluente
domeéstico bruto e tratado), indicando a sor¢do em sélidos suspensos como um importante via
de remocdo da estrogenicidade. Este processo também foi observado por Argolo (2022), que
avaliou a estrogenicidade em efluente doméstico e constatou que no efluente bruto ela esteve
quase que exclusivamente associada a fase dissolvida apesar da elevada concentracdo de SST,
e no efluente tratado a estrogenicidade esteve majoritariamente associada a fase particulada,
contribuindo com 65 a 100 % do EQ-EZ2 total, o que indica a transferéncia da fase liquida para
sOlida durante o processo de tratamento do esgoto.

Apesar de grande parte dos estrogénios serem eliminados por humanos nas fezes e
urina na forma conjugada (que é menos ativa biologicamente), como glicuronideos ou
sulfonideos, em ETEs e em &guas naturais os DEs sdo geralmente encontrados em suas
formas livres (Azizi et al., 2022; Bila, 2005). A desconjugacdo dos estrogénios é atribuida a
atuacdo das bactérias presentes no lodo biolégico, principalmente pela Escherichia coli
(Esteban et al., 2014; Fent, Weston e Caminada, 2006; Ternes et al., 1999). A Escherichia
coli é a bactéria mais comum no esgoto domeéstico bruto pois é abundantemente presente nas
fezes e pode facilmente desconjugar esterdides, uma vez que podem sintetizar grandes
quantidades da enzima glucuronidase (Ternes, 1999). A atividade microbiana é mais eficiente
na degradacdo de compostos mais simples, enquanto as estruturas quimicas mais complexas,
como 0s compostos saturados e aromaticos, sdo menos biodegradaveis (Birkett e Lester,
2003).

O sistema de tratamento por LA possui uma biomassa mais adaptada para remocgéo de
compostos simples e em maior concentragdo. Segundo Johnson et al. (2005), altas eficiéncias
de remocéo de microcontaminantes estdo associadas a idades do lodo mais altas, uma vez que
esta torna a concentracdo da biomassa mais intensa e mais diversa no tanque de aeragéo
(Castro, 2017). Além disso, o TDH mais alto possibilita um maior periodo de contato dos
compostos com a biomassa para a degradacdo por acdo microbiana. Em lodos ativados
convencionais (LAC), geralmente o TDH varia de 6 a 8 horas e a © de 4 a 10 dias (Von
Sperling, 2016). Variantes do sistema LA, como LAAP, possuem parametros operacionais

mais elevados, com TDH entre 16 e 24 horas e © entre 18 e 30 dias (\Von Sperling, 2016).
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Para avaliar os mecanismos de remogéo de estrogénios no tratamento de esgoto por
LA, Bernadelli (2014) avaliou seus decaimentos utilizando lodo proveniente de uma ETE
municipal em um reator de bancada (aerébio e de bateladas sequenciais — SBR). O autor
avaliou o lodo ativo (com populacdo microbiana ativa) e inativo (autoclavado), avaliando a
influéncia do TDH e da idade do lodo na remocéo dos hormonios E1, E2 e EE2.

Em sistema com lodo inativo (previamente autoclavado), a concentracdo de EE2 foi
reduzida em 94% em 1 hora, de forma mais eficiente e rapida do que E1 e E2, que foram
removidos em 76,7% e em 81,5%, respectivamente, ambos em 24 horas. Esse fato foi
associado ao valor de log Kow para EE2 (4,1) mais elevado do que para 0os hormonios naturais
El e E2 (3,1 e 3,4, respectivamente). JA4 em um lodo ativo (biomassa ativa), as remogdes
foram de 100%, 98%, 84%, para E1, E2 e EE2, respectivamente. Contudo, para o E1 o TDH
foi de 24 horas e para o EE2, foi superior, de 34 dias, ambos tratados em um reator aerobio.
Para 0 E2 o TDH foi de 24 horas e o tratamento utilizado foi reatores SBR. Assim, a
coexisténcia da adsorcao e da biodegradacédo foi observada principalmente na degradacéo dos
horménios naturais. Ja para o EE2, a sor¢cdo prevaleceu em relacdo a biodegradacao, ja que
para o lodo ativo, para uma boa remocéo, foi necessario um TDH superior, de 34 dias.

Além disso, observou-se que quando os estrogénios sdo a principal fonte de carbono, o
desenvolvimento de microrganismos especificos capazes de degradar esses compostos
aumenta. Além disso, a alta e rapida remoc¢do do EE2 em lodo inativo pode estar associada a
inativacdo do lodo em autoclave, que pode afetar em mudancas nas particulas da biomassa,
como porosidade, densidade, area superficial disponivel, e o contetdo de proteinas e
carboidratos presente nos flocos e isso afetar o Kg (coeficiente de sorcdo) do lodo
(Bernardelli, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA

Amostras de efluente sanitario foram coletadas em uma ETE localizada na zona da
mata mineira. A ETE é de médio porte com capacidade de tratamento de 60 L.s™ e atende a
populacédo de 40.000 hab (CESAMA, 2018), cerca de 7,40% da populacéo total da cidade, de
540.756 habitantes (IBGE, 2023). A estacdo recebe esgoto doméstico e efluentes néo-
domeésticos, como lixiviados de aterros, lodos de fossa séptica, efluentes de banheiros
quimicos, dentre outros.

O tipo de tratamento utilizado na estacdo € o sistema LAAP, cujas unidades de
tratamento sdo o tratamento preliminar, tanque de equalizacdo, tanque de aeracdo (Figura 5) e
decantador secundario (Figura 6).

O tratamento preliminar é composto pelo gradeamento (Figura 3), para retencdo dos
solidos grosseiros, seguido pelo desarenador (Figura 4) para remocdo de sélidos grosseiros e

areia, seguido da calha Parshall para medicdo da vazao.

Figura 3 — Gradeamento. Figura 4 — Desarenador.

Fonte: Diniz (201)- Fone: Diniz (2021).

O tanque de equalizacdo de vaz&o possui 0 objetivo de homogeneizar a massa liquida
e controlar a vazao de entrada para que o fluxo de esgoto seja constante ao adentrar o tanque
de aeracdo. Esse tanque possui um aerador com a funcdo de evitar a sedimentacdo dos sélidos
e iniciar o processo de degradagdo da matéria organica na unidade, evitando assim, a geracao
de maus odores. O tanque de aeragdo (Figura 5) objetiva a degradagdo da matéria orgéanica

biodegradavel pela acdo dos microrganismos.
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Figura 5 — Tanque de aeracdo.

Em seguida, h& o decantador secundario (Figura 6), onde os sélidos sdo sedimentados
por gravidade e recirculam para o tanque de aeracdo. O efluente tratado € lancado no rio
Paraibuna e o lodo excedente do decantador é bombeado para digestao aerdbia, seguindo para
desidratacdo em centrifuga. O liquido excedente é enviado de volta ao tanque de equalizacéo
e passa novamente pelo processo de tratamento, ja o lodo centrifugado é destinado ao aterro

sanitario.

Figura 6 — Decantador secundario.

ol

Fonte: CESAMA/JF (2021).

As coletas foram realizadas mensalmente no periodo de maio de 2019 a marco de
2020, e entdo foram interrompidas em decorréncia da situacdo de pandemia da COVID-19.

Posteriormente, foram retomadas de forma quinzenal dezembro de 2021 a junho de 2022, com
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uma pausa nos meses de janeiro e fevereiro devido as manutengdes realizadas na ETE. Ao
todo foram realizadas 19 coletas.

A coleta foi realizada manualmente de forma composta, entre as 10 e 11 horas da
manhd. Para tanto, foram coletadas quatro parcelas de aproximadamente 250 mL, a cada 20
minutos, constituindo o volume total de 1 L. O esgoto bruto foi coletado na entrada da
estacdo, antes do gradeamento (Figura 2) e o tratado apds a unidade de decantacao (Figura 6).

As datas e respectivos dados associados a cada coleta encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Dados das coletas.

Vazdo (L.s?)

Chuva acumulada

Ndmero da (mm)
Data
coleta . 7dantes 24 h antes
Entrada Saida
dacoleta dacoleta
1 26/05/2019 57,0 41,9 9,6 0
2 03/07/2019 58,1 46,1 0,2 0
3 30/07/2019 56,4 60,5 0,0 0
4 14/08/2019 54,3 43,2 0,0 0
5 18/09/2019 53,6 36,1 0,0 0
6 14/10/2019 46,8 459 47,6 0
7 11/11/2019 54,7 48,4 37,8 8,0
8 06/02/2020 56,3 479 71,0 15,2
9 09/03/2020 53,5 50,5 111,8 10,8
10 07/12/2021 38,8 39,0 110,4 20,2
11 20/12/2021 52,3 52,3 174,6 0
12 08/03/2022 54,3 56,7 2,2 0
13 22/03/2022 51,3 51,9 2,0 0,8
14 05/04/2022 50,7 47,1 38,4 0
15 25/04/2022 49,2 49,5 0 0
16 02/05/2022 447 47,2 4.8 0
17 16/05/2022 81,5 474 0 1,0
18 06/06/2022 29,7 9,2 0 0
19 21/06/2022 28,6 40,8 0,8 0,2

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Qualidade Ambiental
(LAQUAJUFRJF). As amostras de esgoto bruto e tratado foram caracterizadas por meio dos
seguintes parametros fisico-quimicos: demanda quimica de oxigénio (DQO) total e filtrada,
nitrogénio amoniacal (N-NHs3), nitrogénio orgéanico (Norg), nitrogénio total kjeldahl (NTK),
nitrato (NO3z’), pH, condutividade elétrica e solidos suspensos totais (SST). Com excecdo do

pH e da condutividade, que foram medidas em triplicata, os demais parametros foram
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analisados em duplicata. As metodologias utilizadas para cada parametro estdo descritas em
APHA, AWWA, WEF (APHA, 2015) e encontram-se resumidas na Tabela 10.

Tabela 10 — Pardmetros fisico-quimicos e suas respectivas metodologias.

Parametros Método
DQO total e filtrada 5220 D
N-NH; 4500-NHj3 B e 4500-NH; C

Rodier (2009) — método espectrofotométrico

NOs — salicilato de sédio
4500-NH3 B, 4500-NH3 C, 4500-NogB €
NTK e Norg 4500-Nory C
pH 4500-H* B
Condutividade 2510 B
SST 2540 D

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: demanda quimica de oxigénio (DQO) total e filtrada, nitrogénio amoniacal (N-NHs), nitrogénio total
kjeldahl (NTK), nitrogénio organico (Norg), nitrato (NOz’), sélidos suspensos totais (SST).

4.3 ENSAIO YEAST ESTROGEN SCREEN (YES)

No presente trabalho foi realizada a avaliacdo da atividade estrogénica da fase
dissolvida de amostras aquosas de efluente doméstico bruto e tratado de uma ETE com
LAAP. Também foram determinados os limites de deteccdo e de quantificacdo do ensaio e 0
teste de recuperacdo. Os ensaios YES foram realizados no Laboratério de Qualidade
Ambiental (LAQUA/UFJF) e no Laborat6rio de Engenharia Sanitaria (LES/UERJ).

O protocolo do ensaio in vitro YES seguiu a metodologia proposta por Routledge e
Sumpter (1996), com algumas alteragdes propostas por Gomes (2020), que em seu trabalho
estudou os fatores interferentes no ensaio YES para alcancar boas condic@es de realizacdo do
ensaio e otimizar o protocolo de analise para matrizes ambientais. Tais modificagcGes foram:
(i) a densidade celular inicial; (ii) o tempo de incubacdo celular antes do ensaio; e (iii) a
diluicdo serial. A densidade celular inicial foi medida por meio da leitura da absorbancia em
620 nm, como método alternativo a contagem direta manual, feita por microscopia com
camara de Neubauer. O tempo de incubacdo para crescimento celular que precede o ensaio
utilizado foi de 24 horas, advindo do pre-inéculo, cujo crescimento foi de 48 horas. Nessa
fase, as células crescem exponencialmente, 0 que garante sua capacidade de reproducdo e
crescimento durante a incubacdo do ensaio. A diluigéo foi realizada na proporcao de 1:2 e de

forma seriada, em etanol absoluto. Os procedimentos de montagem do ensaio YES foram
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realizados na cabine de seguranca biologica e com materiais estéreis descartaveis (placas e

ponteiras) ou esterilizados (frascos de vidro).
4.3.1 Materiais e reagentes
Os reagentes que compdem o meio de cultivo e de anélise usados no ensaio YES,

foram adquiridos das seguintes marcas: Dindmica, Exodo Cientifica, Merck, Neon Lab,

Sigma Aldrich e Synth, conforme o Quadro 1.

Quadro 1 — Reagentes utilizados no ensaio YES.

