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RESUMO

A presenga cada vez mais constante de compostos desreguladores enddcrinos
(DEs) no meio ambiente, apresenta um sério risco para as espécies aquaticas e
a saude publica. Dentro dessa classe de contaminantes destacam-se os
horménios estrédgenos naturais estrona (E1), 17[B]-estradiol (E2) e estriol (E3), e
sintético 17[a]-etinilestradiol (EE2), os quais podem interferir no funcionamento
do sistema enddcrino dos seres vivos. O esgoto sanitario € uma das fontes
primarias desses compostos no ambiente aquatico, uma vez que o tratamento
convencional empregado pelas estagcbes de tratamento de esgoto — ETEs é
projetado para remogao de matéria organica e nutrientes, ndo sendo capazes de
remover completamente esses micropoluentes, tornando urgente a necessidade
de tratamentos mais eficientes. Neste cenario, os processos oxidativos
avancgados (POAs) mostram-se como alternativas interessantes, pois séo capazes
de promover a degradacéo total ou parcial desses micropoluentes. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a presencga e quantificar os horménios estrogenos E1,
E2, E3 e EE2 presentes no efluente tratado pela ETE do municipio de
Marmeleiro/PR, assim como, avaliou diferentes POAs, em especial a fotdlise (UV),
a fotdlise com perdxido de hidrogénio (UV/H202), a fotocatalise heterogénea
(UV/TiO2) e a foto-ozonizagédo (UV/O3) na degradacao destes estrogénios. Para
isso, foram coletadas amostras do efluente tratado pelos processos convencionais
da ETE, os quais foram caracterizados em termos fisico-quimicos e
microbiolégicos antes e apds cada POAs. A determinacdo dos horménios foi
realizada através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgéo
UV. Nas reagdes fotoquimicas, utilizou-se um fotoreator descontinuo, com
lampada UV-C (A= 254 nm) e tempo de reagao igual a 60 minutos. A avaliagdo da
degradacao dos horménios estrogenos pelos diferentes POAs, foi realizada em
uma concentragao inicial de 8 mg L' de E1, E2, EE2 e E3. Com intuito de verificar
a possivel formacdo de subprodutos toxicos durante as reacdes, avaliou-se a
toxicidade das amostras a partir de bioensaios com Artemia salina L. e Eisenia
fétida. Os resultados indicaram que todos os POAs proporcionaram uma melhor
qualidade nos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos. Foi identificado a
presenca de E1, E3 e EE2 no efluente tratado pela ETE em uma concentracéo
superior a normalmente relatada na literatura para este tipo de efluente. Os dados
da cinética de degradacdo dos hormoénios se ajustaram ao modelo cinético de
pseudo-primeira ordem, indicando a seguinte ordem de eficiéncia dos POAs na
degradacao UV/O3>UV/TiO2>UV/H202>UV, ja em relacao a degradagao de cada
horménio as constantes cinéticas foram kei>kee2>ke2>kes. Na avaliagdo da
toxicidade, foi observado que o efluente tratado pela ETE se mostrou toxico aos
bioindicadores avaliados (A. salina e E. fétida), entretanto, os POAs reduziram
essa toxicidade, indicando que nao houve a formagao de subprodutos tdxicos
quando comparados com a amostra inicial. Esses resultados sugerem que os
POAs, principalmente a foto-ozonizagéo (UV/Os), sao capazes de aumentar a
qualidade dos residuos liquidos das ETEs municipais, os quais pode ser
empregado como um tratamento terciario, melhorando suas caracteristicas
fisico-quimicas, microbiologias e removendo micropoluentes, como o0s
horménios estrogenos estudados.

Palavras-chave: desreguladores endocrinos; degradagao fotoquimica;
tratamento terciario; saude publica.



ABSTRACT

The increasingly constant presence of endocrine disrupting compounds (EDs) in
the environment poses a serious risk to aquatic species and public health. Within
this class of contaminants stand out the natural estrogen hormones estrone (E1),
17[B]-estradiol (E2) and estriol (E3), and synthetic 17[a]-ethinylestradiol (EE2),
which can interfere with the functioning of the endocrine system of living beings.
Sanitary sewage is one of the primary sources of these compounds in the aquatic
environment, since the conventional treatment used by sewage treatment plants
- STPs is designed to remove organic matter and nutrients, not being able to
completely remove these micropollutants, making it urgent the need for more
efficient treatments. In this scenario, advanced oxidative processes (AOPs) are
shown to be interesting alternatives, as they can promote the total or partial
degradation of these micropollutants. Thus, this study aimed to evaluate the
presence and quantify the estrogen hormones E1, E2, E3 and EE2 present in the
effluent treated by the STP in the city of Marmeleiro/PR, as well as evaluating
different AOPs, especially photolysis (UV), photolysis with hydrogen peroxide
(UV/H202), heterogeneous photocatalysis (UV/TiO2) and photo-ozonization
(UV/O3) in the degradation of these estrogens. For this purpose, samples were
collected from the effluent treated by conventional STP processes, which were
characterized in physicochemical and microbiological terms before and after
each AOPs. Hormones were determined using high performance liquid
chromatography (HPLC) with UV detection. In the photochemical reactions, a
discontinuous photoreactor was used, with a UV-C lamp (A= 254 nm) and a
reaction time equal to 60 minutes. The evaluation of the degradation of estrogen
hormones by the different AOPs was carried out at an initial concentration of 8
mg L' of E1, E2, EE2 and E3. To verify the possible formation of toxic by-
products during the reactions, the toxicity of the samples was evaluated from
bioassays with Artemia salina L. and Eisenia fétida. The results indicated that all
AOPs provided a better quality in the physicochemical and microbiological
parameters. The presence of E1, E3 and EE2 was identified in the effluent treated
by the STP in a concentration higher than that normally reported in the literature
for this type of effluent. The data on the kinetics of hormone degradation fitted
the pseudo-first order kinetic model, indicating the following order of efficiency of
AOPs in the degradation of UV/O3>UV/TiO2>UV/H202>UV, in relation to the
degradation of each hormone the kinetic constants were ke1>kee2>ke2>kes. In the
toxicity evaluation, it was observed that the effluent treated by the STP proved to
be toxic to the evaluated bioindicators (A. salina and E. fétida), however, the
AOPs reduced this toxicity, indicating that there was no formation of toxic by-
products when compared with the initial sample. These results suggest that
AOPs, mainly photo-ozonization (UV/Os3), can increase the quality of liquid waste
from municipal STPs, which can be used as a tertiary treatment, improving their
physicochemical, microbiology and removing micropollutants such as the
estrogen hormones studied.

Keywords: endocrine disruptors; photochemical degradation; tertiary treatment;
public health.
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1 INTRODUGAO

A agua é o composto quimico mais abundante no planeta Terra, sendo este
um recurso de extrema importancia para a existéncia da vida, essencial para o
abastecimento publico, agricola, industrial, geracdo de energia, assim como para a
dessedentagcdo de animais. O constante crescimento populacional provoca uma
grande pressao nos recursos hidricos, o que vem resultando na escassez de fontes
de agua de boa qualidade (GORGA et al., 2015; HUANG et al., 2015).

A atividade antrépica representa uma das principais fontes de alteragao da
qualidade e disponibilidade das aguas superficiais. A geragdo de esgoto doméstico e
industriais vem sendo mencionado como o principal fator na formacéo desse cenario
de degradacao, em razéo da deficiéncia e até mesmo inexisténcia de um tratamento
adequado desses efluentes (LIBANIO, 2008; TERNUS et al., 2011; WILLIAMS et al.,
2019).

Diversos compostos naturais e sintéticos ndo sdo completamente removidos
pelos sistemas de tratamento convencionais empregados atualmente. Assim, alguns
poluentes se mantém inalterados ou podem ser transformados em outros produtos,
permanecendo biologicamente ativos nos corpos receptores onde esses efluentes sao
langados (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013; LUO et al., 2014; LUST et al.,
2015; ARCHER et al., 2020), o que tem acometido as fungdes fisiolégicas e enddcrinas
dos organismos expostos (GOKS@YR, 2006; BENOTTI et al., 2009; JIA et al., 2019).

Esses compostos com alto potencial toxico dos quais seus efeitos sdo pouco
conhecidos foram denominados de contaminantes emergentes. A crescente
preocupagao com esses compostos deve-se ao fato de que estdo cada vez mais
presentes nos ecossistemas aquaticos ao passo que nao existem legislacdes vigentes
que deem diretrizes para identificacdo e remogao nas estacdes de tratamento, o que
oferece risco a saude de todos os organismos vivos expostos (GAVRILESCU et al.,
2015).

Os desreguladores enddcrinos (DEs) sdo uma das categorias de compostos
mais importantes entre os contaminantes emergentes, os quais apresentam
preocupagao nao apenas aos organismos aquaticos, mas também a saude humana
(SABIR; AKHTAR; SALEEM, 2019; XIE et al.,, 2019). Os DEs atingem os recursos

hidricos de diferentes maneiras, como o despejo de esgotos tratados ou nao,
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escoamentos agricolas, excre¢cdes de animais e outras vias de contaminagao
(ESPERANZA et al., 2007; YU et al., 2019).

Entre esses compostos estdo os hormdnios sexuais, dos quais os mais
estudados e investigados atualmente sao os estrogenos, pelo fato de serem muito
ativos biologicamente e estarem relacionados as causas de varios tipos de canceres.
Estes podem ser naturais, como a estrona (E1), o 17B-estradiol (E2) e o estriol (E3), ou
sintético como o 17a-etinilestradiol (EE2), que € amplamente empregado em pilulas
anticoncepcionais e nas terapias de reposi¢ao hormonal (RACZ; GOEL, 2010; HAMID;
ESKICIOGLU, 2012; MACHADO et al., 2014; MANICKUM; JOHN, 2014; WANG; ZHU,
2017).

Esses estrogenos sdo encontrados em baixas concentragées no meio ambiente
(ug L' e ng L"), mesmo assim, podem interferir negativamente nos organismos
expostos (BILA; DEZOTTI, 2007; VILELA; BASSIN; PEIXOTO, 2018; SACDAL;
MADRIAGA; ESPINO, 2020). Efeitos enddcrinos foram observados em peixes e
mexilhdes em rios a jusante de estagdes de tratamento de esgoto (ETEs), como por
exemplo, feminizagcao de espécies machos, hermafroditismo e disturbios reprodutivos,
sendo atribuido a presenga de DEs, como os estrégenos (TYLER; JOBLING, 2008;
GAGNE et al., 2011; TETREAULT et al., 2011).

Muitas vezes esses recursos hidricos sao usados para o abastecimento urbano
de agua potavel, desta maneira, esses micropoluentes podem, portanto, serem
encontrados na agua da torneira em concentragées muito baixas, mesmo apds o seu
tratamento (MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009; HUERTA-FONTELA; GALCERAN;
VENTURA, 2011; RIZZO, 2011). Apesar de ndo serem reportados na literatura efeitos
agudos desta exposicao, os efeitos a longo prazo ainda ndo sdo bem conhecidos.

Neste cenario, torna-se necessario o emprego de tecnologias adequadas para
conseguir eliminar definitivamente esses contaminantes. Entre elas temos a adsorcéo,
nano-filtragdo, membranas de osmose reversa, entre outras. Contudo, essas
tecnologias se baseiam apenas na transferéncia de fase do poluente e ndo sao capazes
de promover sua degradagao (BONVIN et al., 2016; TAHERAN et al., 2016; AROLA et
al.,, 2017). Assim, os processos oxidativos avangados (POAs) se mostram como
tecnologias promissoras neste ramo, devido a sua versatilidade e capacidade de
aumentar a biodegradabilidade dos efluentes (NAKADA et al., 2007; WERT; ROSARIO-
ORTIZ; SNYDER, 2009; ROSAL et al., 2010; YAO et al., 2016).
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Desta maneira, o objetivo desse trabalho foi o de quantificar e degradar os
hormonios estrégenos (E1, E2, E3 e EE2) em amostras do efluente tratado pela estacao
de tratamento de esgoto (ETE) do municipio de Marmeleiro — PR. Além disso, tem-se
por objetivo, avaliar a cinética de diferentes POAs na degradagao fotoquimica desses

hormonios e comparar a toxicidade dos efluentes antes e apos os tratamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca e a degradacao dos horménios estrégenos a partir de
tratamentos empregando diferentes processos oxidativos avangados (POAs) com
amostras oriundas do efluente tratado pela estagao de tratamento de esgoto (ETE) do

municipio de Marmeleiro — PR.