Exodo Cientifica Merck Synth
A i - Chlorophenol red-$-D- Adenina
Acido L-aspartico galactopyranoside (CPRG) | Inositol
EtlotmlaPA L-isoleucina L-4cido glutamico

o Acgi - - L-fenilalanina
Hidroxido de potassio (KOH) | Sigma-Aldrich | -histidina
tﬁ?ggé?,;ga-HC' 17B-estradiol L-Iisin_a-HCI
L-serina Neon Lab L-metionina

li . L-tirosina

'F‘,.' Yg iha Fosfato de potéssio (KH2PO4) | _-treonina

o Glicose Sulfato de ferro 11 (Fex(SO4)3)

3
Sulfato de cobre Il (CuSO:)  Ipinamica Sulfato de amonio ((NH4):S04)
Sulfato de magnésio (MgSQy) Tiami
Pantetonato de célcio lamina

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para SPE, foram utilizados os solventes metanol (PA), acetona (PA) e acetato de etila
(PA), da Exodo Cientifica e a 4gua deionizada foi obtida por meio do sistema de purificador
de &gua de osmose reversa OS10 LX (GEHAKA).

A filtracdo das amostras foi realizada com membranas de fibra de vidro de 1,2 um
Millipore®. Os cartuchos utilizados para a extracdo em fase solida foram: Strata-X (sorvente
polimérico a base de estireno-divinilbenzeno com superficie modificada), 500mg/ 6mL,
Phenomenex®. Para extracéo foi utilizado o manifold (Figura 7).
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Figura 7 — Manifold utilizado para extracdo das amostras.

Fonte: Acervo pessoal (2023).

O cultivo de leveduras e o ensaio YES foram realizados em frascos de cultura de
células de 50 mL (K11- 2050) e microplacas de 96 pocos (K12-096), respectivamente, da
Kasvi. As leituras das absorbancias do ensaio YES foram realizadas pela leitora Multiskan®
FC, da Thermo Scientific. Todos os reagentes e materiais utilizados no preparo das amostras e
no ensaio in vitro YES encontram-se no ANEXO A.

4.3.2 Preparo das amostras e extracdo em fase solida (SPE)

O preparo e extracdo das amostras foi realizado conforme Queiroz (2011) . O processo
de extracdo foi escolhido em virtude do projeto no qual a dissertacdo estava inserida
juntamente com ETEs de outras cidades, cujas amostras de efluente sanitario foram analisadas
pelo mesmo processo de extracao.

Inicialmente, foi realizada a acidificagdo de 200 mL de amostra com solugdo aquosa
de HCI (37% v/v) até pH 2,0 + 0,5. Posteriormente, foram filtrados 100 mL da amostra (em
duplicata) em sistema de filtracdo a vacuo, utilizando a membrana de fibra de vidro de 1,2
pum. Ao final, fo adicionado 50 mg de EDTA a amostra filtrada, aguardando no minimo 1
hora.

O processo de extracao iniciou-se com o condicionamento do cartucho SPE (Strata-X
500mg / 6mL), adicionando os solventes na seguinte ordem: 10 mL de metanol, 10 mL de
agua deionizada e 6 mL de agua deionizada acidificada com HCI (pH 2,0 + 0,5). A seguir,
passaram pelo cartucho 100 mL da amostra, preparada conforme item 4.5, com fluxo de
gotejamento com vazdo de 5 a 10 mL.min. Por Gltimo, os analitos foram eluidos dos
cartuchos, por meio da adicdo dos solventes e misturas: 6 mL de metanol, 3 mL de

metanol:acetona (1:1) e 3 mL de acetato de etila, utilizando o Manifold.
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Posteriormente, o eluato foi levado para secagem completa, em capela de exaustéo,
sob o fluxo de nitrogénio gasoso e banho-maria a temperatura méxima de 50°C. Antes do
ensaio YES a amostra foi ressuspendida, por meio da adi¢cdo de 1 mL de etanol absoluto.

O resumo das etapas da EFS encontra-se na Figura 8. A cada batelada de ensaios foi
realizado 0 mesmo processo para a agua deionizada (branco) para controle de qualidade do

ensaio.

Figura 8 — Esquema do preparo até o extrato final das amostras utilizado no ensaio YES.

Ajuste dopH da )
Ensaio
amostra para2 + 0,5 VES
com HC1
Filt’rag:ﬁo a vacuo Ressuspensdo
através de membrana com 1 mL de
de 1.2 pm etanol
Adicdo de Secagem do
EDTA eluato sob fluxo
de nitrogénio

Strata-X (500mg / 6mL —
Condicfonamegnto do ) Eluigdo: 6 mL de
cartucho: 10 mL de Percolacdo da metanol, 3 mL de
metanol, 10 mL de 4gua amostraa 5 a 10 metanol:acetona(1:1)
deionizada+ 6 mL de mL.min! & védcuo e 3 mL de acetatode
dgua deionizada ctila
acidificada

Fonte: Adaptado de Gomes (2015).

4.3.3 Cultivo e conservacédo da levedura Saccharomyces cerevisiae

O ensaio YES utiliza a estirpe da levedura Saccharomyces cerevisiae. A estirpe
utilizada no processo de transformacéo foi a BJ1991 (Bistan et al., 2012) e foi construida por
técnicas de engenharia genética e conforme disponibilizado pela Glaxo Group Research
(Routledge e Sumpter, 1996).

A solucdo estoque contendo a estirpe de Saccharomyces cerevisiae recombinante

utilizada foi gentilmente cedida pela professora Daniele Maia Bila (LES/UFRJ) e seu preparo
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seguiu a metodologia proposta por Gomes (2020). As células da levedura foram congeladas a
-4°C, em tubos criogénicos de 2 mL, nos quais foram adicionados 600 pL de glicerol e 900 uL.
da solucéo contendo a levedura.

72h antes do ensaio foi realizado o pré-inoculo. Este possui a funcéo de reativar as
celulas que estavam refrigeradas em cole¢do, em baixo metabolismo ou em bancada ou
geladeira. O procedimento de inoculagdo consistiu na utilizagdo de todo contetdo do tubo
criogénico mantido em refrigeracdo ou na adicdo de 100 pL da solucdo estoque de levedura,
mantida em bancada, em 10 mL de meio de cultivo e mantidas a 30°C em estufa ou a 150 rpm
em um agitador orbital. Toda manipulacdo da estirpe foi realizada em cabine de seguranca
bioldgica classe Il Al (FilterFlux®). O resumo dos procedimentos descritos encontra-se na
Figura 9.

Figura 9 — Esquema do cultivo e conservagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Células congeladas a

-20°C
: . Pré-inoculo
5 . . 10 mL de meio de cultivo
Congelamento Meio de cultivo i
i Pré-inéculo +
600 pL de glicerol - todo contetdo do tubo
™ ) 6 igm criogénico (2 mL células
900 pL do indculo AT congeladas)
In6culo .
Inéculo
150 rpm 10 mL de meio cultivo
30°C +
24 horas 100 pL do pré-indeulo
Glicerol estéril

Fonte: Adaptado de Gomes (2015).

O inoculo foi feito 24 horas antes do ensaio YES e cujo procedimento de incubacéo é

0 mesmo do pré-indculo.
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4.3.4 Procedimentos do ensaio YES

Ao todo foram realizados dez ensaios, ondem foram avaliadas 51 amostras, das quais
24 foram de efluente bruto, 21 de efluente tratado e 6 de branco.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos com fundo chato e estéreis, onde
cada linha foi ocupada por uma amostra ambiental em 12 concentragdes de dilui¢do serial ou
ou pelo controle positivo (12 concentracdes de diluicdo seriada do E2, variando de 2724 a
1,33 ng L* no pogo) e pelo controle negativo (somente etanol). A diluico serial é realizada
para garantir que as concentra¢Ges da amostra estejam dentro da curva de controle positivo e
para reduzir a toxicidade da amostra.

Inicialmente, na placa de analise, foram adicionados 10 pL de etanol nas fileiras do
controle negativo (fileiras B, D, F, H; Figura 10). Este procedimento foi realizado primeiro,
antes de qualquer manipulagdo com solugdes contendo levedura, amostras ou hormonios, para
reduzir a possibilidade de contaminagéo da placa.

Os extratos das amostras foram diluidos na proporcdo 1:2. Inicialmente, foram
adicionados 100 pL de etanol nos pocos da fileira de diluicdo do extrato, com excecdo do
primeiro poco. Posteriormente, adicionou-se 200 pL dos extratos de amostra, nos primeiros
pocos respectivos as fileiras de amostra. Apos, foram retirados 100 pL da amostra no 1° pogo
e passados para 0 2° poco (agitando com a prépria pipeta para homogeneizar), esse
procedimento foi realizado sucessivamente até o Gltimo poco da fileira, que ficou com o
volume de 200 pL.

Como referéncia de controle positivo foi construida a curva padrao de 17p3-estradiol, a
cada batelada de ensaios, de forma semelhante as amostras ambientais. Uma solucdo estoque
foi previamente preparada com a concentragdo de 54,48 pg.L™' de 17B-estradiol em etanol,
para tal.

Imediatamente apds a diluicdo, foram transferidos para cada poco da placa de analise
10 pL dos extratos das amostras diluidas. A disposicdo da amostra e dos controles negativo e

positivo (17p-estradiol) encontram-se na Figura 10.
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Figura 10 — Disposi¢do do controle positivo (17f-estradiol), da amostra e do controle negativo na placa de
analise.

1, = 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
QOO0 OO OO OO |Armosuarplicar
B OO OOOOOOOO OO |contole negativo
QO 000 POO®® O @ |rmsmrypica
O O O O Q O O Q O O O Q Controle negativo
[ X N N X X N X XK X N X B Iitei oty
OO0 O0OO0OO0OOOOOO OO  |controte negativo
C Y XN X X X K X X X X X BERUSutEpesy:
OOOOOOOOOO OO |comienegvo

>

I o m m O O

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Apls a evaporacdo das amostras e dos controles na placa de andlise, foram
adicionados 200 puL do meio de analise em cada pogo das placas, comecando pelo controle
negativo para evitar a contaminacao desses pocos. O preparo do meio de analise encontra-se
no ANEXO A. As placas foram seladas dentro da capela de fluxo laminar, agitadas
manualmente por 2 minutos e incubadas a 30°C por 72 horas. Apds o periodo de incubacéo,
foi realizada a leitura das placas em espectrofotometro (DR6000, Hach) com entrada para
microplacas de 96 pocos, nos comprimentos de onda de 539 nm para cor e 620 nm para
turbidez.

O resumo das etapas de preparacdo das placas de diluicdo e de andlise encontra-se na
Figura 11.



Figura 11 — Esquema das etapas do ensaio YES.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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4.3.4 Teste de recuperacao e limites de deteccédo e quantificacio

O teste de recuperacdo e os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
realizados conforme a normatizacdo do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) para validacdo de métodos analiticos, de 2020.

Para estimar a porcentagem de recuperagdo dos microcontaminantes com atividade
estrogénica foi realizado teste de recuperacdo para solucdo de E2, abrangendo as etapas de
preparo da amostra e 0 ensaio YES. Para tal, foram preparadas trés concentracGes de E2 em
metanol, e a seguir diluidas em agua deionizada nas concentracdes de 500, 100 e 50 ng.L ™.
Em seguida, a agua contendo o horménio foi submetida pela mesma etapa de preparo,
filtracdo e extracdo das amostras de efluente doméstico. Ap6s a eluicdo, os extratos foram
analisados conforme descrito no item 4.5. Todas as amostras foram preparadas e analisadas

em duplicatas. A recuperacdo do método foi estimada por meio da Equacéo 1.

Ci- Gy
C3

Recuperagdo (%) = x 100 1)

Onde,

C1: concentracdo do analito na amostra fortificada;
C2: concentracdo do analito na amostra ndo fortificada,;
Ca: concentracdo do analito adicionado & amostra fortificada.

O LD corresponde a menor concentracdo detectavel no ensaio, que foi calculada com

base na curva dose-resposta do controle positivo 17p-estradiol, pela Equagéo 2.
LD = 3,3 x% )

Onde,

s: desvio padrdo da resposta do branco;
p: inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica.

O LQ corresponde a menor concentracdo quantificavel do ensaio e foi obtido por meio

da Equacéo 3.
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LQ=10x" (3)

4.4 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA
4.4.1 Atividade estrogénica

Inicialmente, foi feita a correcdo da resposta estrogénica de cada amostra analisada

para turbidez, aplicada para cada po¢o da microplaca, conforme a Equacao 4:

ADScorrigida,amostra = ADS539,amostra — (ADS620,amostra — ADS620,controle negativo) 4)

A absorbéancia do controle negativo foi calculada a partir da media das duas fileiras de
controle negativos, que sdo correspondentes as fileiras B e D ou F e H, no qual tém-se 24
amostras de controle negativo para cada duplicata.

Com o software Origin® 6.0 (OriginLab), foram tracadas as curvas dose-resposta,
usando absorbancias médias corrigidas versus concentragdes (ng.L™?), em escala logaritmica.
As curvas padrdo do controle positivo E2 foram ajustadas a uma funcéo logistica simétrica.
As curvas para as amostras foram construidas de forma semelhante.

Para as amostras ambientais foi calculado o equivalente estradiol (EQ-E2) da méxima
indugdo da S-galactosidase. Ele foi determinado por meio da interpolagéo dos dados da curva
da amostra com os da curva do controle positivo E2 e pelo ajuste dos dados experimentais
pela Equacdo 5, pelo método dos minimos quadrados.

Ar-A
y=— t A, )

X p
1 +(_)
X0

Onde,

A absorbancia corrigida maxima da curva de E2 ajustada;

A:: absorbancia corrigida minima da curva de E2 ajustada;

Xo: CE50 para E2 em ng.L;

p: inclinacdo da curva sigmoidal;

X, Y. par ordenado relacionado a uma concentracdo de amostra e sua resposta na
absorbancia corrigida.
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O CES50 representa a concentragdo que descreve uma atividade igual a 50% da maior
resposta obtida da S-galactosidase no ensaio YES, em relacdo a curva padrdo. O valor do
CES50 foi determinado a partir do ponto do meio da porc¢éo linear da curva de dose resposta
sigmoidal.

O valor de EQ-E2 (ng.L™) foi calculado a partir do ponto que apresentou sinal de
ruido, ou seja, com absorbancia média acima do controle negativo. Assim, a concentracédo foi
a media do trecho com os trés pontos que apresentassem o melhor ajuste da reta por meio do
valor do coeficiente de ajuste linear R2.

Posteriormente, para determinar o valor real de EQ-E2 foi utilizada a Equagéo 6.

EQ—E, = £ (6)

Onde,

FC: pelo fator de concentragéo;
FD: fator de diluicéo.

A ocorréncia de citotoxicidade (inviabilizacdo ou inibicdo do crescimento das células
de levedura devido algum composto presente na amostra) € indicada pela auséncia de turbidez
no fundo do poco da placa de teste. Frische et al. (2009), propdem a utilizacdo do controle da

absorbancia a 620 nm como ferramenta para quantificar a inibi¢do do crescimento por meio

da Equacdo 7.
. .. AbS620 amos
Citotoxicidade = 1 - ( -620 amostea > (7)
Abs620,c0mrole negatico
Onde,

- Toxicidade = 0: o crescimento de células na amostra e no controle negativo foram
iguais, portanto, ndo ha toxicidade;

- Toxicidade < 0: o crescimento de células foi maior que na amostra do que no
controle negativo, portanto, ndo ha toxicidade;

- Toxicidade > 0: cresceram menos células nas amostras do que no controle negativo,
logo, hé toxicidade.
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A Equacdo 7 foi aplicada ao primeiro poco, onde o extrato da amostra é 100%
concentrado. Quando houve inibicéo do crescimento de levedura, a equagéo foi aplicada para
0S POgos seguintes, até ser observada a auséncia da inibicé&o.

De forma geral, a expressdo dos resultados de cada amostra, seguiu o fluxograma da
Figura 12. Primeiro observa-se se h4 atividade estrogénica positiva e caso esta seja negativa
verifica-se a presenca de toxicidade, conforme a Equagdo 12, caso tenha, a amostra era mais
diluida e caso ndo tenha, provavelmente a amostra ndo é estrogénica ou esta encontra-se
abaixo do LD. Se a amostra possui resposta estrogénica positiva, calcula-se o CE50 para
amostras padrdes e para amostra ambiental o0 EQ-E2. Se a amostra ndo possui curva de
comportamento sigmoidal, mas apresente uma resposta maior que o critério de negatividade
(10% do controle negativo), € possivel prosseguir com o calculo do EQ-E2, se for substancia

padrdo é preciso prepara-la mais concentrada a fim de calcular o CE50.
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Figura 12 — Resumo das etapas antes do célculo da concentracdo EQ-E2 de cada amostra.
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Fonte: Adaptado de Gomes (2015).

4.4.2 Parametros operacionais da ETE

Para analise da eficiéncia do tratamento, foram consideradas as concentracdes de

entrada e saida do efluente doméstico, sendo calculado pela Equagéo 8.

E= (Sg—‘s) %100 (8)

0

Onde,

E: eficiéncia de remocéo;
So: concentracdo total na entrada;
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S: concentracdo total na saida.

O tempo de detencdo hidraulica (TDH) do TA foi determinado por meio da Equacgéo
9, segundo Von Sperling (2016).

Vv
TDH = & 9)

Onde,

V: volume do decantador secundario;
Q: vazdo afluente.

4.4.3 Diluicéo do corpo hidrico receptor

A concentracao final da atividade estrogénica (Cf) presente no corpo hidrico receptor

foi determinada por meio da Equacéo 10.

_ (QcxCpr)+(Cer X Qep)
Ce = (Qc+ Q) 10)

Onde,

Cs: concentracéo final de atividade estrogénica;

Cr: concentracéo residual de atividade estrogénica;

Cef: concentracdo de atividade estrogénica no efluente tratado;
Qc: vazdo do corpo hidrico;

Qef: vazao do efluente na saida da ETE.

Como vazdo do corpo receptor foi utilizada a Qgo, que € definida como uma vazéo de
permanéncia, ou seja, reflete a vazdo que € igualada ou superada 90% do tempo. A vazao de
referéncia estabelece um valor de vazdo limite de captacdo da agua de mananciais. E com
base neste valor que geralmente sdo implementados os sistemas de outorga. O dado foi obtido
na estacdo fluviométrica Juiz de Fora — Jusante (n° 58480500), que se localiza nas
coordenadas 21° 46' 43.65" S e 43° 19' 32.57" W, a jusante da area urbana do municipio com
area de contribuicdo de aproximadamente 970 km2. A medi¢do para o célculo da Q90 foi
realizada entre 1975 e 2020.

A C; representa a concentracao estrogénica presente no corpo receptor no ponto de
langamento do efluente tratado, oriunda de outras atividades. Para tal, foi considerada como 0,
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pois ndo foram encontrados dados sobre a carateriza¢do do corpo receptor nesse trecho. A Ces
foi estimada a partir da atividade estrogénica determinada no efluente tratado durante o

periodo de monitoramento. Foram calculadas as concentragdes minima, mediana e maxima.

4.4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software STATISTICA 8 (Statsoft, 2007).
A identificacdo de outliers foi realizada por meio do método de Tukey (1977), também
conhecido como metodo boxplot. O método € baseado no intervalo entre percentis, valores
fora do intervalo estabelecido s&o classificados como outliers, estabelecidos por meio das
Equacles 11, 12 e 13.

IQR = Q3 - Q1 (ll)

LI=Q, - 1,5*IQR (12)

LS = Q, + 1,5%IQR
(13)

Onde:

Q1: corresponde ao percentil 25, ou seja 25% dos dados possuem valores que sao
menores ou iguais a Qz;
Qs: corresponde ao percentil 75, ou seja 75% dos dados possuem valores que sao
menores ou iguais a Qa.

Posteriormente, foram calculadas as médias da atividade estrogénica das duplicatas de
cada amostra por coleta. Dados abaixo do LD, também conhecidos como dados censurados a
esquerda ou ndo detectados, sdo resultados de baixo nivel que ndo podem ser medidos com
precisdo por um metodo analitico. Para as amostras com concentra¢es quantificadas acima
do LD e a respectiva repeticdo com valor abaixo do LD foi atribuida a ultima, o valor do LD
dividido por 2, assim como recomendado por Helsel (2006). Para amostras da mesma coleta

analisadas em diferentes ensaios com amostra com atividade estrogénica positiva e
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respectivas repeti¢des abaixo do LD, foi atribuida a média dos LD obtidos para o célculo da
média final.

Foi verificada a normalidade da funcdo por meio do teste de Shapiro-Wilk, onde
avaliou-se o p-valor em relacdo a significancia (5%) adotada. Em seguida, foi realizada a
andlise de variancia, pelo teste T de Student, caso os dados seguissem a distribuicdo normal e
do teste de Mann-Whitney, caso contrario. Para avaliar desvios relacionados a sazonalidade os
dados foram agrupados em periodos de estiagem (abril a setembro) e de chuva (outubro a
marco).

Para identificar possiveis correlacdes da ocorréncia de atividade estrogénica no esgoto
com SST, DQO (total e filtrada), N-NH3, NTK, NOz™ e nitrogénio orgéanico foi realizado o
teste de correlacdo de Spearman. Onde, conforme Hopkins (2016): 0 <r < 0.3 (baixa), 0.3 <r
< 0.5, (moderada), 0.5 < r < 0.7 (forte), 0.7 < r < 0.9 (muito forte), 0.9 <r < 1.0

(extremamente forte).

4.5 DESCARTE DE RESIDUOS

Para inativacdo da levedura utilizada no ensaio YES, apds a leitura das placas, estas
foram autoclavadas a 121°C por 15 minutos antes do descarte, assim como as ponteiras
utilizadas e demais materiais plasticos. Da mesma forma, todo residuo liquido ou sélido
contendo a levedura foi autoclavado antes de ser descartado, seguindo o protocolo de
biosseguranca.

Os residuos liquidos contendo hormdnio foram armazenados em vidro para que fosse

realizada a posterior coleta de residuos especiais.



67

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pela
caracterizacdo fisico-quimica e pelo ensaio YES, em efluente sanitario bruto e tratado por

LAAP em uma ETE situada na zona da mata mineira.

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A caracterizacdo fisico-quimica do efluente sanitario bruto e tratado foi realizada a fim
de avaliar o desempenho da ETE e subsidiar a interpretacdo dos resultados de atividade
estrogénica.

Na Tabela 11 apresentam-se as concentraces esperadas para 0s principais parametros
fisico-quimicos de caracterizacdo do esgoto bruto, segundo a literatura. Nas Figuras 13 e 14
apresentam-se os graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos para o efluente
bruto e tratado, cuja estatistica descritiva esta presente no APENDICE A. Nas Figuras 15 e
16, encontram-se 0s os graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos para o

efluente bruto, nos periodos de chuva e estiagem.

Tabela 11 — Composicdo caracteristica do esgoto bruto.
Von Sperling (2016 )  Jord&o e Pessda (2017)

Referéncias / Parametros

Min - Méx Min - Méx
pH 6,7-7,5 6,5-7,5

Demanda quimica de oxigénio (DQO) (mg.L™) 400 - 800 200 - 800
Sélidos suspensos totais SST (mg.L 1) 200 - 450 120 - 360
Nitrogénio total (mg.L™1) 35-70 20 - 85
Nitrogénio amoniacal (N-NHs) (mg.L™) 20 - 40 10-50
Nitrogénio organico (mg.L™?) 15-30 10-35
Nitrito (NO2) (mg.L™) Aprox. 0 0-0,10

Nitrato (NO3?) (mg.L™?) 0-2 0,10-0,40

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 13 — Graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade, DQO total e SST)
para amostras de efluente bruto e tratado.
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Figura 14 - Graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos (NTK, N-NH3; Norg e NO3") para amostras
de efluente bruto e tratado.
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Figura 15 - Graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos (pH, condutividade, DQO total e SST)
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Legenda: n (nimero de dados); demanda quimica de oxigénio (DQO) e solidos suspensos totais (SST).
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Figura 16 - Graficos box and whisker dos parametros fisico-quimicos (NTK, N-NH3; Norg e NO3") para amostras
de efluente bruto nos periodos de chuva e estiagem.
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Legenda: n (nimero de dados; nitrogénio total kjeldahl (NTK); nitrogénio amoniacal (N-NHs); nitrogénio
orgénico (Norg) e nitrato (NO3).

De acordo com Von Sperling (2016), o parametro DQO apresenta-se abaixo da faixa
esperada, enquanto N-NHs estd acima. SST apresenta-se ligeiramente inferior a faixa
reportada para Jorddo e Pessba (2017), enquanto o nitrogénio orgéanico estad abaixo do
esperado para ambos os autores. O recebimento de agua pluvial no sistema coletor juntamente

com o esgoto doméstico pode justificar as concentragdes abaixo do comum. O efluente bruto,
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em geral apresenta composicao caracteristica de esgoto doméstico e se classifica como esgoto
médio, conforme a classificacdo quanto a carga organica proposta por Jord&o e Pess6a (2017).

Dentre os parametros avaliados no efluente tratado que s@o regulamentados pela
Deliberacdo Normativa Conjunta COPAM/CERH 8/2022 (Minas Gerais, 2022), todos
apresentaram valores abaixo dos VMP para o lancamento de efluentes domésticos, com
excecdo do N-NHs. As indicacbes da DN COPAM/CERH 8/2022 sdo: DQO total inferior a
180 mg.L™ ou eficiéncia de remocdo de no minimo 55% e média anual igual ou superior a
65%; concentracdo de SST de até 100 mg.L™* ou remogéo de 90%; N-NHjs inferior a 20 mg.L-
1 epHentre 5,0 e 9,0.

Quanto a influéncia da precipitagdo na composi¢do do esgoto bruto, verificou-se que
os parametros DQO total e N-NHz sdo os unicos que sofreram influéncia significativa (teste e
p-valor no APENDICE B). Observa-se que a variacdo das concentracdes dos pardmetros
possui maior amplitude no periodo de estiagem, com excecdo de SST e NOs". Tal fato pode
estar associado ao fato do sistema de coleta da ETE ndo possuir sistema separador de &guas
pluviais, que ao entrar no sistema promovem a diluicdo das concentragdes.