2.2 Objetivos especificos

¢ Quantificar os hormdnios naturais estrona (E1), 173-estradiol (E2) e estriol (E3),
e sintético 17a-etinilestradiol (EE2) presentes no efluente tratado pela estagao
de tratamento de esgoto (ETE);

e Estudar a fotdlise (UV), a fotdlise com perdxido de hidrogénio (UV/H20z2), a
fotocatalise heterogénea (UV/TiO2) e a foto-ozonizagao (UV/Os) na degradagéo
desses horménios;

e Estudar a cinética de degradagédo fotoquimica dos horménios por meio dos
POAs;

e Avaliar os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos do efluente antes e apds
cada reacgao fotoquimica;

¢ Analisar e comparar a toxicidade dos efluentes antes e apds os POAs utilizando

como bioindicadores Artemia salina L. e Eisenia fétida.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Desreguladores endécrinos (DES)

O corpo humano é regulado por dois grandes sistemas, o sistema nervoso e o
sistema enddcrino (VIVIANI; GARCIA JR, 2006). O sistema enddcrino é constituido por
glandulas localizadas em diferentes areas do corpo e pelos horménios por elas
sintetizados, como os estrogénios, progestogénio, testosterona e a adrenalina, os quais
sdo responsaveis por atividades biolégicas normais, como o crescimento, reprodugéo,
desenvolvimento embrionario e metabolismo (STARLING; ZORZI, 2010; TORTORA,
DERRICKSON, 2018).

Os horménios funcionam como mensageiros produzidos e secretados pelas
glandulas enddcrinas, s&o responsaveis pela comunicagéo entre as células, as quais
possuem estruturas proteicas (receptores) que identificam os hormonios, ocorrendo em
seguida uma série de reagdes bioquimicas, que resultam em respostas bioldgicas
especificas (SHIMADA; MITAMURA; HIGASHI, 2001; BIRKETT; LESTER, 2002;
LINTELMANN et al., 2003). E as quantidades de horménios necessarias para regular a
maioria das fungdes enddcrinas sdo muito pequenas, na ordem de 1 pg mL™" (ALVES;
GOMES, 2016).

De acordo a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental um desregulador
endocrino (DE) pode ser definido como um “agente exdgeno que interfere na sintese,
na secre¢ao, no transporte, na ligagéo, agao ou eliminagdo de hormdnios naturais no
corpo, 0s quais sao responsaveis pela manutengao, reproducgao, desenvolvimento e/ou
comportamento dos organismos” (USEPA, 1997). Esses compostos sao capazes de
alterar a atividade hormonal, pois se ligam aos receptores, alterando as suas respostas
normais, podendo agir por meio de bloqueio, estimulagao, mimetizagao ou inibigao da
producéo dos horménios naturais (GOMES; LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003;
VILELA; BASSIN; PEIXOTO, 2018; HERMAN et al., 2020).

Os DEs podem causar impactos em qualquer fase do ciclo de vida, porém,
durante o periodo de gestagdo ha maior susceptibilidade pois os mesmos podem
atravessar a barreira placentaria e interferir no desenvolvimento embrionario, fetal e
neonatal, provocando alteragdes metabdlicas na infancia ou na capacidade reprodutiva

dos organismos, entretanto, algumas vezes podem ser somente percebidas na fase
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adulta (BERGMAN et al., 2013). Além disso, tem sido reportado na literatura que os
efeitos podem ser propagados para as proximas geragdes, por mecanismos
epigenéticos (BERNAL; JIRTLE, 2010; SINGH; LI, 2012).

Os compostos classificados como DEs incluem substancias produzidas
naturalmente, como os fitoestrogénios, os andrégenos naturais e os estrégenos
naturais como estrona, estriol e 17B-estradiol. Além destes inclui-se ainda uma vasta
quantidade de produtos quimicos industriais, como o horménio estrégeno sintético 17a-
etinilestradiol, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), bifenilos policlorados
(PCB), dioxinas, furanos, nanofendis, metais pesados, compostos farmacéuticos e
agroquimicos (GALLUBA; OEHLMANN, 2012; , NASUHOGLU et al., 2012; PESSOA,
2012; ROCHA et al., 2013; RICHARDSON; TERNES, 2018).

A sua origem no meio ambiente, estda associada diretamente as aguas
residuarias, seja através do descarte de produtos ou pela excrecdo de substancias
metabolizadas ou inalteradas. Os residuos dessas substancias podem ser encontrados
em diversas matrizes ambientais tais como esgotos, sedimentos e até mesmo, em
4guas destinadas ao abastecimento urbano (SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010;
SANTANA, 2013; SILVA; MARQUES; GARCIA, 2019).

Esses compostos estdo presentes no meio ambiente em pequenas
concentragdes, na ordem de ug L' ou ng L', e mesmo assim possuem grande potencial
em causar efeitos deletérios aos organismos expostos, pois qualquer interferéncia no
sistema enddcrino, por minima que seja, pode provar danos significativos em muitos
processos (BILA; DEZOTTI, 2007; BRICIU, KOT-WASIK E NAMIESNIK, 2009;
ROBINSON; HELLOU, 2009; TORTORA; DERRICKSON, 2018). Apesar de nao ser
reportado na literatura efeitos agudos decorrentes da exposicdo a esses
micropoluentes, pouco se sabe ainda sobre os efeitos da exposicdo a baixas
concentracdes em longo prazo (HUERTA; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2012).

A primeira suposi¢cao de que os DEs poderiam ocasionar efeitos adversos foi
levantada em 1980, na regido dos Grandes Lagos nos Estados Unidos e Canada, onde
as aves coloniais expostas a agroquimicos comegaram a apresentar caracteristicas
femininas (FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006). Os primeiros relatos em humanos
aconteceram entres as décadas de 1940 a 1970, para evitar o aborto espontaneo o
diethylstilbestrol (DES) era prescrito a mulheres no periodo gestacional, e

aparentemente a utilizagdo desse hormonio sintético ndo causava efeitos nas mulheres,
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entretanto, as criangas nasceram com anomalias no aparelho reprodutor, como
canceres, esterilidade e endometriose (BILA; DEZOTTI, 2007).

A exposicao a essas substancias esta sendo relacionada ao desenvolvimento
de algumas doengas como cancer de testiculo, de mama e de prostata, queda da taxa
e qualidade de espermatozoides, deformidade dos érgaos reprodutivos, disfungao da
tireoide e alteragbes relacionadas com o sistema neurolégico (GHISELLI; JARDIM,
2007).

3.2 Horménios estrégenos

Os estrégenos sao horménios biologicamente ativos originarios do colesterol e
liberados pelo cortex adrenal, testiculos, ovario e placenta em humanos e animais
(ADEEL et al., 2017), os quais podem ser classificados como naturais ou sintéticos.

Os estrogénios naturais estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3) séo
hormonios predominantemente femininos, importantes para a manutencéo da saude
dos tecidos reprodutivos, seios, pele e do cérebro. O E2 é responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais femininas e a reprodug¢do. O
E1 e o E3, sdo metabdlitos naturais do E2. O E1 € um ingrediente ativo de um estrogénio
usado no tratamento de reposi¢cao hormonal e o E3 € o principal estrogénio encontrado
na urina de gestantes. O 17a-etinilestradiol (EE2) € um estrogénio sintético,
amplamente utilizado em contraceptivos e terapias de reposicdo hormonal (IKEHATA;
NAGHASHKAR; EL-DIN, 2006; BILA e DEZOTTI, 2007).

Entretanto, estes hormonios n&o sao restritos a regulagao da reprodugao, eles
atuam na formacao dos ossos, tecido adiposo, sistema digestivo, cardiovascular e
imunolégico em mulheres e homens (DAMSTRA et al., 2002; HALL, 2012). Os quais
despertam muita preocupacdo pela sua introdugao continua no meio ambiente e os
efeitos negativos no ambiente aquatico e na saude humana (BEAUSSE, 2004; EPA,
2015).

Quando dispostos no meio ambiente, o destino desses compostos dependera
de suas caracteristicas estruturais (Figura 1) e propriedades fisico-quimicas (Tabela 1),
como a lipofilicidade, fotossensibilidade e biodegradabilidade (MELO et al., 2009; LUO
etal., 2014).



Figura 1 — Estrutura quimica dos horménios estrogenos naturais e sintético.
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Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti (2007).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas dos hormdnios estrégenos.

20

Foéormula Massa molar Solubilidade em

Hormonio - jecular (g mol) agua (mg L") Log Kow®  pKa®
E1 C18H2202 2704 30 3,13 10,50
E2 C1gH2402 2724 3,6 4,01 10,71
E3 C1gH2403 288,4 441 2,45 10,40
EE2 C20H2402 296,4 116 3,67 10,40

aCoeficiente de partigdo octanol/agua; °Constante de dissociag&o acida.
Fonte: LIU; KANJO; MIZUTANI (2009a).

Suas caracteristicas fisico-quimicas demonstram que estes sdo compostos

organicos ligeiramente hidrofébicos, com baixa solubilidade, apresentando coeficiente

de particdo octanol-agua (Log Kow) maiores que 2,81 e elevados valores de pKa

indicando uma baixa dissociagcao em meios aquosos (YING; KOOKANA; RU, 2002;

DOLAR et al., 2012; SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012).

Alguns estudos mostram que o estrogénio sintético 17a-etinilestradiol € muito

mais resistente a biodegradacdo em estagdes de tratamento de esgoto do que os

estrogénios naturais, em razao da presenga do grupo etinil (CARGOUET et al.,
SERVOS et al., 2005; COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

2004;
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3.2.1 Presenga de estrogénios no meio ambiente

A ocorréncia dos hormdnios estrégenos no meio ambiente pode provir de
diversas fontes sejam pontuais e/ou difusas (GAVRILESCU et al., 2015). As fontes
pontuais sdo mais facilmente identificadas, pois apresentam pontos de entrada bem
definidos. Como exemplo temos as descargas diretas de aguas residuarias industriais,
domésticas e agricolas e o langamento de efluentes das estagbes de tratamento de
esgoto — ETEs (SODRE et al., 2007; GORGA et al., 2015).

Em contrapartida as fontes difusas sdo mais dificeis de serem controladas pelo
fato de que nao apresentam pontos definidos de entrada no ambiente, como por
exemplo o escoamento superficial do solo em regides agricolas (GHISELLI; JARDIM,
2007; HAMID; ESKICIOGLU, 2012). Na Figura 2 apresentam-se as possiveis vias de

entrada dos hormdnios no meio ambiente.

Figura 2 — Rotas de entrada dos horménios no meio ambiente (TRH: terapia de
reposi¢cao hormonal).
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Fonte: Adaptado de Hamid e Eskicioglu (2012).

Contudo, as excregdes humanas e de animais sdo mencionadas como as
principais fontes de entrada de hormdénios no ambiente aquatico (DE MES; ZEEMAN;
LETTINGA, 2005; JOBLING et al., 2006). Estes sdo excretados por meio da urina e
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fezes por mulheres e animais fémeas e, em menor quantidade por homens, na forma
de conjugados polares inativos (BILA; DEZOTTI, 2007; LIU; KANJO; MIZUTANI,
2009b). De acordo com a idade, dieta, saude ou estado de gestagdo os organismos
excretam quantidades variadas de horménios (JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA,
2000). Na Tabela 2 apresenta-se uma estimativa da quantidade de hormdnios

excretados diariamente por humanos.

Tabela 2 — Excregao diaria dos horménios estrégenos (ug dia™).