O pH (Figura 13a) no efluente tratado, 7,50 + 0,02, manteve-se dentro da faixa
recomendada pela DN COPAM/CERH 8/2022 (Minas Gerais, 2022). Os valores encontrados
para 0 parametro estdo de acordo com resultados encontrados em outras ETEs brasileiras,
entre 6,97 e 7,34 no efluente bruto (Andrade, 2019; Brito, 2021; Couto, 2019; Magalhaes,
2012) e no tratado entre 7,0 e 7,21 (Brito, 2021; Couto, 2019). Para remoc¢do do material
carbonaceo € ideal que o pH esteja entre 6 e 9, assim como para evitar danos nas tubulacdes e
tanques, uma vez que baixos valores podem causar a corrosao e altos valores podem levar a
formagé&o de incrustactes (Metcalf e Eddy, 2016; Von Aperling, 2018).

Os valores medianos para condutividade elétrica (Figura 13b) obtidos no efluente
bruto e no tratado foram de 800 + 141 ps.cm™ e 716 + 30 ps.cm™, respectivamente.
Magalhdes (2012), encontrou valores inferiores para este parametro no efluente bruto de 576
us.cmt, assim como Albuquerque (2012), de 461 ps.cm™. A condutividade elétrica expressa a
capacidade de transmissao de corrente elétrica no meio, sendo uma indicacéo da concentracao
de sais dissolvidos (Silva, 2007). Valores elevados de condutividade podem ser um problema
no tratamento do efluente, pois altas concentrac6es de cations podem prejudicar na agregacao
biologica dos flocos, resultando em uma ma sedimentacéo do lodo no decantador secundario e

assim, deteriorar a qualidade do efluente final (Murdoch, Gurakan e Sanin, 2008).
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A DQO total (Figura 13c) apresentou concentragdes medianas de 362 + 106 mg.L? e
50 + 17 mg.L*?, no efluente bruto e no tratado, respectivamente. O valor encontrado no
efluente bruto estd proximo ao reportado em outros estudos de caracterizagdo de esgotos
domésticos: entre 123 e 697 mg.L™* (Albuquerque, 2012; Andrade, 2019; Brito, 2021; Lima,
2021; Magalhdes, 2012; Martins Junior, Silva e Benetti, 2021; Teixeira, 2016). Observa-se
que a DQO no efluente bruto sofre variacGes, além dos fatores que em geral influenciam na
composicao do esgoto, tal fato pode ser atribuido ao recebimento de efluentes ndo-domesticos
para tratamento, levando o incremento de carga organica.

A remocgdo média para DQO total foi de 85%, conforme esperado para sistemas
LAAP, entre 85 e 95% (Von Sperling, 2016). A alta remocdo de DQO também foi observada
por Martins Junior, Silva e Benetti (2021), que avaliaram uma ETE LAAP em Porto Seguro —
RS, cujas remogdes de DQO foram de 83 e 88%, com concentracdes finais de 40 e 50 mg.L™.
Assim como Brito (2021) e Lima (2021), que avaliaram duas ETE LA e encontraram
eficiéncias de cerca de 90%, com concentracdes efluentes de 61 mg.L e 68 mg.L?, nessa
ordem. E esperado que sistemas LA e suas variantes alcancem altas eficiéncias de remocéo de
matéria organica, entre 85 e 90%.

Ainda que a DQO tenha tido influéncia significativa da precipitacdo na concentracao
do efluente bruto, a remoc¢édo ndo foi afetada e atendeu ao VMP em todas as coletas, padréo
estavel de remocéo também observado por Saliba e VVon Sperling (2017) para LAAP. Em uma
ETE LAAP tratando esgoto doméstico no municipio de Paco do Lumiar — MA, sem tanque de
equalizacdo, Couto (2019), obteve a remocao meédia de 34% para DQO, com alta variacdo de
remocao entre as coletas. Segundo Von Sperling, Verbila e Oliveira (2020), sistemas de
tratamento simples operam melhor com vazdes constantes. Para tal, a ETE em estudo possui
um tanque de equalizacdo, 0 que nao é comum para sistemas LAAP, sendo assim, é esperado
que ela suporte variagOes de cargas sem impactar de forma significativa na qualidade do
efluente.

A concentragio mediana de SST no esgoto bruto (Figura 13d), de 195 + 64 mg.L?,
estd dentro da faixa encontrada em outros esgotos domésticos, entre 63 e 335 mg.L*
(Albuquerque, 2012; Couto, 2019; Lima, 2021; Magalh&es, 2012). Apesar da concentracao
mediana de SST no efluente tratado, de 39 + 44 mg.L?, atender a DN COPAM-CERH n°
8/2022, houve trés coletas que ultrapassaram 0 VMP, com os respectivos valores de 135, 102
e 143 mg.L?, datadas de 5/4/22, 2/5/22 e 16/5/22. Observa-se que nas duas primeiras coletas,
as concentracdes de SST no efluente bruto foram de 203 e 296 mg.L™. Tal fato pode estar
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associado ao maior aporte de sélidos causado pela precipitacdo antecedente as trés coletas, de
38,4, 4,8 e 1,0 mm, respectivamente. O aumento da vazdo causa o aumento da velocidade do
liquido, levando ao arraste dos solidos presentes no decantador secundario, saindo juntamente
com o efluente tratado.

A ETE recebe outros efluentes para tratamento com periodicidade ndo-regular, o que
muda a composicao do esgoto e pode acrescentar solidos ao efluente. Também foi observado
que a remoc¢do de SST nas trés coletas foi de 34%, 66% e 18%, todas abaixo da remocéo
média, de 71%, que também é inferior ao esperado para sistemas para LA e suas variantes,
entre 85 e 95%, segundo Von Sperling (2016) e Jorddo e Pessba (2017). Baixas remogdes de
solidos estdo relacionadas principalmente a questdes de formacdo e gerenciamento do lodo
(Von Sperling, 2016).

Quanto ao nitrogénio, observa-se que ocorre a reducao do nitrogénio organico (Figura
14c) apds a entrada do efluente no tratamento, caracterizando o processo de amonificacdo. A
nitrificacdo é o processo em que organismos quimiossintetizantes, utilizam a aménia como
fonte de energia, convertendo-a em nitrito (NO2), e posteriormente transformando-o em NOz
(Von Sperling, 2016). Este processo também foi observado pela reducdo de N-NHs (Figura 14
b) e de NTK (Figura 14a) e aumento da concentracdo de NOs™ (Figura 14d).

O pardmetro NTK apresentou concentracdo mediana de 57,0 + 11,0 mg.L?, no
efluente bruto. Este valor é condizente considerando a faixa reportada em outros estudos de
efluentes sanitarios no Brasil, entre 19,2 e 76,0 mg.L (Albuquerque, 2012; Lima, 202;
Magalhaes, 2012; Teixeira, 2016). A concentracdo mediana de N-NHz no efluente bruto, de
48,1 + 11,8 mg.L, é superior a faixa relatada em outros estudos, variando entre 19,2 e 48,0
mg.L (Albuquerque, 2012; Couto, 2019; Magalhdes, 2012; Martins Junior, Silva e Benetti,
2021). A concentragdo de nitrogénio organico mediana encontrada foi de 9,1 + 9,3 mg.L?,
valor semelhante ao encontrado por Magalhdes (2012), de 13 mg.L™. A maioria dos autores
associou as concentragdes elevadas de nitrogénio e DQO ao recebimento de efluentes néo-
sanitarios.

No efluente tratado, a concentragdo mediana para N-NHs, de 25,0 + 12,5 mg.L?, é
superior ao VMP para langamento de efluentes, de 20 mg.L. Considerando sistemas LAAP,
a remocao média de N-NHs calculada, de 38%, € inferior a faixa esperada, entre 90 e 95%,
segundo Von Sperling (2016). Lima (2021) também encontrou baixa remocdo de nitrogénio
total (NT) em uma ETE LA situada em Brasilia — DF, remoc¢do de 17%, inferior & deste

estudo e com concentragdo para nitrogénio total (NT) de 59 mg.L. Outras ETEs LA
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brasileiras apresentaram um bom desempenho na remocdo de N-NHs. Para ETEs LAAP,
Couto (2019) e Martins Junior, Silva e Benetti (2021) encontraram remocdes de 89%, 94% e
93%, com respectivas concentracdes finais de 6,58 mg.L™ e 2,33 e 3 mg.LY. A ETE do
primeiro estudo situada em Paco do Lumiar - MA, e a do segundo em Porto Alegre — RS.
Ambos os estudos indicam que é possivel alcancar altas remocdes e obter baixas
concentragdes de N-NHz no efluente tratado, desde que a ETE tenha boas condig¢Oes
operacionais e de gerenciamento do lodo.

Diversos fatores interferem no processo de nitrificacdo, como pH, temperatura,
presenca de substancia toxicas ou inibidoras e concentracdo de OD (Von Sperling, 2016).

A faixa de pH entre 7,5 e 8,0 é ideal para que a taxa de nitrificacdo seja 6tima, sendo
abaixo de 7 prejudicial no crescimento das bactérias nitrificantes (Metcalf e Eddy, 2016). O
pH no TA esteve na média de 6,82 no periodo de calor e, de 7,07, nos meses frios. Observa-se
que para 0s meses quentes, o pH esteve abaixo do ideal para o processo de nitrificagéo.

A temperatura interfere nas atividades metabdlicas dos microrganismos e nas taxas de
transferéncia de gas e nas caracteristicas de sedimentacdo dos solidos bioldgicos (Metcalf e
Eddy, 2016). Para Nitrosomonas, a faixa ideal de temperatura esta entre 30 e 36°C, com
crescimento 6timo em 35°C; para Nitrobacter, a taxa varia entre 8 e 28°C, com crescimento
6timo em 28°C (NOCKO, 2008). Temperaturas abaixo de 15°C reduzem a atividade de
Nitrosomonas e Nitrobacter (COX, 2010). As temperaturas médias dos meses frios e quentes
foram em torno de 21,93 °C e 24,1 °C, respectivamente. As temperaturas encontradas estdo
abaixo do ideal para o 6timo crescimento das bactérias nitrificantes. Podem ser adotadas
medidas que busquem elevar a temperatura do tanque de aeracdo, como 0 aquecimento do
mesmo.

Segundo a ABNT NBR 12.209/2011 (ABNT, 2011), a concentracdo de OD no TA
deve ser superior a 1,5 mg.L?, para Metcalf e Eddy (2016), deve ser mantida entre 1,5 e 2,0
mg.L. As concentragdes médias de OD estimadas nos meses frios e quentes sdo em torno de
1,21 mg.L e 1,17 mg.L™? respectivamente. Ou seja, esse foi um fator considerado limitante
para o processso de nitrificacdo, juntamente com a temperatura. O baixo teor de OD na massa
liquida pode estar associado a oxigenacao ou inje¢do de ar insuficinete devido a problemas de
dimensionamento, operacdo ou manutencdo do equipamento ou mesmo pode ter a
transferéncia de OD limitada devido a alta concentragdo de solidos em suspensdo no reator
(SSTA).
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Substancias toxicas ou inibidoras podem prejudicar o crescimento de bactérias
nitrificantes que sdo mais sensiveis (Von Sperling, 2016). A ETE recebe outros efluentes para
tratamento, como lixiviado de aterro sanitario, lodos de fossa séptica e efluente de banheiro
quimico, recebendo assim maior aporte de carga organica e toxicidade (Fernandes e Dias,
2021).

Nas ETEs em que ocorre nitrificagdo, Von Sperling (2016), ressalta que é importante
que se realize a desnitrificacdo para que melhore aspectos operacionais (economia de energia
na aeracao, economia de alcalinidade, operacdo do decantador secundario) e a qualidade do
efluente final (evitar ressuspensdo do lodo e controle de eutrofizacdo). O lancamento de
nitrogénio em corpos d’agua, pode intensificar a proliferacdo de fitoplanctons, juntamente
com floracdo de cianobactérias, fendBmeno conhecido como eutrofizagcdo. Esse fenbmeno leva
ao aumento da turbidez dos corpos d’4gua, levando a condi¢des anaerdbias no fundo do corpo
hidrico, gerando maus odores e o consumo do oxigénio dissolvido do meio liquido, e por
consequéncia, prejudica o processo de fotossintese podendo levar a perda de habitats e a
morte de diversas espécies aquaticas (Jorddo e Pessba, 2017; VVon Sperling, 2018). Ademais, a
amonia livre é diretamente tdxica para os peixes, ainda que em baixas concentracdes (Von
Sperling, 2018).

O nivel de confianca de uma ETE é baseado no conhecimento do comportamento das
variacOes das concentracdes dos parametros no efluente tratado (Metcalf e Eddy, 2016). Além
disso, as concentracdes de entrada e saida foram significativas ao nivel de 5% para 0s
pardmetros SST, DQO total, soltvel e particulada; N-NHs, NTK, nitrogénio organico e NOs
(p-valores no APENDICE C). A ETE estudada conseguiu atender os VVMPs referentes aos
parametros presentes na DN COPAM-CERH n° 8/2022, mesmo em situacOes de altas
concentragcdes, com exce¢do do N-NHz, cuja mediana que superou 0 VMP em 57% das
coletas. Segundo Von Sperling (2016), sistemas LAAP sdo resistentes a variac0es de carga e a

presenca de cargas toxicas, além de suportar bem mudancas de ordem climatica.