Individuo E1 E2 E3 EE2
Homens 3,9 1,6 1,5 -
Mulheres menstruadas 8,0 3,5 4.8 -
Mulheres na menopausa 4,0 2,3 1,0 -
Mulheres gravidas 3.000 259 6.000 -
Mulheres sob contracepgao - - - 35

Fonte: Johnson; Belfroid; Di Corcia (2000).

Estudos revelaram que os hormdnios estrogenos ndo sdo completamente
removidos durante o tratamento convencional nas estag¢des de tratamento de efluentes
— ETEs (CUI; JI; REN 2006; CHANG et al., 2011; VYMAZAL; BREZINOVA; KOZELUH
al., 2015; MSIGALA et al., 2017). Desta maneira, esses compostos e seus metabolitos
permanecem nos efluentes apds o tratamento e sao frequentemente encontrados em
aguas superficiais, sedimentos e até mesmo nas aguas destinadas ao abastecimento
urbano (ESTEBAN et al., 2014; SOLANO et al., 2015; PERONDI, 2019).

A presenga e persisténcia desses compostos em aguas superficiais esta
diretamente relacionada com suas propriedades fisico-quimicas e as condi¢cdes de
saneamento (GAVRILESCU et al., 2015). Em virtude da sua continua entrada no meio
ambiente e seu potencial deletério a saude humana e a biota aquatica, o monitoramento
da presencga e remogao desses estrogenos € de grande interesse para a comunidade
cientifica (VALCARCEL et al., 2018), e a sua entrada a partir do esgoto doméstico
tratado ou ndo, pode apresentar um enorme risco para 0 meio ambiente e a saude

publica.
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3.3 Métodos analiticos para determinagao de estrogénios

Os métodos empregados para identificar e quantificar baixas concentragéo de
estrogenos consiste em técnicas cromatograficas associadas a um detector, como a
cromatografia gasosa (CG) ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High
Performance Liquid Chromatography — HPLC), associadas a uma deteccao por UV,
espectrometria de massa ou fluorescéncia (GOU et al., 2016; LOCATELLI et al., 2016).
Contudo, diversos estudos que identificaram e propuseram tratamentos para os
horménios estrogenos, utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccao UV (STAFIEJ; PYRZYNSKA; REGAN, 2007; FERNANDES et al., 2011;
PATROLECCO et al., 2013; CEDAT et al., 2016; SHISHOV et al., 2017).

Em raz&o da complexidade das matrizes ambientais, a exatiddo dos resultados
pode ser afetada por diversos interferentes (PANDOPULQOS et al., 2020). Tonando-se
necessario realizar um pré-tratamento da amostra antes dos métodos instrumentais,
como por exemplo, extragao liquido-liquido e extracdo em fase sélida (do inglés solid
phase extraction - SPE) (CHAMAS et al., 2017).

A extracdo em fase sélida (SPE) é uma técnica amplamente empregada para
extrair e concentrar horménios estrogenos de amostras ambientais, devido a
simplicidade, baixo custo e possibilidade de automacao (CABAN et al., 2019) sendo
realizada em discos ou cartuchos formados por uma fase estacionaria com um
material adsorvente especifico para reter o analito de interesse (SUR; SINGH,;
CHIMCHIRIAN, 2012; GUNATILAKE et al., 2014). Normalmente é requerido uma
etapa de filtragdo das amostras que contenham material particulado, como os
efluentes, com intuito de reduzir o entupimento do cartucho de extragdo (LOCATELLI
et al.,, 2016).

O procedimento de SPE consiste basicamente em quatro etapas (Figura 3),
sendo elas: 1) condicionamento do cartucho com solvente adequado para ativar os
sitios de retencao; 2) percolagdo da amostra para retengdo dos analitos de interesse;
3) lavagem do cartucho para eliminar possiveis interferentes; e 4) eluicdo dos analitos
com solvente especifico (CALDAS; GONCALVES; PRIMEL, 2011).
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Figura 3 — Etapas da extragcao em fase sélida (SPE).
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Fonte: Adaptado de Caldas, Gongalves e Primel (2011).

3.4 Tratamento convencional de esgoto

As estagdes de tratamento de esgoto (ETESs) recebem os efluentes oriundos de
sistemas coletivos de uma regiao, tendo como principal objetivo reduzir problemas de
natureza ambiental e riscos a saude publica provocados pelo seu despejo indevido nos
corpos receptores (JORDAO; PESSOA, 2011).

Essas unidades s&o hoje, a alternativa de tratamento mais adequado para
esses efluentes, onde, através de processos fisicos, quimicos e bioldgicos o efluente
resultante € devolvido aos corpos hidricos. Os quais devem atender aos padrdes
impostos pelas Resolugdes n° 357 de 17 de margo de 2005 do CONAMA, que dispde
sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢gdes e padrdes de langamento de
efluentes, e da outras providéncias (BRASIL, 2005) e a Resolugéo n° 430 de 13 de maio
de 2011 do CONAMA, a qual dispde sobre as condicdes e padrdes de langcamento de
efluentes, complementa e altera a Resolugdo CONAMA n° 357/05 (BRASIL, 2011).
Quando houver, devem estar também em concordancia com as legisla¢des estaduais.
No estado do Parana, a Lei que dispde sobre licenciamento ambiental, estabelece

condicdes e padrdes ambientais e da outras providéncias, para empreendimentos de
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saneamento é a Resolugao n° 021 de 22 de abril de 2009 da Secretaria de Estado do
Meio Ambiente e Recursos Hidricos — SEMA (PARANA, 2009).

Os processos fisicos aplicados no tratamento convencional do esgoto
doméstico promovem a remogao dos sélidos grosseiros, sedimentaveis e flutuantes. Os
processos quimicos utilizam produtos quimicos para maximizar a eficiéncia da remogao
de uma substancia, modificar seu estado ou estrutura, ou simplesmente alterar suas
caracteristicas quimicas, sendo na maioria das vezes empregados em conjunto aos
processos fisicos e as vezes a processos bioldgicos. Ja os processos bioldgicos sao
assim denominados por dependerem da acao de microrganismos e sao fendbmenos
inerentes a respiracdo e a alimentacao desses para a transformacado de compostos
complexos em compostos simples (SANTOS, 2007).

Esse tratamento normalmente é classificado em preliminar, primario,
secundario e eventualmente terciario (VON SPERLING, 2005; LUO et al., 2014), visto
que geralmente as ETEs chegam apenas até o nivel secundario de tratamento. O
tratamento preliminar consiste apenas na remogao dos sélidos grosseiros, gorduras e
areias, enquanto o tratamento primario objetiva a remogao de solidos em suspensao e
parte da matéria organica, predominando em ambos, mecanismos fisicos de remogao
de poluentes. No tratamento secundario, ha predominancia de mecanismos biolégicos,
o foco principal é a remogédo da matéria organica e eventualmente nutrientes como
nitrogénio e fésforo. Os tipos mais comuns de tratamento secundario sao as lagoas de
estabilizacdo e suas variantes, lodos ativados e suas variantes e biofilmes ou filtros
biolégicos. O tratamento terciario, quando empregado, objetiva a remogao de poluentes
toxicos persistentes e compostos nao biodegradaveis (JORDAO; PESSOA, 2011).

O Brasil ainda apresenta inexisténcia de paramentos legislativos que
disponham de informagdes acerca da identificagdo e remogdo minima de hormdnios
estrogenos em efluentes. Entretanto, o conhecimento desses compostos em diversos
compartimentos ambientais é algo relativamente novo no ambito cientifico, assim como
seus efeitos negativos provocado aos seres vivos.

Eventualmente alguns micropoluentes podem ser removidos durante o
tratamento de esgoto por degradagao quimica, biodegradacao e sorcao a fase solida,
sendo essa remocao fortemente influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos
poluentes e pelas condi¢des de tratamento do esgoto tais como tecnologias de
tratamento e idade do lodo (BEHERA et al., 2011). Contudo, cabe salientar que apesar

da sorcao a fase sélida contar como uma forma de remogéao, neste processo acontece
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apenas uma transferéncia de fase do poluente, ocorrendo a geragao de um subproduto
sélido (lodo) que requer um tratamento e disposigao final ambientalmente adequadas,
e quando dispostos no solo sem tratamento prévio podem caracterizar uma importante
fonte de poluicdo (CARBALLA et al., 2004).

Estudos apontam que os hormdnios estrégenos sdo pouco removidos pelas
ETEs que empregam tecnologias convencionais, e que as aguas superficiais podem
apresentar atividade estrogénica proveniente dos esgotos domésticos tratados ou néo
(DA CUNHA et al., 2017). Foi identificado em amostras de aguas superficiais as
mesmas concentracdes de 17B-estradiol encontrados em amostras de esgoto bruto
(BISTAN et al., 2012). Os horménios naturais e/ou sintéticos contribuem com 80% da
estrogenicidade dos esgotos (GAVRILESCU et al., 2015; GORGA et al., 2014).

Demonstra-se assim a necessidade urgente de melhoria nas condi¢gdes de
tratamento destes efluentes e investimento na area de saneamento ambiental com
intuito de atingir um tratamento mais eficiente e consequentemente um controle
significativo da poluigdo causada por esse micropoluente. Neste contexto, sistemas de
tratamento alternativos ou complementares que sejam mais eficientes devem ser
avaliados (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013; TIJANI; FATOBA; PETRIK,
2013).

3.6 Processos oxidativos avangados

Os processos oxidativos avangados (POAs) sédo reagdes quimicas de oxidagao
que ocorrem através de espécies altamente oxidantes, em especial o radical hidroxila
(OH?*), espécie altamente reativa e pouco seletiva, podendo degradar uma ampla gama
de poluentes, transformando-os em espécies menos prejudiciais ao meio ambiente
(LIU; KANJO; MIZUTANI, 2009a; WANG; WANG, 2018).

Esse radical pode ser gerado a partir de fortes oxidantes como o ozénio (O3) e
o peroxido de hidrogénio (H202), ou por meio de semicondutores, sendo o diéxido de
titdnio (TiO2) o mais empregado, essas reagdes s&o potencializadas através da
utilizaco de radiagao ultravioleta (UV) (RUEDA-MARQUEZ et al., 2015).

O potencial de oxidagao do radical hidroxila (E° = 2,80 V) é superior ao dos
oxidantes convencionais e menor apenas que o potencial de oxidagao do fluor (E° =
3,03 V), desta maneira, o radical hidroxila é capaz de mineralizar diversos

contaminantes em dioxido de carbono (COz2), agua (H20) e ions inorganicos
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(KANAKARAJU; GLASS; OELGEMOLLER, 2014; WANG; WANG, 2017;
MALAKOOTIAN et al., 2020). Assim, esses processos possuem a capacidade de oxidar
poluentes organicos persistentes e de dificil biodegradagdo, os quais ndo sao
removidos pelas técnicas convencionais de tratamento, além disso, esses processos
ndao promovem apenas a transferéncia de fase do contaminante, reduzindo
significativamente o volume de lodo gerado (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; WANG,;
ZHUAN, 2020).

Entretanto, a formagdo de subprodutos de oxidacdo € uma grande
desvantagem dos POAs, pois estes podem ter um potencial estrogénico semelhante ou
maior em relacdo aos compostos originais, assim, a avaliacdo da toxicidade das
amostras submetidas a esses processos é de suma importancia (BILA et al., 2007;
UTZIG et al., 2019; MALAKOOTIAN et al., 2020).

3.6.1 Fotdlise (UV)

A fotdlise € uma das tecnologias fotoquimicas mais simples disponivel para a
degradacdo de contaminantes organicos (GMUREK; OLAK-KUCHARCZYK;
LEDAKOWICZ, 2017). Para isso, as moléculas devem absorver a radiagao emitida por
uma fonte luminosa, as quais podem ser naturais ou artificiais (MAHMOUD;
KUMMERER, 2012). Contudo, a fonte artificial de radiagéo ultravioleta (UV-C) no
comprimento de onda igual a 254 nm, obtidas por lampadas, € mais empregada devido
a sua maior eficiéncia (LIU; LIU; 2004).

Esse processo pode ocorrer de maneira direta ou indireta. A fotdlise direta
acontece quando a radiagdo incidente € absorvida pela molécula promovendo a
clivagem de liga¢des quimicas entre os atomos. Ja a fotdlise indireta acontece quando
espécies fotossensiveis absorvem os fétons e geram radicais reativos, como o oxigénio
ou o radical hidroxila, os quais completam a etapa de degradagao do poluente (SILVA,;
OTERO; ESTEVES, 2012; VIONE et al., 2015).

Alguns estudos avaliaram a degradagéo dos hormdnios estrégenos submetidos
a fotolise, com tempo de reacdo variado de 40 a 480 minutos, onde foi verificado
remocgoes inferiores a 60% para E2, E3 e EE2. Porém, foi observada remocéo de E1
superior a 70% em todos os trabalhos (LIU; WU; DENG. 2003; ROLOFF, 2007;
MAZELLIER; MEITE; DE LAAT, 2008; SARKAR et al. 2014). Os estrégenos sio

suscetiveis a fotolise, devido a absorgao dos fétons pelos grupos fendlicos e carbonilas,
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os quais apresentam elevada fotossensibilidade (MAZELLIER; MEITE; DE LAAT,
2008).

Um fator muito importante nesse processo € o comprimento de onda
empregado, pois em um estudo realizado por Puma et al. (2010) fazendo uso de
radiacdo UV-A, ndo observaram remogao dos hormoénios estrogenos, enquanto
verificou-se rapida degradacao de EE2 empregando radiagédo UV-C com comprimento

de onda igual a 254 nm.

3.6.2 Fotdlise com peroxido de hidrogénio (UV/H202)

Esse processo combina dois oxidantes potentes, a radiagao ultravioleta (UV) e
o peréxido de hidrogénio (H202) (LEGRINI et al., 2003). Essa combinagao resulta na
formacao de dois radicais hidroxila a partir de uma molécula de H202 (Equagéo 1)
(TEIXEIRA, JARDIM, 2004).

H,0, +hv - 20H » (1)

A degradacao do poluente pode ocorrer via fotdlise direta, causando quebra de
ligagdes quimicas, porém, algumas espécies organicas nao sao eficientemente
degradadas por UV direta, e a adicdo de H202 promove a degradacao pela reacdo com
OH* (KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009). No entanto, um fator que deve ser levado em
consideragao é a concentragao de H202, tendo em vista que em altas concentracbes
este atua como sequestrante dos radicais hidroxila ja formados, desta forma acabam
por competir com os poluentes organicos, levando a menores taxas de degradacao
(KOWALSKA et al., 2004; CEDAT et al., 2016).

Alguns estudos demonstram uma boa eficiéncia do processo UV/H202 na
degradacao estrogenos em esgoto doméstico, obtendo cerca de 90% de degradacgéo
para E1, E2, E3 e EE2 (ROSENFELDT; LINDE, 2004; HANSEN; ANDERSEN, 2012;
SARKAR et al. 2014).

3.6.3 Fotocatalise heterogénea (UV/TiOz2)

Entre os varios processos oxidativos avangados, a fotocatalise heterogénea

apresenta um grande potencial de aplicagdo no tratamento de amostras ambientais
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contaminadas, sendo capaz de provocar a degradagao de varios contaminantes
(ZHANG et al., 2012). A fotocatalise heterogénea tem sido utilizada na degradacao de
diversos compostos organicos, tais como, corantes (CERVANTES; ZAIA; SANTANA,
2009), farmacos (BAGAL; COGATE, 2014), agroquimicos (DAVEZZA et al., 2012) entre
diversos outros poluentes.

Essas reacbes sao caracterizadas pela presenca de catalisadores
semicondutores. Esses fotocatalisadores devem ser quimicamente e biologicamente
inertes, fotoestaveis, possuir uma elevada area superficial, de baixo custo e n&o toxico,
0s quais sao ativados a partir da radiagao visivel ou ultravioleta (UV) (KANAKARAJU;
GLASS; OELGEMOLLER, 2014). Existem varios materiais semicondutores (ZnO, ZnS,
Fe203 e CdS), entretanto o didxido de titanio (TiO2) € o mais empregado, devido as suas
propriedades, como a possibilidade de ativagao por luz solar, baixo custo, insolubilidade
em agua, estabilidade quimica em diferentes valores de pH e pouca toxicidade (BASHA
et al., 2010; MARCONE et al., 2012).

Esses catalisadores possuem duas regides energéticas, a banda de valéncia
(BV) e uma banda de conducdo (BC). Quando os fotons atingem a superficie do
semicondutor com energia igual ou maior que a energia de “band-gap” os elétrons (e°)
migram da BV para a BC, gerando uma lacuna (h*) na banda de valéncia. Essas
espécies (e- e h*) podem se recombinar ou entdo migrarem para a superficie do
catalisador, participando de reacdes de oxirredugao com espécies adsorvidas como
H20, H*, O2 e compostos organicos (Figura 4) (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; CHONG et

al., 2010). Esse processo é resumido pela Equagéo 2.

semicondutor+UV

Poluente Organico + 0, CO, + H,0 + acidos minerais (2)




30

Figura 4 — Esquema da fotoativagao do semicondutor (hv: energia; P: produto; P+:
produto oxidado).
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Fonte: Chong et al. (2010).

A degradagéo do poluente ocorre na superficie do catalisador apos reagdes
quimicas promovidas por espécies oxidantes, as quais sdo produzidas no processo de
fotoativagéo do catalisador (MALAKOOTIAN et al., 2020). Diversos estudos reportados
na literatura apresentam uma boa remog¢ao dos hormonios estrégenos pelo processo
de fotocatélise heterogénea (PUMA et al., 2010; FRONTISTIS et al., 2012; LARCHER
et al., 2012; SARKAR et al., 2014; SORNALINGAM et al., 2018).

Entre as vantagens desse processo ressalta-se a sua elevada velocidade de
reagdo, devido a presengca de catalisadores, geralmente ndo requerem outros

reagentes, podem ser ativados por luz solar e apresentam capacidade de degradar os
compostos em temperatura ambiente (LIANG; LI; JIN, 2012).

3.6.4 Foto-ozonizacgao (UV/O3)

O ozbnio (O3) € um oxidante extremamente forte (E° = 2,07 V). Entretanto a
degradacgao dos horménios estrégenos podem ser limitadas pela adesdo de compostos
as particulas organicas presentes na amostra e pelo curto tempo de vida do O3
(KANAKARAJU; GLASS; OELGEMOLLER, 2018).

Por outro lado, a combinagcdo com a radiagao ultravioleta UV-C proporciona a
fotolise do Os produzindo o perdxido de hidrogénio (H202), que por sua vez, decompde

o ozébnio residual em radicais hidroxila (OH*), neste processo ocorre também a hemdlise
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do H20:2 pela radiagédo UV, gerando também radicais hidroxila, potencializando a
degradacao dos poluentes (HOMEM; SANTOS, 2011; GOMES et al. 2017; MARTINI et
al., 2018).

Essa associagao torna-se muito interessante, pois diminui o consumo de 0zénio
e potencializa a degradacdo dos contaminantes aumentado a taxa de oxidagao,
convertendo-os em espécies menos téxicas, melhorando a biodegradabilidade dos
subprodutos (MALAKOOTIAN et al., 2020; WANG; ZHUAN, 2020). E sua aplicagdo em
aguas residuarias, como o esgoto sanitario, € muito promissora tendo em vista a
capacidade de reduzir significativamente a carga de micropoluentes, tais como os
horménios estrégenos (PESOUTOVA; STRITESKY; HLAVINEK, 2014).

A dose de 0zbnio necessaria € dependente do poluente a ser degradado, assim
como das caracteristicas do efluente (GOMES et al. 2017). Contudo, mesmo em baixas
concentragbes de Os e tempos de contato relativamente curtos, a eficiéncia de
degradacao de estrogenos € bastante elevada (ALUM et al., 2004; KIM; YAMADA;
TSUNO, 2004; ROSENFELDT et al., 2007; LIN; PENG; ZHANG, 2009). Um estudo
realizado por PESOUTOVA, STRITESKY e HLAVINEK (2014), apresentou uma
degradacdao dos horménios E1, E2, E3 e EE2 de 99,8%, 99,7%, 99,9% e 99,7%

respectivamente.

3.7 Avaliacao da toxicidade

A combinacgao de diferentes processos oxidativos avangados (POAs) é indicada
para aumentar a eficiéncia das reagdes pela formagcdo de agentes oxidantes fortes
(MARTINI et al., 2018). Entretanto, esses processos podem gerar subprodutos toxicos
durante a reagcdo (AFONSO-OLIVARES et al., 2016; ALHARBI et al., 2017).

A toxicidade de uma amostra esta relacionada com sua capacidade em
provocar efeitos adversos aos organismos expostos, incluindo alteragbes
comportamentais, no crescimento ou na reproducao, podendo ocasionar até mesmo a
sua morte (AREZON; NETO; GERBER, 2011). Assim, torna-se dificil prever os efeitos
biolégicos de efluentes tratados devido a mistura de diversos poluentes, e a
mensurag¢ao da magnitude desses efeitos por meio apenas das analises fisico-quimicas
sdo insuficientes, podendo apresentar intensidade em diferentes niveis, desde

moléculas, células, 6rgéo, individuos e comunidades (XU et al., 2020).
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Embora a ampla aplicabilidade dos POAs no tratamento de aguas e efluentes
com intuito de remog&o de micropoluentes emergentes, durante o processo de oxidag&o
podem ser produzidos metabolitos, cuja toxicidade poderd ser menor, maior ou
equivalente a dos compostos originais (AZUMA et al., 2016; GIANNAKIS et al., 2017).
Assim, os ensaios toxicoldgicos sao imprescindiveis para avaliar o impacto ambiental
desses efluentes apods o tratamento (RODRIGUES-SILVA et al., 2014).

Como uma complementacdo as analises fisico-quimicas, ferramentas
bioanaliticas, como o0s bioensaios estdo sendo propostas, visto que possuem
capacidade em identificar os efeitos da mistura de todos os compostos ativos em uma
amostra, abrangendo seus produtos de transformacdo (ALTENBURGER et al., 2015;
NEALE et al., 2020). Quando comparados com os métodos analiticos, os bioensaios
sao normalmente menos onerosos e permitem uma boa avaliagao da exposi¢ao e dos
seus efeitos biologicos (CONLEY et al., 2017).

A avaliagdo da toxicidade utilizando como bioindicador o microcrustaceo
Artemia salina L. possuem ampla aplicabilidade em diversas linhas de pesquisa, pois
permite a avaliagdo da toxicidade aguda geral de uma amostra, proporcionando
informacdes uteis, rapidas, econémica e com facilidade de reproducao (HIROTA et al.,
2012).

Outros testes que avaliam parametros subletais, como por exemplo, a taxa de
crescimento e disfungdes comportamentais, também sdo capazes de fornecerem
informacdes precisas e relevantes quanto a toxicidade de uma amostra (BARCELO;
ZONJA; GINEBREDA, 2020). As minhocas constituem cerca de 60 a 80% da biomassa
na macrofauna do solo e modificam beneficamente esses ambientes, ajudando na
decomposicdo e mineralizacdo da matéria organica, bem como na ciclagem dos
nutrientes (DATTA et al., 2016).

Dentre as diversas espécies de minhocas, a Eisenia fétida foi recomendada
pela OCDE - Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (1984),
como espécies sentinelas em testes toxicoldgicos, devido a sua facilidade de criagéo,

disponibilidade e alta sensibilidade a compostos toxicos (WANG et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

As analises bem como os ensaios fotoquimicos foram realizados no Laboratério
de Aguas e Efluentes, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Campus
Francisco Beltrdo, exceto as anadlises de coliformes termotolerantes, as quais foram
encaminhadas ao Laboratério Garantia de Qualidade (LGQ), localizado em Francisco
Beltrao/PR.