5.2 ENSAIO YES

5.2.1 Avaliacdo qualitativa

Um total de 38 amostras foram avaliadas quanto a atividade estrogénica no ensaio,

sendo 20 de efluente bruto e 18 de efluente tratado. Adicionalmente, foram realizados
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controles positivos, seis amostras dopadas com E2 (50, 100 e 500 ng.L?), e controles
negativos, seis amostras compostas por dgua destilada apenas.

Das seis amostras de branco avaliadas nenhuma apresentou atividade estrogénica
positiva, validando todos os ensaios realizados. Uma das curvas de branco encontra-se no
APENDICE D. O resumo dos dados qualitativos das amostras de efluente doméstico bruto e
tratado encontra-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Avaliacdo qualitativa da atividade estrogénica das amostras de efluente bruto e tratado de cada
coleta.

Tipo de amostra

Coleta
Bruto Tratado
23/05/2019 EB-1 ] ET-1 ]
03/07/2019 ET-2 -
30/07/2019 EB-3 n ET-3 T
14/08/2019 EB-4 ET-4 j
+ +
18/09/2019 EB-5 N ET-5 N
14/10/2019 EB-6 ET-6 j
+ -
11/11/2019 EB-7 ET-7
+ +
06/02/2020 EB-8 : ET-8 *
+ +
09/03/2020 EB-9 i ET-9 N
07/12/2021 EB-10 T
25/04/2022 EB-11 "
02/05/2022 EB-12 n ET-12 T
06/06/2022 EB-13 T
20/06/2022 EB-14 : ET-14 +

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: EB (esgoto bruto), ET (esgoto tratado), + (atividade
estrogénica positiva), - (atividade estrogénica abaixo do LD).

Das amostras analisadas, 85% das amostras de esgoto bruto apresentaram atividade
estrogénica, enquanto as de tratado, 50%.

Quanto as amostras dopadas com E2, apenas as duplicatas respectivas a concentracdo
de 100 ng.L?, foram possiveis de quantificar. As demais ndo apresentaram curva com
comportamento sigmoidal e observou-se a presenca de citoxicidade, necessitando de maior

diluicdo e a realizagcdo de um novo ensaio.
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5.2.2 Avaliagdo quantitativa
5.2.2.1 Controle positivo 17-estradiol

Foi determinada para cada ensaio uma curva dose-resposta do controle positivo 17f-

estradiol, como na Figura 17, produzida na faixa de 2.724 ng.L"* a 1,3301 ng.L ™! .

Figura 17 — Curva dose-resposta padrdo do controle positivo 17p-estradiol no ensaio YES.
45
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ao todo foram realizados 10 ensaios com o controle positivo, com CE50 de 84,11 +
172,29 ng.L. O valor mediano encontrado é superior ao reportado por Argollo (2022), de
39,4 ng.L?, e por Barcellos (2016), de 48,5 ng.Lt. Contudo, grande amplitude nos valores
também foi observado por Gomes (2020), com valores de CE50 entre 35 e 303 ng.L™. Todas
as curvas do controle positivo apresentam-se no APENDICE E. Observa-se que todas
apresentaram comportamento sigmoidal.

Foi elaborada a carta-controle para o controle-positivo, e ela apresenta-se no
APENDICE F. Apenas um ensaio ficou fora do limite superior estimado por meio do desvio
padrdo. Contudo, optou-se por manter o outlier pois os resultados das amostras de efluente
domeéstico deste ensaio, referentes a uma duplicata EB-V e uma duplicata ET-V, apresentaram
atividade estrogénica com concentracdes em conformidadade com suas respectivas duplicatas,
analisadas em outro ensaio, com outra solu¢do de E2. Apesar do alto desvio, percebe-se uma
maior uniformidade no CE50 ao longo do tempo, principalmente a partir do quarto ensaio.

Sabe-se que a CE50 sofre a influéncia de diversos fatores fisicos e quimicos, bem como das
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condi¢Bes do ensaio, densidade celular, tempo de incubacdo e a experiéncia do operador
(Hettwer et al., 2018). Também cabe ressaltar que foram realizados poucos ensaios.

5.2.2.2 Inibicdo do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae por toxicidade da

amostra

Alguns estudos, como o conduzido por Argollo (2022) e Gomes (2015), observaram
inibicdo do crescimento, ou citoxicidade, da levedura Saccharomyces cerevisiae durante o
periodo de incubacdo do ensaio. Tal comportamento é regularmente associado a presenca de
toxicidade na amostra estudada. Bistan et. al (2011) destacam que este comportamento é mais
frequente quando se analisa amostras extraidas de efluente de esgoto sanitério.

Visualmente, algumas amostras desse estudo apresentaram toxicidade, provocando a
inibicdo do crescimento da levedura no ensaio YES e auséncia/pouca cor mesmo nas amostras

com a curva padrdo E2 (Figura 18).

Figura 18 — Placas de ensaio YES com inibigdo do cresci Saccharomyces cerevisiae.

Fonfé: Acervo pessoal (2023). :

Inicialmente foram descartadas as amostras cuja curva padrdo E2 ndo apresentou cor,

pela impossibilidde de calcular o EQ-E2. Posteriormente, nas amostras viaveis foi aplicada a
Equacdo 7, descrita por Frische et al. (2009), onde ele utilizou o controle da absorbancia a
620 nm para quantificar a inibicdo do crescimento da levedura devido a toxicidade das
amostras. A inibi¢do do crescimento da levedura foi determinada no extrato da amostra 100%,

correspondente ao 1° poco da placa de ensaio, e quando se observou toxicidade nesse poco,
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aplicou-se nos pocos seguintes até que a inibicdo ndo fosse mais observada (Tabela 13). As

amostras marcadas em negrito foram descartadas devido a toxicidade e os valores em negrito

representam po¢os em que houve inibicdo do crescimento da levedura.

Tabela 13 — Citoxicidade nas amostras de efluente sanitario analisadas (continua).

Data da
coleta

Amostra

Toxicidade

23/05/2019

EB-I

0,40
0,37

-0,01
0,04

0,04
0,13

-0,07
0,13

-0,07
0,15

0,05
0,17

-0,03
0,05

0,01
0,03

-0,14
0,15

0,05
0,06

-0,06
0,20

-0,03
-0,09

0,96
0,97

0,38
0,44

-0,04
0,19

-0,08
0,18

-0,04
0,10

-0,13
0,14

-0,12
0,16

0,03
0,14

-0,08
0,03

-0,16
0,07

0,05
0,17

-0,02
0,01

ET-I

0,06
0,32

0,01
0,10

0,08
0,10

0,08
0,14

0,03
0,07

0,03
0,12

0,01
0,09

0,09
0,11

-0,01
0,04

0,01
0,02

0,05
-0,05

-0,03
-0,20

03/07/2019

EB-I

0,94
0,18

0,95
-0,08

-0,40
0,06

-0,08
0,10

0,03
0,03

0,06
0,19

0,11
-0,05

-0,01
0,04

-0,03
0,03

-0,02
-0,03

0,07
0,07

0,00
0,15

ET-I

0,21
-0,10

-0,16
0,09

-0,11
-0,08

-0,07
-0,15

0,03
-0,07

0,07
0

0,03
-0,19

-0,06
0,01

0,06
0,01

-0,19
-0,09

0,03
0,11

-0,08
0,06

-0,15
0,02

-0,02
-0,02

0,01
-0,01

-0,05
-20,8

0,01
0,07

-0,03
0,07

0,08
0,03

0
0,09

-0,12
0,15

0,03
0,05

0,04
0,04

0,15
0,05

30/07/2019

EB-I1I

0,08
0,10

0
0,03

-0,17
0,21

-0,14
0,05

0,01
0,06

-0,12
0,04

0,05
0,11

-0,01
0,07

0,02
0,09

-0,03
0,06

0,04
0,07

-0,04
0,06

ET-I

0,06
0,09

-0,08
0,08

0,05
0,13

0,07
0,16

0
0,09

0,07
0,06

0,06
0,05

0,00
0,14

0,02
0,10

-0,04
0,09

0,05
0,13

-0,32
-0,01

14/08/2019

EB-IV

-0,20
-0,42

-0,13
0,23

0,13
0,22

0,12
0,22

0,07
0,24

0,08
0,25

0,13
0,24

0,06
0,23

0,10
0,21

0,06
0,23

0,10
0,24

0,18
0,13

0,04
0,17

0,05
0,17

0,17
0,11

0,10
0,12

-0,03
0,04

0,06
0,11

0,08
0,11

0,00
0,05

0,12
0,07

0,13
0,12

ET-IV

-0,11
-0,04

0,03
-0,09

0,08
-0,06

0,02
-0,02

-0,02
-0,05

0,02
-0,04

0,05
-0,07

-0,10
-0,05

0,01
-0,07

0,05
-0,12

-0,03
-0,05

-0,05
0,12

-0,09
0,08

-0,07
0,05

-0,08
0,03

0
0,12

-0,03
0,19

-0,02
0,09

0,07
0,05

-0,03
0,07

-0,09
0,12

0,09
-0,01

0,13
0,19

0,95
0,06

18/09/2019

EB-V

-0,10
0,05

-0,04
0

-0,01
-0,01

-0,24
0,04

-0,30
-0,11

-0,25
-0,02

-0,23
0,19

-0,26
0,04

-0,14
0,02

-0,13
-0,02

-0,22

0,05
0,07

ET-V

-0,18
-0,12

-0,02
0,03

-0,04
0,06

0,11
0,01

-0,12
0,04

-0,09
0,03

-0,10
0,22

0
0,13

-0,07
-0,02

0,04
0,08

0,08
0,12

0,05
0,02

-0,10
-1,00

-0,08
0,08

-0,04
0,10

0,06
0,10

0,06
0,05

0,00
0,08

0,04
0,07

-0,02
0,16

0,06
0,19

0,08
-0,06

-0,10

-0,13
0,04

14/10/2019

EB-VI

0,94
0,94

0,94
0,95

0,69
0,77

0,07
0,32

0,04
0,13

-0,05
0,31

0,04
0,23

-0,26
0,24

-0,22
0,21

0,05
0,26

0,01
0,31

-0,09
-0,11

ET-VI

-0,14
-0,08

-0,25
-0,16

-0,26
-0,07

-0,27
0,01

-0,18
-0,03

-0,35
-0,01

-0,29
-0,06

-0,35
0,02

-0,31
0,05

-0,41
-0,11

-0,09
-0,07

-0,01
-0,07

06/02/2020

EB-VIII

0,30
-0,22
-0,25
-0,05

-0,35
-0,42
-0,23
-0,14

-0,24
-0,07
0,04
0,15

-0,18
-0,11
-0,06
0,19

-0,06
-0,03
-0,06
0,25

-0,19
-0,05
0,08
0,10

-0,26
0,06
0,04
0,20

-0,35
0,05
0,06
0,07

-0,35
0,03
-0,12
0,18

-0,03
0,02
-0,07
0,20

0,41
0,02
-0,06
0,07

0,06
-0,02
-0,06
-0,01

ET-VII

-0,16
-0,02
0,07
0,08

-0,16
0,10
-0,18
-0,08

-0,09
0,24
-0,28
-0,09

-0,10
0,02
-0,49
-0,03

-0,02
-0,05
-0,24
-0,15

0,17
0,29
-0,09
-0,22

-0,08
0,24
-0,09
-0,02

-0,03
0,31
-0,24
-0,07

-0,06
0,32
-0,23
0,01

0,01
0,31
-0,07
-0,07

0,05
0,23
-0,07
0,03

-0,01
-0,06
0,01
-0,02

09/03/2020

EB-1X

-0,45
0,21

-0,43
-0,16

-0,37
-0,15

-0,35
-0,08

-0,19
-0,13

-0,28
-0,07

-0,32
-0,10

-0,20
-0,05

-0,28
0,01

-0,11
0,06

-0,10
0,02

-0,01
0,01

0,20
0,75

-0,06
-0,25

-0,14
-0,15

-0,14
-0,18

-0,10
-0,37

-0,08
-0,20

-0,11
-0,09

-0,38
-0,05

-0,35
-0,04

-0,08
-0,08

-0,26
-0,07

-0,15
0,01
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Tabela 13 - Citoxicidade nas amostras de efluente sanitario analisadas (continuacdo).
Data da
coleta