4.1 Area de estudo

O municipio de Marmeleiro esta localizado na porgcéo sudoeste do estado do
Parana (Figura 5), seu territorio abrange uma area de 388,046 km? e fica a 479,7 km da
capital Curitiba, a uma altitude de 660 metros acima do nivel do mar, sua economia &
estritamente voltada para a agricultura e a pecuaria e mesmo as industrias e empresas
séo direcionadas, em sua maioria, ao agronegdcio (IBGE, 2010). A populagéo estimada
em 2021 foi de 14.407 habitantes (IPARDES, 2021).

Figura 5 — Localizagdo do municipio de Marmeleiro no estado do Parana.
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O municipio de Marmeleiro abriga dois rios que abrangem boa parte das suas
divisas municipais longitudinalmente, o Rio Marmeleiro a leste e o Rio Marrecas a oeste.
Ambos desaguam no Rio Santana que segue para o norte e desagua no Rio Chopim,
sendo um importante afluente do Rio Iguagu (MARMELEIRO, 2019).

A bacia hidrografia do Rio Marmeleiro possui uma extensdao de
aproximadamente 47 Km, compreendendo cerca de 14 afluentes, distribuidos em sua
maior parte na zona rural do municipio, sendo de grande importancia para a populagao,
tendo em vista que € o unico manancial de captacdo de agua para abastecimento
urbano, e recebe ao longo de seu percurso os efluentes da estacédo de tratamento de
esgoto — ETE (THIEL et al., 2016).

4.2 Coleta das amostras

O estudo foi realizado com amostras fornecidas pela Companhia de
Saneamento do Parana (SANEPAR), em sua unidade de tratamento no municipio de
Marmeleiro, localizado no Sudoeste do estado do Parana, projetada para tratar uma
vazdo de 2.160 m*® d'. O sistema de tratamento empregado pela ETE deste estudo
pode ser visualizado na Figura 6, o qual vai até o nivel secundario de tratamento, sendo

empregado o sistema de lodos ativados.

Figura 6 — Sistema de tratamento empregado pela ETE Marmeleiro/PR.
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Coletou-se amostras do efluente tratado (Figura 7), apds passar por todo o
processo convencional empregado pela ETE, antes de serem langados no Rio
Marmeleiro. A coleta e transporte das amostras seguiu as metodologias descritas no
Standard Methods (APHA, 1998). O ponto definido para coleta pode ser visualizado nas
Figura 7 e 8.

Figura 7 — Ponto de coleta do efluente tratado pela ETE (E).

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 8 — Localizagado do ponto de coleta na ETE.
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4.3 Caracterizagao dos efluentes

O efluente foi caracterizado em termos fisico-quimicos e microbiolégicos antes
e apos cada reacgdo fotoquimica, seguindo metodologias descritas no Standard
Methods (APHA, 1998; APHA 2017). Os parametros avaliados foram: temperatura, pH,
turbidez, cor, oxigénio dissolvido (OD), demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda
bioquimica de oxigénio apds incubagdo por 5 dias a 20°C (DBOs), fosforo total,

nitrogénio total, e coliformes termotolerantes.

4.4 Reagentes, materiais e solugoes

Para a realizagéo deste trabalho foram adquiridos da Sigma Aldrich os padrées
dos horménios estrona (E1, 97%), 17B-estradiol (E2, 98%), estriol (E3, 99%) e 17a-
etinilestradiol (EE2, 98%), assim como os solventes metanol (99,9%) e acetonitrila
(99,9%), com grau HPLC, o perdéxido de hidrogénio (30% v/v) e o acido cloridrico (99%).
O dioxido de titanio (P25) foi obtido da Evonik Degussa. A agua ultrapura foi obtida a
partir de um sistema milli-Q da Milllipore.

As amostras foram filtradas em papel filtro quantitativo com didmetro de poro
variando de 25 ym a 40 pym (Unifil) e em membrana de PVDF com didmetro de poro
igual a 0,22 pm (Filtrilo).

Foram obtidos da Applied Separations, os cartuchos empregados na extragéo
em fase sdlida (SPE) do tipo seringa, com fase estacionaria octadecilsilano (C18) e
quantidade adsorvente de 500 mg com volume de 6 mL.

A coluna empregada no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) para
andlise dos horménios foi a coluna Khromosil C18 de 5 um, 100 A, 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de espessura. Essa coluna foi acoplada a um Holder Security
Guard Universal utilizando cartucho pré-coluna C18 de 4 mm por 3 mm.

As solucbes estoques de cada horménio foram preparadas na concentracao de
1000 mg L', separadamente, sendo pesados 0,01 g do analito e dissolvido em 10 mL
de alcool metilico, armazenadas a -22 °C por no maximo 10 dias. A partir da diluicao
das solugdes estoques foram preparadas as solugdes de trabalho nas concentragcboes

desejadas.
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4.5 Lavagem de vidrarias e materiais

Todo o material utilizado durante a realizagao do estudo foi mantido separado
e submetido por cerca de 12 horas a uma solugéo de Extran (5%) em agua, em
seguida foram enxaguados em agua corrente abundantemente, agua destilada e agua
ultrapura (Milli-Q).

4.6 Método de quantificagao dos hormoénios estrégenos

Tendo em vista a baixa concentragcao desses horménios encontrados em
amostras ambientais, foi requerido que essas amostras fossem extraidas em fase solida
e eluidas em solventes para leitura em HPLC (VERBINNEN; NUNES; VIEIRA, 2010;
PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015).

4.6.1 Extracdo em Fase Sélida — SPE

Primeiramente as amostras foram filtradas em papel filtro quantitativo comum e
em seguida em membrana de PVDF (0,22 um), a fim de se eliminar as particulas sélidas
em suspensao. As amostras filtradas foram extraidas imediatamente apds as coletas e
tratamentos, ndo havendo nenhum tipo de estocagem. Antes da realizagdo da SPE o
pH das amostras foi ajustado para 3 com HCI. Esse ajuste de pH foi realizado a fim de
diminuir a dissociagdo dos analitos e assim aumentar a eficiéncia nesta etapa (LIU;
ZHOU; WILDING, 2004).

A extracao em fase solida (SPE) foi realizada empregando o cartucho
octadecilsilano (C18), com uma fase estacionaria adequada para reter o analito de
interesse. Esse procedimento foi realizado analogo ao proposto por Verbinnen, Nunes
e Vieira (2010), onde estudou-se as melhores condicbes de SPE para os mesmos
hormonios deste estudo.

Foi adaptado um sistema para SPE, utilizando-se uma bomba a vacuo, com
uma valvula controladora de vazao, para ajuste do fluxo, um frasco Kitassato com
volume de 500 mL e uma rolha de silicone perfurada para suporte do cartucho de

extragcdo. Esse sistema pode ser visualizado na Figura 9.
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B Cartucho de exiragao (C18)
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Fonte: Autoria prépria (2021).

O condicionamento do cartucho foi realizado com 5 mL de alcool metilico, 7 mL
de acetonitrila e 5 mL de agua ultrapura (Milli-Q) com fluxo de 3 mL min-'. Em seguida,
foi percolado 200 mL da amostra a 2 mL min-'. A lavagem do cartucho foi realizada com
5 mL de agua ultrapura (Milli-Q) a 2 mL min', e seco sob vacuo por cerca de 5 min,
para que pequenas quantidades de agua fossem eliminadas. Os hormdnios foram
eluidos com 6 mL de acetonitrila com fluxo de 1 mL min™', para analise em HPLC-UV.
O fluxo foi ajustado com o auxilio da valvula controladora de vazao.

A eficiéncia do procedimento de extragao foi estimada por meio do percentual
de recuperacéao (Equacao 3), obtido relacionando-se as areas dos resultados analiticos
da solugao aquosa extraida (Aex) com solugao aquosa nao extraida (Anex). Para isso,
utilizou-se agua ultrapura (Milli-Q) enriquecida com solugdo padrdo mista dos

estrégenos (E1, E2, E3 e EE2) em uma concentragao inicial de 3 mg L.

_ Aex
%Rec = X 100 (3)
nex
Onde:
e %URec = Percentual de recuperagao;

e A,, = Area dos resultados analiticos das amostras extraidas;
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e A, = Area dos resultados analiticos das amostras néo extraidas.

4.6.2 Analise cromatografica

Para a determinacéao e quantificacdo dos hormonios estrona (E1), 17p3-estradiol
(E2), estriol (E3) e 17a-etinilestradiol (EE2) nas amostras de efluentes da ETE, foi
adaptada a metodologia proposta e validada por Verbinnen, Nunes e Vieira (2010).

O procedimento foi realizado utilizando a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detec¢ao UV (modelo UltiMate 3000, Thermo Scientific), em coluna
C18, utilizando o software de cromatografia Chromeleon™ (Figura 10).

As analises foram realizadas depois da inje¢do manual da amostra com loop
de 20 pL, sob uma vazdo de 1 mL min-'. A fase mdvel utilizada constituiu de uma
proporcdo de acetonitrila (ACN) e agua ultrapura (Milli-Q) em modo gradiente,
comegando em 20:80 (ACN:Hz20), alterando-se para 50:50 em 5 min e, posteriormente,
para 54:46 no decorrer dos 10 min subsequentes, sendo esta ultima propor¢ado mantida
até o fim da corrida, com duragéo total de 20 min. A deteccdo foi realizada em um
comprimento de onda igual a 281 nm. Um esquema do procedimento pode ser

visualizado na Figura 11.

Figura 10 — Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC) com detector UV.

Fonte: Autoria prépria (2021).
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Figura 11 — Procedimento para quantificagdo dos horménios em HPLC -UV.
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Fonte: Autora proépria (2021).

4.6.3 Curvas de calibragao

A concentragado de cada estrégeno foi calculada com base na integracao das
areas de pico do cromatograma correspondentes a cada analito, sendo convertida em
concentracao a partir da equacao da curva de calibragdo. Foram preparadas solucoes
dos quatro horménios nas concentragées de 1 a 11 mg L™, partindo das solugdes
padrées estoques de 1000 mg L' em metanol e dgua ultrapura (Milli-Q), cada ponto foi
injetado em triplicata no HPLC-UV, calculando-se as médias e desvios padrdes
relativos.

Utilizou-se o software Microsoft Office Excel para a constru¢ao das curvas de
calibragdo, céalculo da equacéo da reta e r?. A partir da equacgao da reta obtiveram-se
os coeficientes angular e linear. A linearidade do método foi avaliada em funcédo do
coeficiente de correlagdo linear (r?). A concentragdo minima detectavel ou limite de
detecgao (LD) e o limite inferior de quantificagao (LQ) do instrumento foram calculados

com as Equacgdes 4 e 5.

(4)
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_10><s

Onde:
e LD = Limite de deteccao;
e LQ = Limite de quantificacao;
e s = Desvio padrdo das medicoes;

e ¢ = Coeficiente angular da curva de calibragao.

4.7 Sistemas de tratamento

Os testes foram conduzidos isotermicamente a 20+2 °C em um fotoreator
descontinuo, com volume util de 2 litros. Os processos avaliados na degradacgéao
fotoquimica dos horménios estrogenos no efluente foram: fotélise (UV), fotdlise com
peroxido de hidrogénio (UV/H20:2), fotocatalise heterogénea (UV/TiO2) e a foto-
ozonizagao (UV/Og).

Nos processos envolvendo a fotocatalise heterogénea foi utilizado o TiO2 (P25),
em suspensdo como catalisador, em uma concentragdo de 1 g L' de amostra
(BOHRER, 2018), ao final do processo realizou-se um processo de centrifugagéo para
recuperagdo do catalisador. No sistema UV/H202 foi empregado o peréxido de
hidrogénio (30% v/v) em uma concentragéo de 1,8 g L' de amostra (BOHRER, 2018).
O pH do efluente nao foi alterado, pois objetivou avaliar a degradacédo em condigdes
reais, onde frequentemente encontra-se um valor de pH 7. O 0z6nio empregado no
tratamento de foto-ozonizagédo foi gerado a partir do oxigénio atmosférico em um
ozonizador modelo OZONIC OP, sendo continuamente introduzido no fotoreator
através de um difusor de pedra porosa no fundo do Fotoreator com fluxo de 800 mg h-
1.