Amostra Toxicidade

0,78 -0,24 -0,02 -0,09 -0,11 -0,12 -0,15 -0,06 -0,26 -0,27 -0,25 0,04
0,04 -0,15 -0,06 -0,06 -0,07 -0,02 -0,09 -0,07 -0,03 0,01 -0,02 -0,04
-0,01 -0,17 -0,07 -0,11 -0,10 -0,03 -0,17 0,01 -0,04 -0,04 -0,02 -0,05
0,16 -0,09 -0,02 0,06 -0,11 -0,11 0,07 -0,30 0,03 0,14 0,20 -0,01
-0,16 0,05 0,14 -0,02 -0,09 -026 0 -0,23 -0,04 0,13 0,06 0,20
-0,15 -0,04 0,06 -0,03 -0,20 -0,13 -0,23 -0,69 -0,13 -0,12 -0,04 0,08
0,03 0,03 -0,03 -0,02-023 0 014 -0,04 0,04 0,13 0,06 -002
0,056 0,04 -0,10 0,05 0,02 0,01 0,5 0,08 0,03 -004 0,11 0,03
-038 o0 -0,09 0,27 -0,12 0,03 0,01 -0,49 0,15 -0,17 0,08 -0,05
0,04 -0,04 0,02 009 014 0,21 0,05 015 0,08 0,16 0,05 -0,12
0,06 -0,12 -0,14 -0,11 0,10 -0,04 0,20 0,07 -0,17 -0,05 0O -0,09
0,02 0,05 0,08 0,06 -0,06 -0,03 -0,01 -0,03 -0,11 0 -0,14 0,05
011 -0,17 -0,24 0,04 -0,12 -0,01 -0,05 -0,11 -0,10 -0,23 -0,02 -0,08
-0,33 -0,19 -0,06 0,08 0,08 -0,05 -0,26 -0,14 -0,13 -0,31 -0,12 0,01
-0,07 -0,05 0,17 -0,05 0,03 0,01 -0,06 -0,06 0,03 0,08 0,02 0,11
0,03 -0,16 -0,01 -0,01 007 004 O 004 0,13 0,06 0,06 0,03
-0,11 -0,11 -0,05 -0,06 -0,10 -0,06 0,06 -0,13 -0,16 -0,10 -0,13 0,11
-0,11 -0,02 -0,12 -0,43-015 0 0,05 0,02 -004 -0,06 -0,18 -0,11
-0,19 -0,04 0,10 -001 0 -0,03 0,03 001 0,10 -0,06 -0,11 0,01
-0,03 0,04 0,08 -0,09 -0,19 0,04 -0,02 006 005 0 -0,07 -0,06
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

09/03/2020 ET-IX

07/12/2021 EB-X

25/04/2022  EB-XI

EB-XII
02/05/2022

ET-XII

06/06/2022  EB-XIII

EB-XIV
20/06/2022

ET-XIV

Para alguns casos foi observada toxicidade em todos 0s pogos, e nesse caso nao
possivel determinar a atividade estrogénica (amostras em negrito na Tabela 13). Observa-se
que, ainda que possivel determinar a atividade estrogénica, as amostras apresentaram
toxicidade em diversos pogos.

A inibicdo do crescimento da levedura durante a incubagdo do ensaio pode acarretar
em resultados falsos negativos no ensaio YES, pois se ndo ha levedura para que a substancia
estrogénica se ligue no Reh e desencadeie a inducdo da [-galactosidase que ird4 degradar o
CPRG em CPR, ainda que a amostra tenha compostos estrogénicos nao serd possivel a
deteccdo e quantificacdo desses DEs. Também pode ocorrer a menor quantificacdo de
estrogenicidade quando ocorre a inibicdo parcial do crescimento da levedura. Para reduzir a
toxicidade da amostras, um das solucBes indicadas € aumentar a diluicdo da amostra no
ensaio. Todavia, ndo é possivel usar a amostra sem a concentracdo da SPE, pois a

concentracdo dos compostos pode néo estar acima do limite de deteccdo do ensaio.

5.2.2.3 Recuperagao e limites de deteccéo e quantificacdo (LD e LQ)

A amostra dopada contendo E2 na concentragio de 100 ng.L ™ apresentou recuperagio

de aproximadamente 84%. A curva de recuperagdo para concentragio de 100 ng.L™ encontra-
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se no APENDICE G. Considera-se a porcentagem de recuperacdo da amostra boa, pois todas
encontram-se dentro da faixa considerada aceitavel, entre 40 e 120%, de acordo com 0s
critérios para validacdo de métodos analiticos do INMETRO (2020). Ademais, a recuperacao
é proxima aos valores encontrados por outros autores para 0 mesmo processo de extracao
(Argolo, 2022; Gomes, 2020; Sun et al., 2017).

Todavia, optou-se por ndo aplicar o fator de recuperacdo no calculo da concentracao
final, pois a orientacdo (INMETRO, 2020) recomenda a utilizacdo da média de trés
concentragdes distintas que representem os valores, baixo, médio e alto conforme os limites
de quantificacdo do método utilizado.

Os valores de LD calculados ficaram entre 0,10 e 0,22 ngEQ-E2.L e de LQ entre
0,29 e 0,66 ngEQ-E2.L1. Os valores médios para LD e LQ foram de 0,15 + 0,05 ¢ 0,44 + 0,14
ngEQ-E2.L™%, respectivamente.

5.2.2.4 Avaliagéo da atividade estrogénica

Apds a aplicacdo do método de Tukey foram identificados dois outliers, um para o
efluente bruto (761,40 ngEQ-E2.L™Y) e um para o efluente tratado (120,80 ngEQ-E2.LY),
ambos acima dos limites superiores. Esses outliers foram excluidos do calculo da medida de
tendéncia central, sendo no total 19 amostras de efluente bruto e 17 de efluente tratado
utilizadas para tal finalidade.

A estatistica descritiva para a atividade estrogénica nas amostras de efluente bruto e de
efluente tratado estd presente no APENDICE H. As concentracbes estrogénicas de cada
duplicata e suas respectivas médias e LD e LQ obtidos de cada amostra de efluente bruto e
tratado encontram-se no APENDICE |. A atividade estrogénica mediana obtida para o
efluente bruto foi de 83,96 + 147,20 ngEQ-E2.L, e para o efluente tratado foi de <LD +
28,65 ngEQ-E2.L"t. No grafico box and whisker presente na Figura 19 observa-se a
distribuicdo dos dados de concentracdo estrogénica para o efluente bruto e para o efluente

tratado.
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Figura 19 — Gréfico box and whisker das concentragdes de atividade estrogénica (ngEQ-E2.L) do efluente bruto
e do efluente tratado.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ao se comparar a estrogenicidade do efluente bruto e do tratado, verificou-se que as
amostras se desviam significativamente ao nivel de significancia adotado de 5% (teste e p-
valor no APENDICE J). Isso indica que o tratamento do efluente doméstico por LAAP da
ETE estudada é significativo na remocéo da atividade estrogénica.

O outlier da amostra de efluente bruto é referente a coleta de 11/11/2019. Nessa
coleta, as eficiéncias de remocdo de DQO, SST e N-NH3s se encontram dentro do esperado, e
o efluente tratado conforme aos pardmetros da legislacdo pertinente. Sendo assim, isso indica
que no periodo a ETE operava dentro da normalidade. Entretanto, observa-se concentracdo
elevada de N-NHs; e NTK para efluentes domésticos, de 51,4 mg.L? e 60,8 mg.L?,
respectivamente, o que pode indicar a descarga de outros tipos de efluentes, que possam ter
influenciado na concentracao estrogénica afluente.

A amostra de efluente tratado identificada como outlier é referente a coleta de
20/06/22, ela foi superior ao LS determinado. Nessa coleta foi observada a maior
concentragio de NTK (36,1 mg.L™?) e de N-NHs (31,8 mg.L) no efluente tratado, com
respectiva remocdo de N-NHs de 28,54%, um dos valores mais baixos de remocgdo quando
comparados as demais coletas. VVon Sperling (2016), ressalta que as bactérias nitrificantes tém
seu crescimento inibido na presenca de substancias toxicas e em baixas taxas de oxigénio.

Portanto, o comprometimento do processo de nitrificacdo € um indicativo da presenca de
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outras substancias que podem interferir na quantificagdo do ensaio YES, bem como
influenciar na composi¢do da biomassa no TA e na agregacdo do lodo, e assim, impactar
negativamente na remocéo da atividade estrogénica.

Foi realizada a comparacdo entre os dados para os periodos de estiagem (abril a
setembro) e de chuva (outubro a marco). Observou-se um outlier no periodo de estiagem, cujo
valor foi 543,90 ngEQ-E2.L .

Na coleta referente ao resultado discrepante, datada de 25/04/22, foi observada a
descarga de efluente oriundo de fossa septica antes do ponto de amostragem do efluente bruto,
antes da realizacdo da coleta, ou seja, foi adicionado um maior aporte de esgoto ndo diluido, o
que pode ter resultado em maior atividade estrogénica no efluente. Assim, este dado também
foi retirado para determinar a medida de tendéncia central.

No grafico box and whisker presente na Figura 20, observa-se a distribui¢do dos dados
de concentracdo estrogénica para o efluente bruto nos periodos de estiagem e de chuva, com

seus respectivos valores medianos, maximos e minimos e intervalos interquartis (Q25 e Q75).

Figura 20 — Grafico box and whisker da atividade estrogénica (ngEQ-E2.L1) no efluente bruto nos periodos
chuva e estiagem.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quanto a influéncia da precipitacdo na estrogenicidade do efluente, no periodo de

estiagem, a concentragéo variou entre <LD e 306,8 ngEQ-E2.L* e no periodo chuvoso entre
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<LD e 322,27 ngEQ-E2.LY. O resumo dos pardmetros estatisticos para os dois periodos
apresenta-se no APENDICE K.

No periodo de estiagem, apesar do menor valor mediano (36,95 + 107,09 ngEQ-E2.L-
1), observa-se alta variabilidade dos dados em comparagdo com o periodo chuvoso (216,30 *
110,79 ngEQ-E2.L1). Além disso, observa-se que 50% dos dados no periodo de estiagem
encontram-se entre 26,55 e 205,67 ngEQ-E2.L™! e no periodo de chuva entre 83,96 e 272,30
ngEQ-E2.L, indicando a proximidade das faixas de concentracdes para os dois periodos.
Assim, verificou-se que ndo ha desvios significativos entre os periodos de chuva e estiagem,
ao nivel de significancia adotado de 5% (teste e p-valor no APENDICE J).

No estado do Rio de Janeiro, Argolo (2022) obteve no esgoto bruto valores entre 15 e
41,4 ngEQ-E2.L™%, enquanto Barcellos (2016), entre 1,08 e 4,61 ngEQ-E2.LL. Para 0 mesmo
estado, Gomes (2020) encontrou valores superiores, na faixa de <LD a 123,0 ngEQ-E2.L™.
Lopes (2016) obteve valores entre 14,7 e 52,6 ngEQ-E2.L e 22,1 a 31,9 ngEQ-E2.L, em
duas ETEs localizadas na regido metropolitana de Sdo Paulo. Em ETEs internacionais, Petosa
et al. (2022) encontraram concentracdes entre 27 e 72 ngEQ-E2.L! no Canada, enquanto na
Alemanha, Hettwer et al. (2018) quantificou a média de 13,9 ngEQ-E2.L! e na Suica, Margot
et al. (2013) encontraram entre 37 a 100 ngEQ-E2.L L. A faixa encontrada nesse trabalho foi
entre <LD e 543,90 ngEQ-E2.L™, atingindo valores superiores quando comparados com 0s
dados de estudos citados localizados na regido Sudeste do Brasil e no esgoto bruto
internacional. Observa-se que a atividade estrogénica possui alta dispersdo no efluente bruto,
com CV de 98,68% e que 50% dos dados encontram-se entre 31,09 e 239,10 ngEQ-E2.L ™.
Mesmo assim, nota-se que metade das amostras ainda se encontram com valores mais
elevados que todos os estudos citados.

Cabe ressaltar que a quantificacdo da atividade estrogénica sofre a influéncia da
complexidade da composi¢do do esgoto, presenca de substancias antagonistas e toxicas e a
interacdo dos compostos entre si. A ETE recebe efluentes de outras tipologias, como
mencionado no item anterior. Além disso, fatores regionais, espaciais e temporais, condi¢fes
ambientais e o estilo de vida da populagdo, como taxas reprodutivas, alimentagdo, consumo
de 4gua e medicamentos e as propriedades fisico-quimicas dos compostos também interferem
nas concentracdes dos microcontaminantes (Luo et al., 2014).

Para a mesma tipologia de tratamento (LAAP), Gomes (2020) encontrou valores entre
<LD e 11 ngEQ-E2.L! para amostras de efluente tratado, inferiores as deste estudo. Para o

tratamento por LA a faixa encontrada foi superior as encontradas por Argolo (2022), <LD a
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28 ngEQ-E2.L! e por Lopes (2016), entre 0,91 e 2,93 ngEQ-E2.L e 2,44 e 11 ngEQ-E2.L ™.
Em ETEs internacionais, foram encontrados os valores de 1 a 10 ngEQ-E2.L"* por Petosa et
al. (2022) no Canada, de 0,2 a 6,9 ngEQ-E2.L™* por Archer et al. (2020) na Africa do Sul, de
0,7 a 8,3 ngEQ-E2.L! na Suica, por Margot et al. (2013) e de 34,1 a 65,96 ngEQ-E2.L*
(Pawlowski et al., 2004) e entre <LD e 1,0 ngEQ-E2.L* (Shuliakevich et al., 2022), as duas
ultimas na Alemanha.

Nota-se que, a faixa de estrogenicidade no efluente tratado deste trabalho foi superior
que as encontradas em ETEs brasileiras e internacionais (Archer, 2020; Pawlowski et al.,
2004; Rutishauser et al., 2004). Cerca de 50% dos valores encontram-se entre <LD e 39,44
ngEQ-E2.L, sendo estes ainda superiores que aos encontrados nas ETEs brasileiras citadas e
na maioria das ETEs internacionais. Na Figura 21 encontra-se as concentracdes estrogénicas

para o efluente bruto e para o tratado por coleta realizada.