Com a adigdo de ozbnio no tratamento de foto-ozonizagado, verificou-se a
formacao de espuma durante a reagao, devido aos poluentes organicos e possiveis
surfactantes presentes neste tipo de matriz, o que acabou dificultando a realizacéo da
reagcdo. Com o objetivo de eliminar a espuma, sem descaracterizar 0 processo e
influenciar a cinética de degradagao optou-se por introduzir ar atmosférico, através de
uma bomba centrifuga, o qual foi borbulhado de forma continua no Fotoreator por meio

de um difusor de ar, com a fungao de romper a tensao superficial da espuma e assim
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realizar as reacoes de foto-ozonizagdo sem interferentes. Situacdo semelhante a essa
foi encontrada por Messias (2015) e ajustada por Teles (2021) no sistema utilizado pelo
Grupo de Pesquisa Meio Ambiente e Tecnologia - GMATEC.

O Fotoreator (Figura 12 e 13) era composto por um tubo de vidro transparente
(didametro interno de 11 cm e altura de 37 cm) com dois acessos na tampa um para
adi¢ao de Oz2 e outro para adi¢gao do Os, quando empregados. O controle de temperatura
durante as reacoes era realizado a partir da introducdo de um termémetro no mesmo
orificio da adigao de Oz, assim como a coleta de amostras.

A fonte de radiagao ultravioleta UV-C (A=254 nm) foi a mesma para todos os
processos, sendo ela de vapor de mercurio (Osram) de 8 watts de poténcia, fixada no
centro do reator com um tubo de quartzo (3 cm de didmetro por 30 cm de altura) para
sua protegao.

O tempo de retengao das amostras no Fotoreator para cada tratamento foi de
60 minutos. Com intuito de promover a homogeneizagdo das amostras, foi utilizado um
agitador magnético. A parte externa do reator foi revestida com papel aluminio com o
objetivo de os raios ultravioletas refletirem para dentro do reator e evitar o contato

externo, tendo em vista que os mesmos sao prejudiciais a saude.

Figura 12 — Esquema do Fotoreator.
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Figura 13 — Fotoreator utilizado nos processos oxidativos avangados (POAs).
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4.8 Cinética de degradagao dos horménios estrégenos

Para avaliar a cinética de degradagao dos horménios naturais (E1, E2 e E3) e
sintético (EE2) submetidos as reagdes fotoquimicas (UV, UV/H202, UV/TiO2 e UV/O3),
realizou-se ensaios separados com amostras do efluente enriquecido com uma solugao
padrao mista dos estrogenos (E1, E2, E3 e EE2) em uma concentragao inicial de 8 mg
L-' de cada horménio. Foram retiradas aliquotas de 5 mL nos intervalos de 0, 5, 10, 20,
40 e 60 min de reagdo. Em seguida as amostras foram filtradas em papel filtro
quantitativo comum e em membrana PVDF com didmetro de poro igual a 0,22 um e
encaminhadas para analises.

Para a obtencdo dos paréametros cinéticos, os quais permitem avaliar a
velocidade de degradacgéo dos horménios E1, E2, E3 e EE2 pelos processos oxidativos

avangados, foi aplicado o modelo cinético de pseudo-primeira ordem (Equacéo 6).
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—In—=k.t (6)

Onde:
e (, = Concentragao inicial dos hormonios estrégenos (mg L")
e ( = Concentragdo dos hormonios estrogenos apds os POAs (mg L);
e k = Constante cinética de pseudo-primeira ordem (min');

e t =Tempo de reagdo (min).

4.9 Avaliagao da toxicidade

491 Teste de imobilidade/mortalidade Artemia salina L.

Os testes de imobilidade/mortalidade com A. salina foram conduzidos pelo
método proposto por Guerra (2001), com modificagdes baseadas na ABNT NBR 13373.
Inicialmente cistos de A. salina foram incubados em solu¢cdo de sal marinho sintético
(30 g L"), aerados, com luminosidade e temperatura de 25 °C, para induzir sua eclosao.

Apds a eclosao dos cistos, 10 nauplios do microcrustaceo foram transferidos
para pogos de placas de cultivo, contendo: 2 mL da solugao salina (controle negativo
salino), 2 mL de agua mineral (controle negativo doce) e 2 mL das amostras nas
seguintes concentragdes de 100%, 50%, 25%, 12%, 6,2%, 3,1%.

Apbs 24 horas de incubagao, a 25 °C, foi realizada a contagem do numero de
nauplios mortos, considerados como tal aqueles que permanecerem imoveis durante
20 segundos de observagdo. Com os valores medios e desvios-padrdoes de mortalidade
foi realizada a anadlise estatistica através do Teste de Kruskal-Wallis ao nivel de

significancia de 5% (n=4).

4.9.2 Teste de fuga com Eisenia fétida

O ensaio de fuga foi desenvolvido com as minhocas Eisenia fétida segundo a
norma NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011) e protocolo ISO (2008). As minhocas da
espécie E. fétida (Figura 14) foram adquiridas na fase adulta de fonte comercial e para

0 experimento utilizou-se organismos com clitelo bem desenvolvido e massa corporal
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individual de 300 a 600 mg. Foi utilizado uma adaptagao de solo artificial tropical (SAT)
proposto pela OECD (1984), sendo composto por uma mistura de area fina seca e
peneirada (70%), caulim em po (20%) e fibra de coco formato chips (10%).

A umidade do solo foi ajustada para 60% da capacidade maxima de retencéo
de agua, para isso, adicionou-se agua filtrada (solo controle negativo — CO-), efluente
(solo teste) ou uma solugéo de acido borico (HsBO3s) em uma concentragéo de 750 mg
Kg™' de solo (solo controle positivo — CO+).

Para realizacdo dos experimentos utilizou-se recipientes retangulares de
polipropileno, com dimensdes de 115 x 175 x 132 mm. A tampa dos recipientes foi
perfurada e seu volume interior dividido ao meio pela inser¢cdo de um divisor plastico
removivel. Uma das laterais dos recipientes foi preenchida com 600 g de solo controle
negativo (SAT + agua filtrada), ao passo que na outra lateral foi adicionada a mesma
quantidade de solo teste (SAT + efluente) ou solo controle positivo (SAT + &cido borico).
Em seguida, foi removido o divisor de plastico e colocou-se 10 minhocas na linha
divisoria entre os dois solos que se encontram no mesmo recipiente, lado a lado,

conforme Figura 15.

Figura 14 — Minhocas Eisenia fétida em solo artificial.

Fonte Autoria propria (2021).
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Figura 15 — Disposigéo dos experimentos com Eisenia fétida.
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Fonte: Auto;ia prépria (2021).

Foram realizadas duas repeticbes biolégicas de cada experimento. Os
recipientes foram mantidos no escuro durante 48 h. Apos este periodo, reposicionou-
se o divisor plastico em todos os recipientes, separando os solos controle e teste, em
seguida realizou-se a contagem dos organismos em cada sec¢do. Tendo em vista a
possibilidade de algum organismo sofrer corte em seu corpo durante o procedimento
de inser¢do do divisor nos recipientes, considerou-se a presenga desse organismo na
secao contendo a parte anterior do corpo (CANDELLO, 2014).

Para validacdo deste ensaio € necessario o atendimento ao critério de
distribuicdo homogénea (40-60%) dos organismos nos recipientes-teste na auséncia de
contaminantes, para tal, realizou-se o teste de controle dual, onde o solo controle
negativo foi disposto nas duas se¢des do recipiente. Assim como, verificou-se 0 numero
de minhocas mortas durante o tempo do ensaio, sendo o teste considerado valido para
valores inferiores a 10% em cada recipiente.

A analise dos dados foi realizada em termos de porcentagem de fuga por
amostra avaliada, de acordo com a Equacao 7. O solo € considerado toxico quando
apresenta uma taxa de fuga superior a 60% dos organismos expostos. Respostas
negativas (ou seja, as minhocas preferem o solo-teste) sdo consideradas como 0% de
fuga. Para verificar a significancia da resposta de fuga foi utilizado o teste estatistico de

Fisher unicaudal, utilizando os dados da média mais ou menos o desvio padrdo do
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numero de organismos encontrados em cada sec¢ao do recipiente de cada tratamento

e do controle dual.

C—nT
%=<%)x100 (7)

Onde:
e % = porcentagem de fuga;
e nC = numero de minhocas encontradas na secao B (solo-controle);
e nT =numero de minhocas encontradas na sec¢ao A (solo-teste);

e N = numero total de minhocas (soma das replicatas por amostra).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagao dos efluentes

5.1.1 Parametros fisico-quimicos

Os resultados da caracterizagéo fisico-quimica (Tabela 3) mostram que os
tratamentos empregando os diferentes POAs foram eficientes na redugdo dos

parametros avaliados.

Tabela 3 — Resultados das caracterizagdes fisico-quimicas do efluente antes e apos
os POAs avaliados.

Parametros Inicial Final .
E uv UV/H202  UV/TiO2  UV/O3
Temperatura (°C) 20,50 20,40 20,60 20,40 20,50
pH 7,00 7,20 7,35 7,50 7,80
Turbidez (NTU) 20,66 19,92 15,25 10,82 8,61
Cor (mgPtCo L) 352,35 332,23 279,91 255,76 183,32
OD (mgO2L") 5,80 7,20 8,10 7,02 8,69
DQO (mgO2L") 225,70 133,79 122,85 113,01 75,80
DBO (mgO2L") 153,89 78,54 65,16 60,09 45,72
Fosforo Total (mg L) 1,96 1,06 0,84 0,75 0,23
Nitrogénio Total (mg L") 27,07 15,82 10,36 9,24 7,89

E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20z2: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz2:
fotocatalise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagéo.
Fonte: Autoria propria (2021).

Os dados da Tabela 3, demonstram que a temperatura se manteve constante
durante todos os tratamentos, indicando que os POAs nao apresentaram elevacgao
significativa deste parametro ao longo das reagdes. O Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA), em sua Resolugédo n° 430 de 2011, a qual dispde sobre as
condi¢des e padrdes de lancamento de efluentes, complementa e altera a Resolucéo
n°® 357/2005 do CONAMA, em sua Secéao lll, onde é abordado as Condigbes e
Padrdes para Efluentes de Sistemas de Tratamento de Esgotos Sanitarios, estabelece

que a temperatura do efluente para langamento no corpo receptor deve ser inferior a
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40 °C (BRASIL, 2011). Assim, observa-se que todas as amostras se apresentaram
dentro deste limite, ndo gerando riscos de causar disturbios no corpo receptor.

Os valores de pH das amostras permaneceram estaveis durante todos os
tratamentos, os quais foram conduzidos sem ajuste inicial. A Resolugdo do CONAMA
n°® 430/11 estabelece que para critérios de protecao a vida aquatica o pH do efluente
deve estar entre 5 e 9 (BRASIL, 2011). Desta maneira, a amostra do efluente tratado
pela ETE submetido aos POAs, encontram-se dentro da faixa estabelecida pela
legislagao vigente.

Em relacdo a analise de turbidez, foi verificado reducgdes significativas de
58,33% e 47,63% para os tratamentos empregando UV/Os e UV/TIiO2
respectivamente. Ja as menores reducdes foram verificadas para os processos UV e
UV/H202, cerca de 3,60% e 26,19%, respectivamente. O acompanhamento deste
parametro durante os POAs, especialmente aqueles que empregam radiagdo, como
neste estudo, torna-se importante pois os sélidos em suspensao podem formar uma
barreira fisica entre os compostos alvos e os fétons, levando a uma diminuigdo na
eficiéncia do tratamento (GIANNAKIS et al., 2015).

O corpo receptor dos efluentes da ETE deste estudo, € o Rio Marmeleiro, e
de acordo com a Resolugago do CONAMA n°® 357/05, a qual dispbe sobre a
classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento,
bem como estabelece as condi¢cdes e padrdes de langamento de efluentes, este
manancial enquadra-se nas aguas doces de Classe 2. Sendo assim, a turbidez no
efluente destinado a esses corpos hidricos ndo podera exceder o valor de 100 NTU
(BRASIL, 2005), verifica-se que todas as amostras se encontram dentro do
estabelecido.

Para o parametro cor, foi observado uma reducao de 47,97% na remocgao de
sélidos dissolvidos no tratamento UV/Os, ja para os outros processos, essa eficiéncia
foi relativamente menor, variando de 5,71%, 20,56% e 27,41% para UV, UV/H202,
UV/TiO2, respectivamente. Assim como para turbidez, a quantidade de sélidos
dissolvidos na amostra pode acabar resultando em menores taxas de degradacgdes
dos poluentes pelos POAs. Na Figura 16, é possivel notar a diferenga visual na

reducido desses parametros.
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Figura 16 — Amostras do efluente da ETE (E) inicial e apds o tratamento com os
diferentes POAs.

\‘. uv u\‘r] It W hﬁo& Ly !0-_,

E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20z2: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz2:
fotocatalise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagéao.
Fonte: Autoria propria (2021).

Os valores encontrados para o oxigénio dissolvido (OD), estavam todos
dentro do estipulado pela Resolugado do CONAMA n° 357/05, sendo o valor minimo
de 5 mgO2 L' para langamento de efluentes em corpo receptor de agua doce Classe
2 (BRASIL, 2005). O tratamento empregando a foto-ozonizagdo (UV/O3), apresentou
um aumento consideravel na concentragdo de oxigénio dissolvido na amostra (8,69
mgO:2 L"), sendo considerado um dos beneficios proporcionados por este processo
(FAST et al., 2017).

Na avaliagdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), todos os tratamentos
avaliados apresentaram uma redugdo expressiva neste parametro, no entanto,
novamente a foto-ozonizagdo (UV/O3) se sobressaiu em comparagdo aos outros,
apresentando cerca de 66,42%, enquanto, UV, UV/H202, UV/TiO2 apresentaram
40,72%, 45,75% e 49,9%, respectivamente.

As Resolugdes do CONAMA n° 357/05 e n° 430/11, ndo abordam o parametro
de DQO. Entretanto, no estado do Parana, a SEMA — Secretaria de Estado do Meio
Ambiente e Recursos Hidricos em sua Resolugdo n° 021/09, a qual dispbe sobre
licenciamento ambiental, estabelece condicbes e padrbes ambientais e da outras
providéncias, para empreendimentos de saneamento no estado do Parana, em seu
Artigo 11, estabelece que o valor de DQO no efluente ndo podera ultrapassar o valor
de 225 mgO2 L' (PARANA, 2009). Assim, todas as amostras encontram-se dentro do
estabelecido pela legislacdo estadual, porém, todos os POAs avaliados foram
capazes de reduzir ainda mais esse parametro, proporcionando um efluente de melhor
qualidade a ser devolvido para o corpo receptor.

A demanda bioquimica de oxigénio, mesurada apos 5 dias de incubagao a 20

°C (DBO:s), indica a fragdo biodegradavel presente na amostra. Neste paradmetro os
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processos UV, UV/H202, UV/TiO2 e UV/Os, proporcionaram reducdes de 48,96%,
57,66%, 60,95% e 70,28%, respectivamente. Esses resultados demonstram que,
novamente, o efluente apresentou uma melhor qualidade ao ser submetido aos POAs,
pois um menor valor de DBOs no efluente, reduz as chances de disturbios no
ecossistema, a partir do consumo de oxigénio dissolvido. A Resolugédo n° 430/11 do
CONAMA estabelece limite maximo de 120 mgO2 L' (BRASIL, 2011), enquanto a
Resolugdo n° 021/09 da SEMA estipula um limite mais restritivo de no maximo 90
mgO2 L' (PARANA, 2009). Logo, observa-se na Tabela 3, que apds todos os POAs,
o efluente se encontrava dentro do estabelecido pela legislagdo mais restritiva.

O parametro fosforo total apresentou uma diminuicdo de 45,92%, 57,14%,
61,73% e 88,27%, quando tratados com UV, UV/H202, UV/TiO2 e UV/Os,
respectivamente. Apesar de todos os tratamentos se mostrarem eficientes na
remocgao deste parametro, os valores finais encontram-se acima do estabelecido pela
Resolugdo n° 357/05 do CONAMA, a qual estabelece que para corpos de agua
enquadrados como Classe 2, um limite de 0,030 mg L' para langamento em
ambientes |énticos (BRASIL, 2005).

Na avaliagao do nitrogénio total, verificou-se redugdes significativas na faixa
de 41,56%, 61,72%, 65,87% e 70,85%, para os processos oxidativos UV, UV/H20z,
UV/TiO2 e UV/Os, respectivamente. Nenhuma legislagdo consultada neste estudo faz
referéncia ao parametro nitrogénio total. Contudo, a Diretiva 91/271 da Comunidade
Europeia, estabelece um limite de 15 mg L' de nitrogénio total em efluentes de ETE
municipais (ECC, 1991). Apesar da fotdlise (UV) apresentar boa eficiente na redugéo
deste parametro, o efluente final ndo atende ao imposto pela Diretiva 91/271, apenas
os tratamentos empregando a fotdlise com peroxido de hidrogénio (UV/H20:2),
fotocatalise heterogénea (UV/TiO2) e a foto-ozonizagédo (UV/Os), proporcionaram
reducdes na faixa estabelecida pela legislacao.

As ETEs municipais sdo projetadas para tratar uma grande quantidade de
poluentes, como por exemplo, particulas solidas, compostos organicos, nutrientes e
patogenos, entretanto, a remogao de micropoluentes como os horménios estrogenos,
nao sao removidos com eficiéncia e, por consequéncia, muito desses compostos
atingem as aguas superficiais (LUO et al., 2014; ZHAO; LUNG, 2017).

A eficiéncia dos POAs na melhoria dos parametros fisico-quimicos avaliados
seguiu a ordem UV/O3>UV/TiO2>UV/H202>UV. Desta maneira, a utilizagdo de

processos oxidativos avangados (POAs) como um tratamento terciario nas ETEs
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municipais, poderia contribuir significativamente na reducdo da carga poluidora,

proporcionando um efluente de melhor qualidade a ser langado no corpo receptor.

5.1.2 Parametro microbioloégico

Na Tabela 4 apresenta-se os resultados obtidos na analise de coliformes
termotolerantes tanto no efluente (E) quanto apds os tratamentos com os POAs
avaliados. Os laudos referentes a essas analises podem ser observados nos Anexos
1 ao 5. Uma desinfeccgao eficiente dos efluentes das ETEs torna-se necessaria quando
ha contato primario de balneabilidade ou coleta de agua para abastecimento publico
em ponto jusante ao langamento (PARANA, 2009). Quando ndo ha contato primario,
a Resolugédo do CONAMA n° 357/05 define para corpos de agua doce Classe 2 um
limite maximo de 1000 UFC em 100mL"" (BRASIL, 2005).

Tabela 4 — Resultado da caracterizagdo microbioldgica do efluente (E) e os
diferentes POAs avaliados.

Amostra Coliformes termotolerantes UFC 100mL""
E 1,7 x 10%
uv 2,0 x 10°
UV/H202 1,0 x 10°
UV/TiO2 2,0 x 10
UV/Os 4,0 x 10"

E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20:: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiO2:
fotocatalise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagéo.
Fonte: Autoria propria (2021).

Analisando os resultados obtidos para este parametro, podemos constatar que
como a ETE em questdo ndo emprega nenhum processo de desinfe¢ao no efluente (E),
o valor encontrado esta muito acima ao que estabelece a Resolugdo do CONAMA n°
357/05, apresentando um valor igual a 17000 UFC em 100mL. Entretanto, ao
submeter o efluente (E) aos POAs, observou-se uma redugao significativa neste
parametro, obtendo inativagdes de cerca de 99,88%, 99,88%, 99,94% e 99,76% para
UV, UV/TiOz, UV/H202 e UV/Os3, respectivamente.
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Ao comparar o processo UV/H202 a cloragdo em termos de inativagao e
posteriormente a rebrota de uma cepa de E. coli em um efluente proveniente da ETE,
Fiorentino et al. (2015), observaram que, apesar da cloragdo apresentar um melhor
desempenho quando comparado ao POA na inativagao total, esta foi menos eficaz no
controle do novo crescimento do microrganismo avaliado.

Quando a desinfecgéo é necessaria em efluentes, o método mais empregado
€ a cloracao, pela sua alta eficiéncia bactericida e menor custo operacional, contudo,
este processo resulta na formacado de subprodutos téxicos, como por exemplo os
trihalometanos, assim, a utilizacdo de agentes alternativos que proporcionem a
desinfecgdo sem gerar compostos mais toxicos como a radiagdo UV-C, tem ganhado
atencéo (LI et al., 2017; DI CESARE et al., 2020). Como demonstrado neste estudo, os
POAs se mostram boas alternativas ao uso da cloragdo na inativacido desses

microrganismos.

5.2 Quantificacdo dos horménios estrégenos no efluente

A partir do percentual de recuperacdo (%Rec) pode-se observar que a
metodologia utilizada para extragcdo e concentragdo dos analitos mostrou-se
satisfatoria, com recuperagbes variando de 104,24% para E1, 97,88% para E2,
101,04% para E3 e 92,91% para EE2. De acordo com a ANVISA (2003) é desejavel
que os valores de recuperacao sejam préoximos de 100%, principalmente na validagéo
dos métodos voltados para analises de tragos, o que nao foi objetivo deste estudo.
Entretanto Ribani et al. (2004), alegam que recuperagdes dentro do intervalo de 70 a
120% sao aceitaveis para métodos cromatograficos, informacao corroborada por
Yuan et al. (2019) e Wang, Chen e Sun (2020).

Resultados semelhantes foram reportados por Chimchirian, Rominder e
Hongxiang (2007) ao utilizaram o cartucho C18 para extracdo dos hormédnios
estrégenos de aguas residuais, os valores variaram de 86 a 101%. Daniel e Lima
(2014), obtiveram 84 %, 86,6%, 78,4% e 88,6% de recuperacéo para os hormonios E1,
E2, EE2 e E3, respectivamente, seguindo a mesma metodologia proposta por
Verbinnen, Nunes e Vieira (2010) com o cartucho de extragao C18.

Para conhecimento da concentragcdo de E1, E2, E3 e EE2 nas amostras,
utilizou-se a equagao da reta de cada horménio (Apéndice A). O limite de detecgao
(LD) do método ficou na faixa de 6,181 mg L' para E1, 6,431 mg L para E2, 6,448
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mg L' para E3 e 6,263 mg L' para EE2, levando isso em consideragéo e o fato do

efluente tratado pela ETE apresentar concentracdes inferiores as do LD, realizou-se

o procedimento de SPE conforme descrito no item 4.6.1, e ao final da eluicdo do

analito, enriqueceu-se a amostra extraida com 8 mg L' de cada horménio.

Para conhecimento da concentracao real no efluente, descontou-se as areas

de picos dos cromatogramas da amostra enriquecida apés SPE com o padrédo de 8

mg L. Na Tabela 5, estdo apresentadas as concentragbes encontradas de cada

hormoénio na amostra estudada.

Tabela 5 — Concentragao dos horménios no efluente tratado pela ETE.

E1(ug L") E2 (ug L) E3 (ug L)

EE2 (ug L)

Efluente

4,120 ND 2,250

1,215

ND: néo detectado
Fonte: Autoria propria (2021).

Na Figura 17, observa-se o cromatograma dos quatro compostos alvos deste

estudo a uma concentragdo de 8 mg L', demonstrando que estes estavam todos

sendo bem separados pela metodologia utilizada.