Figura 21 — Gréfico das concentracOes de atividade estrogénica (ngEQ-E2.L ) do efluente e do efluente tratado
por coleta realizada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Observa-se que das dez coletas em que foram analisados os efluentes antes e apds o
tratamento, apenas em uma (18/09/2019) a concentracdo do tratado (31,75 ngEQ-E2.L™?) foi
superior & do bruto (38,74 ngEQ-E2.L %), correspondendo ao aumento de cerca de 21%.
Contudo, apo6s a realizacdo do teste de Tukey, o dado foi identificado como um outlier e,
portanto, foi excluido para o calculo da média. A remogcdo média da atividade estrogénica

obtida foi de 86%. Assim como nessa pesquisa, diversos estudos encontraram eficiéncias de
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remocdo da atividade estrogénica em torno de 90% pelo sistema de LA e suas variantes
(Argolo, 2022; Coleman et al., 2008; Leusch et al., 2018; Lopes, 2016). Para ETEs com
sistema LA, Argolo (2022) encontrou remog¢do media de 92%, Lopes (2016) de 80 e 90% e
Margot et al. (2013) de 88%.

O valor discrepante de aumento da atividade estrogénica, de cerca 21%, na coleta de
18/09/2019, pode estar associado ao fato de o tratamento convencional remover alguns
compostos que interferem na analise do ensaio YES, que podem inibir a atividade estrogénica
atuando como antagonistas, ou seja quantificar uma menor ou nenhuma atividade que de fato
esta presente na amostra antes do processo de tratamento (Kolle et al., 2010).

Neste estudo a remocdo média foi de cerca de 37% para N-NH3, com concentracdo no
efluente final de 25 + 12,5 mg.L™. Assim, a nitrificagcdo foi um dos processos identificados
com remocdo abaixo do esperado para sistemas LAAP e isso pode ser um indicativo da
presenca de substancias toxicas ou de problemas no fornecimento ou dissolucdo de oxigénio
na massa liquida. Segundo Gomes (2020), a toxicidade de algumas amostras pode reduzir as
células viaveis e por consequéncia a resposta estrogénica, gerando resultados falso-negativos.
Margot et al. (2013) avaliando a remocdo da atividade estrogénica concluiu que ela foi
dependente do nivel de nitrificacdo, sendo de 75% sem a nitrificacdo e de 99% com
nitrificacdo total (N-NH3 <1 mg.L™). Além disso, apesar das amostras terem sido coletadas no
mesmo dia e horéario, ndo significa necessariamente que a amostra de esgoto tratada seja
referente a amostra de esgoto bruto coletada, devido ao TDH.

Fornecimento insuficiente de OD e excesso de concentracdo solidos na massa liquida
que dificultam a dissolugdo de OD podem prejudicar a formacdo e agregagdo do lodo. A
presenca de lodo disperso e a saida de sélidos nos vertedores do decantador secundario foram
observadas durante as coletas. A sorcdo é um dos principais mecanismos de remocao da
atividade estrogénica nos esgotos, onde ocorre a transferéncia da fase dissolvida para a fase
particulada (Argolo, 2022; Aquino et al., 2013; Nguyen et al., 2021). Gomes (2020) e Argolo
(2022), encontraram resultados positivos analisando a fracdo particulada de diferentes
matrizes ambientais, indicando a importancia do estudo da estrogenicidade associada aos
solidos suspensos. Sendo assim, a saida de solidos pode implicar no aumento da concentracao
estrogénica no efluente tratado e estar associada a menores eficiéncias de remocao estrogénica
da fracéo liquida.

Além disso, nas matrizes aquosas pode ocorrer a desconjugacao e a degradacéo parcial

dos hormonios esterdides pela atuagdo das bactérias eliminadas juntamente com as excrecdes,
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principalmente pela Escherichia coli, resultando no aumento da estrogenicidade (Baronti et
al., 2000; Esteban et al., 2014; Fent, Weston e Caminada, 2006; Ternes et al., 1999).

5.2.25 Correlacdo de Spearman entre os parametros fisico-quimicos e a atividade

estrogénica

Foi realizado o teste de correlacdo de Spearman para identificar a existéncia de
correlacdes entre atividade estrogénica e parametros fisico-quimicos (TDH, condutividade,
pH, DQOtotal, SST, N-NHz, NO3z", NTK e Norg), em termos de concentracao e eficiéncias de
remocao. Para nenhum dos parametros o p-valor foi menor que 0,05, ou seja correlagdo néo

foi significativa.

5.2.2.6 Avaliacdo dos efeitos potenciais a vida aquatica

As concentracdes estrogénicas em aguas superficiais capazes de causarem efeitos
danosos ao ecossistema aquatico variam entre os autores de 0,1 a 0,5 ngEQ-E2.L"* (Escher et
al. 2008; Nelson et al. 2007). Ja para Esteban et al. (2014) seria a partir de 1 ngEQ-E2.L™.

Para o célculo das concentrages foi utilizada a Qo no valor de 10,03 m3s? e as
concentragdes mediana e maxima do efluente tratado, sendo estas de 0,11 ngEQ-E2.L* e
95,48 ngEQ-E2.L%, respectivamente. A concentragdo da atividade estrogénica mediana ficou
abaixo do LD, portanto, também foi considerada como minima. Para vazdo do efluente
tratado foi utilizado o valor médio, de 45,35 L.s'. A concentragdo mediana e minima
determinada ap6s o descarte do efluente tratado no corpo receptor é de 0,0005 ngEQ-E2.L2, e
amaxima de 0,43 ngEQ-E2.L 1.

Embora os valores de atividade estrogénica em aguas superficiais ndo estejam
normatizados em nenhum pais, os resultados encontrados neste trabalho, sustentados pela
literatura, demonstram um alerta para 0s possiveis riscos ao ecossistema aquatico. Cabe
ressaltar que, para mensurar os efeitos potenciais dos compostos estrogénicos é preciso medir
a vazdo no ponto de descarte de efluente, mensurar a capacidade de autodepuracdo e de
adsorcdo aos sedimentos pelo corpo hidrico receptor e determinar a atividade estrogénica
presente no corpo receptor oriunda de outros langamentos, bem como sua origem e
periodicidade de descarte e a sua variagdo de concentragdo. Sendo assim, tem-se aqui uma

estimativa devendo realizar mais estudos.
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6 CONCLUSAO

Dentre os parametros avaliados no efluente tratado que sdo regulamentados pela
legislacdo de Minas Gerais, todos apresentaram concentracGes abaixo do VMP, com excecao
do N-NHz, sendo observada a extrapolacdo do VMP, em aproximadamente, 57% das coletas.
A remocdo média de DQO foi de 85%, conforme o esperado para sistemas LAAP. Quanto ao
N-NHs, a remocéo foi de 48%, abaixo do esperado para essa tipologia de tratamento. Foram
identificados como fatores limitantes para o processo no tanque de aeracao, a temperatura e
concentragéo de OD.

A precipitacdo influenciou de forma significativa na composicdo do esgoto bruto
apenas para DQO total e N-NHs e o efluente bruto exibiu concentragGes inferiores ao periodo
de estiagem para a maioria dos parametros, com exce¢do do SST, NTK e nitrogénio organico.
N&o houve alteracdo significativa no tratamento entre as estagdes de chuva e estiagem,
indicando regularidade no tratamento mesmo com o recebimento de &guas pluviais, que foi
associada a presenca do tanque de equalizacéo.

85% das amostras de efluente bruto apresentaram atividade estrogénica positiva,
enquanto de efluente tratado, 50%. A atividade estrogénica mediana no efluente bruto foi de
83,96 + 147,20 ngEQ-E2.L %, variando entre <LD e 543,90 ngEQ-E2.L, e no efluente tratado
de <LD * 28,65 ngEQ-E2.L?, variando entre <LD e 95,48 ngEQ-E2.L. Houve desvio
significativo entre as amostras antes e apds o processo de tratamento, ao nivel de significancia
de 5%. Quanto a sazonalidade, apesar de o periodo de chuva ter exibido concentracdes de
atividade estrogénica mais elevadas, a mediana nao se desviou significativamente do periodo
de estiagem.

Apesar da remocdo média de 86% da atividade estrogénica estar dentro da faixa
reportada pela literatura para sistemas LA e variantes, a atividade estrogénica no efluente
bruto encontrada neste estudo foi superior a de outros efluentes domesticos no Brasil e de
outros paises, e por consequéncia a concentracdo ap0s o tratamento também foi. As
concentragfes estrogénicas estimadas no corpo receptor ap6s o langamento do efluente
tratado foram de 0,0005 ngEQ-E2.L* e 0,43 ngEQ-E2.L™?, respectivamente. A concentraco
maxima, esta acima dos valores considerados como potenciais causadores de efeitos adversos
ao ecossistema aquatico.

Portanto, conclui-se que é necessario a adocdo de medidas de controle quanto a

compostos estrogénicos em todos 0s niveis, desde 0 seu uso racional para minimar as
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concentragdes no esgoto, bem como a realizacdo de mais pesquisas que contribuam para
inclusdo destes compostos como pardmetros de monitoramento de aguas residuérias com o
objetivo de fomentar a adocdo de estratégias e de novas tecnologias que objetivem aumentar

a sua remocao nas ETEs.
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APENDICE A - Estatistica descritiva da caracterizac&o fisico-quimica das amostras de
efluente bruto e tratado.

PaArémetros,e_statisti,CO:s/ Tipo de N Med M Min Mix DP CV (%)
Parametros fisico-quimicos efluente

Bruto 10 744 747 132 78 002 197
pH Tratado 8 75 75 727 777 002 2,02
Condutividade (us.cm Bruto 10 800 790 505 1026 141 17,81
us.cm™) Tratado 7 716 711 665 747 30 4725
Bruto 17 195 193 69 299 64 3301
SST (mg.L") Tratado 15 39 55 3 143 44 80,75
DQO total (mg L Bruto 17 362 401 165 625 106 26,34
) Tratado 13 50 54 27 81 17 3237
. Bruto 18 161 166 76 271 64 387
DQO filtrada (mg.L") Tratado 14 35 35 13 65 16 4501
. Bruto 16 196 215 86 357 75 3506
DQO particulada (mg.L-1) Tratado 7 13 15 2 30 9 6350
B Bruto 18 481 436 219 57 118 27,16
N-NHs (mg.L~) Tratado 14 25 232 6 482 125 539
_ Bruto 19 57 566 362 743 112 19,74
NTK (mg.L") Tratado 15 282 271 127 399 83  30.74
Norg (mg.L") Bruto 18 91 134 <LD 298 93 69,28
Tratado 7 34 39 06 82 24 6189
NOy (mg.L) Bruto 11 014 012 005 019 005 41,34
Tratado 8 016 017 012 026 <LD 26,12

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: N (nimero de dados); mediana (Med); média (M), minimo (Min); maximo (Max); desvio padrdo
(DP), variancia (V); coeficiente de variagdo (CV); demanda quimica de oxigénio (DQO); s6lidos suspensos
totais (SST); nitrogénio amoniacal (N-NHs3); nitrogénio total kjeldahl (NTK); nitrato (NOs); nitrogénio

organico (Norg).
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APENDICE B — Teste de normalidade e de desvio dos parametros fisico-quimicos do
efluente bruto nos periodos de chuva e de estiagem.

Namero Teste de
Parametros Amostra de normalidade p-valor Teste de desvio p-valor
amostras
Estiagem 6 . . 0,52
H Shapiro-Wilk T-Student 0,6275
P Chuva 4 P 0,89
. Estiagem 6 . . 0,77
t Sh -Wilk T-Student 0,6813
Condutividade Chuva 4 apiro-Wi 0.56
5l i Estiagem 10 0,08
Solidos suspensos totais : Shapiro-Wilk T-Student 0,859
(SST) Chuva 7 0,22
imi Estiagem 10 0,67
Demanda quimica de g Shapiro-Wilk T-Student  0,0393
oxigénio (DQO) total Chuva 5 0,99
Demanda quimicade  Estiagem 10 . : 0,15 ]
oxigénio (DQO) filtrada Chuva 8 Shapiro-Wilk 0.24 T-Student 0,0609
Demanda quimica de Bruto 9
oxigénio (DQO) Shapiro-Wilk 0,85 T-Student 0,1933
particulada Tratado 4
itroaéni i Estiagem 11 0,98
Nitrogenio total kjeldahl g Shapiro-Wilk T-Student 04623
(NTK) Chuva 8 0,71
itrogéni i Estiagem 10 0,03 i
Nitrogeénio amoniacal g Shapiro-Wilk Mann-Whitney  0,0004
(N-NHs) Chuva 8 0,15
Estiagem 10
Nitrogénio organico o0 shapiro-wilk 28 T-Student  0,9363
Chuva 8 0,46
Nitrato Estiagem 6 . . 0,83 .
Shapiro-Wilk ' Mann-Whitney  0,0899
(NOs) Chuva 5 P 0,03 y

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE C - Teste de normalidade e de desvio dos parametros fisico-quimicos do
efluente bruto e do efluente tratado.

Ndmero Teste de
Parametros Amostra de . p-valor Teste de desvio p-valor
normalidade
amostras
Bruto 10 0,951
H Shapiro-Wilk T-Student 0,7397
P Tratado 8 P 0,190
Bruto 10 0,892
Condutividade Shapiro-Wilk T-Student 0,1670
Tratado 7 P 0,702
5l i Bruto 17 0,835
So6lidos suspensos totais Shapiro-Wilk T-Student 0
(SST) Tratado 15 0,076
Demanda quimica de Bruto 17 . . 0,346
o Shapiro-Wilk T-Student 0
oxigénio (DQO) total Tratado 13 P 0,472
Demanda quimica de Bruto 18 : . 0,224
oxigénio (DQO) filtrada Tratado 14 Shapiro-Wilk 0.620 T-Student 0
imi Bruto 16 0,934
. Qemanda guimica de Shapiro-Wilk T-Student 0
oxigénio (DQO) particulada  Tratado 7 0,669
itroaéni i Bruto 19 0,759
Nitrogénio total kjeldahl Shapiro-Wilk T-Student 0
(NTK) Tratado 15 0,195
Nitrogénio amoniacal Bruto 18 : . 0,252 .
Shapiro-Wilk Mann-Whitne 0
(N-NHs) Tratado 14 P 0,610 y
o . Bruto 18 . . 0,099
Nitrogénio orgénico Shapiro-Wilk T-Student 0,0004
Tratado 7 0,737
Nitrato Bruto 11 : . 0,052
Shapiro-Wilk ’ T-Student 0,0416
(NO3) Tratado 8 P 0,547

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE D - Curva dose resposta de uma das amostras de branco.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE E — Curva dose-resposta do controle-positivo de 17p-estradiol na faixa de
concentragédo 2724 ng.L* a 1,3301 ng.L™ (continua).
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APENDICE E — Curva dose-resposta do controle-positivo de 17p-estradiol na faixa de
concentragdo 2724 ng.L* a 1,3301 ng.L (continuacéo).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE F — Carta controle para o 17p-estradiol.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE G - Curva da amostra de recuperacdo com concentracio de 100 ng.L ™.
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APENDICE H - Estatistica descritiva das concentragdes de atividade estrogénica do
efluente bruto e do efluente tratado.

Nomero Mediana Média Minimo Maximo Q1 Q3 pegyic Coeficiente

Amostra de dados padrio de va:);lagao
(ngEQ-E2.LY) (%)
Bruto 19 8396 149,16 <LD 5439 31,09 239,1 1472 98,69
Tratado 17 0,11 21,09 <LD 95,48 <LD 39,44 28,65 135,83

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE I — Concentracéo de atividade estrogénica, mediana, LD e LQ de cada
amostra de efluente bruto e de efluente tratado por coleta.

Concentracéo

Concentracao -~ LD LQ
Data da coleta Amostra i o média 1 4
(ngEQ-E2.LY) (NGEQ-E2.L) (ng.L)  (ng.L?)
EB-| <LD <LD 0,17 0,52
<LD 0,17 0,52
23/05/2019
ET1 <LD <UD 0,17 0,52
<LD 0,17 0,52
03/07/2019 ET-II <LD <LD 0,14 0,42
EB-lII 45,40 45,40 0,19 0,57
30/07/2019 ET-1I 15,96 15,96 0,14 0,42
EB-IV 31,09 31,15 0,19 0,57
31,20 0,14 0,42
14/08/2019
ET-1V <LD <LD 0,14 0,42
<LD 0,14 0,42
EB.V 36,95 31.75 0,22 0,66
26,55 0,22 0,66
18/09/2019
ET.V 49,84 3854 0,22 0,66
27,24 ’ 0,11 0,32
EB-VI 170,03 516,85 0,1 0,29
14/10/2019 <LD 0,1 0,29
ET-VI <LD <LD 0,22 0,66
EB-VII 272,3 2723 0,22 0,66
761,4* 0,22 0,66
11/11/2019
ET-VII <LD 19.12 0,22 0,66
37,9 ’ 0,22 0,66
EB-VIII 83,96 150,13 0.1 0.29
216,3 0,1 0,29
06/02/2020
ETVIII 14,44 729 0,1 0,29
<LD ' 0,1 0,29
EB-IX 322,27 161,16 0,1 0,29
<LD 0,11 0,29
09/03/2020
ET-IX 39,44 5022 0,1 0,29
61,00 ’ 0,1 0,29
07/12/2021 EB-X 224,66 224,66 0,13 0,41
25/04/2022 EB-XI 543,9 543,9 0,13 0,41
EB-XII 306,8 306,8 0,13 0,41
02/05/2022  —g 7y, 43,83 43,83 013 04l
06/06/2022 EB-XIII 239,10 239,1 0,13 0,41
205,67 0,13 0,41
200612022 EBXIV 77,60 141,64 013 04l
ET-XIV 120,80* 120,80* 0,13 0,41

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Legenda: * (dados identificados com outliers).
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APENDICE J - Teste de normalidade e de desvio atividade estrogénica para o efluente
bruto e para o efluente tratado.

NUmero
Teste Amostra de p-valor

amostras
. . Bruto 19 0,0149
Shapiro-Wilk Tratado 17 0,0008
Shabiro-Wilk Bruto - Estiagem 11 0,0052
p Bruto - Chuva 7 0,7969

. Bruto - Estiagem 11
Mann-Whit 1
ann-nriney Bruto - Chuva 7 0.15
Mann-Whitne Bruto B o009
y Tratado 17 ’

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE K — Estatistica descritiva das concentracdes de atividade estrogénica do
efluente bruto nos periodos de chuva e de estiagem.

Numero Mediana Meédia Minimo Maximo Q1 Q3 Desvio Coeficiente de

Periodo

x o
de dados (NgEQ-E2.LY) padrdo variacdo (%)
Estiagem 11 36,95 90,96 <LD 306,8 26,55 205,67 107,09 117,74
Chuva 7 216,3 184,22 <LD 322,27 83,96 272,30 110,79 60,14

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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ANEXO A - Materiais, equipamentos e reagentes necessarios para o preparo das amostras, das soluc@es e para a realizacdo do ensaio
YES.

Preparo das amostras Preparo das solucGes Realizagdo do ensaio YES

Ponteira e pipeta de 10 a 100 pL

Ponteira e pipeta de 100 a 1000 pL

Pipeta multicanal 10 a 200 pL

Ponteiras estéreis de 100 e 1000 pL

Placa de 96 pocos transparentes

Frasco para cultivo de células (frasco T) de 50 mL
Tubo falcon 50 mL

Tubo criogénico 2 mL

Filtro seringa 0,22 um
x _ Seringa descartavel
Baldo volumetrico 1L Frasco Scott 1L, 500 e 100 mL
Membrana de filtracdo 0,45 e 0,7 N
um Frasco ambar 20 mL
Materiais Cartucho Strata x 6 mL Bala}o volgmetrlco 1L, 250, 100, 50 e 10 mL
Funil de vidro
Cartucho Strata sax 6 mL M .
Bastdo de vidro

I\:/rI:sIcSorgrtbar 20 mL Becker 50 mL e 30 mL
Provetas de 250, 100, 50 e 10 mL

Vidro ambar 1L

Manifold Balanca analitica Agitador orbital
Bomba a vacuo Autoclave Cabine de seguranca biolégica Al Il
. Fluxo de nitrogénio Cabine de seguranca bioldgica ou fluxo laminar Estufa
Equipamentos . « . . .
Capela com sistema de exaustdo Filtro de osmose reversa Leitora de microplacas
Filtro de osmose reversa Freezer e geladeira Espectrofotdmetro
Tira indicadora universal de pH Espectrofotdmetro Vortex

Acetona, acetato de etila, acido cloridrico (HI), agua deionizada, metanol, etanol, EDTA, fosfato de potdssio monobésico (KH2PQO.), sulfato de
Reagentes amc“)n!o_((NH4)2804), hid_réx_ido de poté_ssio (K_OH), sylfato Qe magr)ésio (MgSO4), sulfato fér_rico h_idratado _(Fez(SO4)3)_, Leucinai L-histidi_na, ade_znina,
Reagentes L-arginina — HCI, L-metionina, L-tirosina, L-isoleucina, L-isoleucina, L-lisina — HCI, L-fenilalanina, L-acido glutamico, L-valina, L-serina, glicose,
acido L-aspartico, L-treonina, sulfato de cobre, tiamina, piridoxina, pantotenato de célcio, Inositol, biotina, CPRG, 17f-estradiol.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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ANEXO B - Preparo das solugdes e do meio de andlise para o ensaio YES

Preparo das solucbes do meio de cultivo

Para o preparo de cada solucdo, os reagentes foram pesados em papel aluminio. Apds
0 preparo das solucGes, estas foram esterilizadas e somente abertas em capela de fluxo

laminar.

Meio minimo

O preparo do meio minimo foi realizado através da adicdo dos seguintes reagentes em
1L de &gua deionizada: 13,61 g de KH2POs, 1,98 g de (NH4)2SO4, 4,2 g de KOH peletes, 0,2 g
de MgSO4, 1 mL de solugdo de Fez(SOa4)3 (0,04 g.50 mL™? de agua deionizada), 0,05 g de L-
leucina, 0,05 g de L-histidina, 0,05 g de adenina, 0,02 g de L-arginina-HCI, 0,02 g de L-
metionina, 0,03 g de L-tirosina, 0,03 g de L-isoleucina, 0,03 g de L-lisina-HCI, 0,025 g de L-
fenilalanina, 0,1g de L-&cido glutdmico, 0,15 g de L-valina, 0,375 g de L-serina.

Solucéo de vitamina

A solucdo de vitamina foi preparada pela adicdo dos seguintes reagentes em 180 mL
de agua deionizada: 0,008 g de tiamina, 0,008 g de piridoxina, 0,008 de pantotenato de calcio,
0,04 g de inositol e 20 mL de soluc&o de biotina (0,002 g.100 mL™ de 4gua deionizada).

Solucéo de glicose

A solucdo de glicose consistiu na solugdo de 20% p/v (20g.100 mL™), adicionando

glicose em agua deionizada.

Solucéo de acido L-aspartico

Solucio estoque de 0,004 g.mL™ (04 g.100 mL™) de 4cido aspartico em &gua

deionizada.
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Solucéo de L-treonina

Solucgio estoque de 24 mg.mL™* (0,6 g.25 mL™) de L-treonina, em agua deionizada.

Solucéo de sulfato de cobre (1)

Solucio de 20 mM (0,5 g.100 mL™) de sulfato de cobre (1) em agua deionizada.

Solucéo de CPRG

A solucéo estoque de CPRG (chlorophenol red-p-D-galactopyranoside) foi preparada

na hora do ensaio, cuja concentracdo é de 10 mg/mL em agua deionizada.

Preparacao do meio de cultivo

O meio de cultivo consiste na adicdo de: 5 mL de solucdo de glicose, 1,25 mL de
solucdo de acido L-aspéartico, 500 pL de solucdo de vitamina, 400 pL de solucdo de L-
treonina, 125 pL de solucdo de sulfato de cobre (1) e 45 mL de meio minimo. As solucdes
para preparo do meio de cultivo somente devem ser abertas em capela de fluxo laminar,

previamente preparada conforme o ANEXO A.

Conservacéao das solucdes

O meio minimo, as solucBes de glicose, acido L-aspartico e L-treonina foram
esterilizadas em frascos de vidro a 121°C por 15 min. As solugdes de sulfato de cobre (1) e de
vitamina foram esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,2 pm, pois sdo degradadas pelo
calor.

As solugdes de L-treonina e vitamina e 0 meio de cultivo foram armazenadas a

temperatura de 4°C. As demais solugdes foram armazenadas em temperatura ambiente.

Preparo do meio com a cultura de levedura
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A solucdo contendo a levedura foi preparada em frasco estéril de 50 mL, adicionando
4 mL do meio de cultivo e 3 mL de levedura.

Foi lida a absorbancia em 620 nm desta solucdo, correspondente a turbidez, em

espectrofotbmetro, previamente zerado com agua deionizada.

A leitura da absorbancia é uma adaptacdo do método original proposto por
Routledge e Sumpter (1996) para facilitar a etapa de contagem de células da levedura, que €
realizada em microscopio. A leitura obteve resultados satisfatorios em pesquisas, como nas
realizadas por Bistan et al. (2012) e Frische et al. 2009.

Esta deve ser proxima de 1 para realizacdo do ensaio.

O procedimento de preparo do meio de analise foi realizado em capela de fluxo
laminar. A aliquota contendo a levedura utilizada para leitura da absorbéancia deve ser

descartada.

Preparo do meio de analise para o ensaio YES

O meio de analise consistiu na adi¢cdo de 20 mL de meio de cultivo, 250 pL da solucgéo
de CPRG (10mg.mL™) e 25 puL do meio contendo a levedura, em tubo estéril ou previamente
esterilizado.

O meio de analise foi feito em tubos do tipo falcon estéreis ou, dependendo do volume

necessario, em frascos de vidro previamente esterilizados a 121 °C por 15 minuto.