Figura 17 — Cromatograma dos horménios estrogenos E1, E2, E3 e EE2 na
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Fonte: Autoria propria (2021).
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 5, podemos notar que trés

dos quatro horménios estudados foram detectados em altas concentracbes nas
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amostras do efluente tratado pela ETE do municipio de Marmeleiro/PR. Neste
trabalho, foi verificado uma maior concentracdo dos horménios estrogenos em
efluente de ETE quando comparados a outros estudos, os quais identificaram
concentragdes na ordem de ng L' (GABET-GIRAUD et al., 2010; BELHAJ et al., 2015;
WU et al., 2017; CELIC et al., 2020).

Cabe salientar que, as concentragdes desses compostos apresentam uma
variagao temporal, e que as amostras foram coletadas durante a estacdo seca do ano,
onde é comum menores taxas pluviométricas, fato este que pode ter contribuido para
uma menor diluicdo dos estrogénios na amostra investigada, resultando em maiores
concentragoes.

Entretanto, esses resultados corroboram com os achados de Pessoa et al.
(2014), onde foi avaliada a ocorréncia e remog¢ao de horménios estrégenos em cinco
ETEs brasileiras. Os autores encontraram maiores concentragdes para E1 e EE2,
variando na faixa de 3,050 e 3,180 ug L™, respectivamente, enquanto E2 apresentou
uma concentragdo maxima de 0,776 ug L. Ghiselli (2006) ao avaliar o efluente tratado
por uma ETE localizada em Sao Paulo, também identificou uma alta concentragao de
hormonios estrégenos, obtendo valor de 4,130 ug L' para E1 e 5,040 ug L-" para EE2.

A baixa concentragcdo de compostos estradiol (E2 e EE2), pode ser explicado
pela sua rapida degradagdo em estrona (E1) (SERVOS et al., 2005; CZAJKA,
LONDRY, 2006; ZHANG et al., 2014). Ratificando os resultados encontrados, onde
maiores concentracao foram verificadas para E1 e menores para compostos a base
de estradiol (E2 e EE2).

As ETEs apresentam remocdes médias de 37,8%, 75,9% e 74,8% para E1,
E2 e E3, respectivamente, evidenciando um baixo desempenho na remogao destes
compostos (LIU et al., 2015). Dentre os horménios naturais estudados, a estrona (E1),
tem demonstrado uma menor eficiéncia de remocéo nas ETEs, possivelmente, devido
ao relatado anteriormente, onde outros horménios conjugados ou livres sé&o
biodegradados a E1 durante o processo de tratamento (ZHENG et al., 2013;
ALVARINO et al., 2014; KUMAR et al., 2012).

De fato, os horménios estrogenos presentes em efluentes de ETEs municipais
sdo uma das principais fontes de contaminagcdo das aguas superficiais em todo o
mundo, desta maneira, torna-se urgente a necessidade de melhorar a eficiéncia

destas unidades na remocgao destes compostos, com intuito de reduzir a ocorréncia
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de estrogénios no meio ambiente, e assim, proteger toda a sua biodiversidade dos

impactos causados pelos mesmos (TANG et al., 2020).

5.3 Cinética de degradagao dos horménios estrégenos

A cinética de degradacao dos horménios adicionados no efluente tratado pela
ETE em uma concentragido de 8 mg L', demonstram que E1, E2, E3 e EE2 foram
degradados rapidamente nos primeiros 5 minutos de reagcdo por todos os POAs
avaliados, como ilustrado nas Figuras 18 e 19, resultando em um decréscimo nas
concentragdes ao longo do tempo.

Como pode ser observado, 0 Unico processo capaz de degradar
completamente todos os horménios em 60 min de reacao, foi o de foto-ozonizacao
(UV/Os3). Resultados semelhantes foram reportados por PeSoutova, Strfitesky e
Hlavinek (2014) ao avaliarem diferentes processos oxidativos avancados (POAs) na
degradacdo de hormébnios estrégenos, verificando que todos os tratamentos
alcancaram altas taxas de degradagao, mas quando comparados, os que utilizavam

a ozonizagao apresentaram uma maior eficiéncia.



57

Figura 18 — Degradacao dos hormoénios estrégenos E1 (a) e E2 (b) pelas reacdes
fotoquimicas UV, UV/H202, UV/TiO2, UV/Os. Condigdes: matriz esgoto tratado pela
ETE; concentragéo inicial de 8 mg L' para E1, E2, E3 e EE2 (Co); pH 7,00;
temperatura 20+2 °C; irradiagdo UV-C (A= 254 nm).
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Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 19 — Degradacao dos hormoénios estrégenos E3 (c) e EE2 (d) pelas reagdes
fotoquimicas UV, UV/H202, UV/TiO2, UV/Os. Condigdes: Matriz esgoto tratado pela
ETE; concentragéo inicial de 8 mg L' para E1, E2, E3 e EE2 (Co); pH 7,00;
temperatura 20£2 °C; irradiagdo UV-C (A= 254 nm).
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Nas Tabelas 6 a 9 sdo apresentados os resultados obtidos nos ajustes dos
dados ao modelo cinético de pseudo-primeira ordem, para todos os horménios
estudados submetidos aos diferentes POAs. Os ajustes foram avaliados por meio dos
coeficientes de correlagdo (r?), os quais indicaram uma boa adequagao dos dados ao
modelo cinético de pseudo-primeira ordem, como pode ser constatado nas Figuras 18
e 19, onde a diminuicdo da concentragdo dos horménios presentes na amostra,
diminuiu exponencialmente ao longo do tempo. Kanakaraju, Glass e Oelgemdller
(2018) sugerem que de uma maneira geral, a degradagao dos horménios estrogenos
normalmente seguem uma cinética de pseudo-primeira ordem.

A partir destes ajustes foi observada a seguinte ordem de degradagéo entre
os POAs UV/O3>UV/TiO2>UV/H202>UV. Comparando os valores das constantes
cinéticas (k) obtidas para cada hormdnio, pode-se perceber maiores degradacao de
E1 e menores para E3, sugerindo uma degradagcédo na ordem de kei1>kee2>ke2>Kes
para os diferentes sistemas de tratamento. Esses resultados estdo de acordo aos

encontrados por Cédat et al. (2016) e Sornalingam, Mcdonagh e Zhou (2016).

Tabela 6 — Valores obtidos no ajuste cinético para o modelo de pseudo-primeira
ordem na reagao UV.

Horménio k (min-) Erro r
E1 0,3582 0,0033 0,9999
E2 0,3730 0,0152 0,9993
E3 0,3440 0,1151 0,9464
EE2 0,3100 0,0244 0,9964

k: constante cinética de pseudo-primeira ordem; r?: coeficiente de correlagdo dos dados ao modelo
cinético de pseudo-primeira ordem.
Fonte: Autoria propria (2021).

Tabela 7 — Valores obtidos no ajuste cinético para o modelo de pseudo-primeira
ordem na reacdo UV/H202

Hormoénio k (min-) Erro r?
E1 0,5733 0,0551 0,9988
E2 0,5640 0,0681 0,9980
E3 0,4010 0,0999 0,9780
EE2 0,5320 0,0597 0,9970

k: constante cinética de pseudo-primeira ordem; r?: coeficiente de correlagido dos dados ao modelo
cinético de pseudo-primeira ordem.
Fonte: Autoria propria (2021).
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Tabela 8 — Valores obtidos no ajuste cinético para o modelo de pseudo-primeira
ordem na reagao UV/TiOz2.

Horménio k (min-) Erro r?
E1 0,6262 0,0390 0,9997
E2 0,4540 0,0600 0,9954
E3 0,1840 0,0393 0,9558
EE2 0,6280 0,0461 0,9995

k: constante cinética de pseudo-primeira ordem; r?: coeficiente de correlagéo dos dados ao modelo
cinético de pseudo-primeira ordem.
Fonte: Autoria propria (2021).

Tabela 9 — Valores obtidos no ajuste cinético para o modelo de pseudo-primeira
ordem na reacado UV/Os.

Horménio k (min) Erro r?
E1 0,6367 0,1581 0,9949
E2 0,4020 0,1326 0,9620
E3 0,0460 0,0182 0,8900
EE2 0,5670 0,1487 0,9900

k: constante cinética de pseudo-primeira ordem; r2: coeficiente de correlagéo dos dados ao modelo
cinético de pseudo-primeira ordem.
Fonte: Autoria propria (2021).

De acordo com esses resultados, pode-se observar que o tratamento
empregando apenas a fotdlise (UV), apresentou uma boa degradagao dos horménios
estudados, principalmente para E1 (95,67%), E2 (95,33%) e EE2 (84,79%) e menor
para E3 (40,15%). Esse processo de degradacao acontece a partir da absorgéo dos
fétons pelas moléculas, atingindo o estado excitado desencadeando diferentes
reagdes quimicas de decomposicao (VIEIRA et al., 2021). A fotdlise pode ser direta,
quando ocorre a interacdo da radiagdo com as moléculas, levando a sua degradagao
(CUERDA-CORREA; ALEXANDRE-FRANCO; FERNANDEZ-GONZALEZ, 2020). Ou
entdo, indireta, em que a oxidagado dos compostos € promovida por radicais gerados
a partir de fotoestabilizadores (SANCHES et al., 2016; DHAKA et al., 2017).

Os hormobnios estrégenos apresentam em sua estrutura quimica grupos
fendlicos, os quais sdo fotoativos (MAZELLIER; MEITE; DE LAAT, 2008). Ratificando
os resultados obtidos neste estudo, onde verificou-se boa eficiéncia na degradagéao
desses compostos por fotélise (UV). Contudo, um fator de extrema importancia na

eficiéncia dos processos que envolvem a fotdlise € o espectro de emissao das
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ldmpadas utilizadas nas reagdes, uma vez que estas devem emitir um comprimento
de onda no mesmo espectro de absorbéncia dos compostos alvos (NEAMTU;
FRIMMEL, 2006). A maior parte dos estudos realizados em escala laboratorial,
indicaram um aumento na eficiéncia da fotdlise empregando radiagao solar, UV-A,
UV-B e UV-C (SORNALINGAM; MCDONAGH; ZHOU, 2016).

Os estrogénios E1, E2 e EE2 apresentam absorbancia em um comprimento
de onda préximos ao empregado na reagao de fotolise (UV) (A=254 nm), porém, o
estrogénio E3 apresenta absorbancia em um espectro superior (A=260-300 nm)
(ZHENG; YATES; BRADFORD, 2008; CHEN; ZHANG; ZUO, 2013). De fato, as
maiores remogdes no processo UV foram encontradas para E1, E2 e EE2.

No tratamento empregando o fotdlise com perdxido de hidrogénio (UV/H2032),
foi observado remogdes na faixa de 95% para E1, 85,46% para E2, 95,53% para EE2
e 54,34% para E3. A irradiagao UV-C empregada nas reagdes (A=254 nm), decompbe
o peroxido de hidrogénio em radicais hidroxila (KRYSTYNIK et al., 2014).
Favorecendo a degradagéo dos hormdnios estrogenos neste processo (FRONTISTIS
et al., 2015).

Em relacdo a fotocatalise heterogénea (UV/TiO2), verificou-se uma
degradacgao de 99,79% para E1, 98,07% para E2, 99,97% para EE2 e 77,77% para
E3. Este aumento na eficiéncia da degradagado dos compostos pode estar relacionado
com a presenca do fotocatalisador, o qual é ativado pela irradiagao UV, participando
da reacao, por meio do aumento da taxa de degradagao, mas permanece inalterado
durante a reacdo (MACWAN; DAVE; CHATURVEDI, 2011). O catalisador TiO2 segue
sendo o mais indicado, em razdo da sua estabilidade quimica, disponibilidade
comercial, capacidade de degradar uma grande quantidade de poluentes e baixa
toxicidade (XU et al., 2014).

No processo de foto-ozonizagéo (UV/Os), constatou-se 100% de degradacgéo
de E1, E2, EE2 e E3 em 60 min de reacdo. Estudos apontam que, a combinag¢ao do
ozbnio com a radiagédo UV, apresenta grandes vantagens, dado que essa associagao
acelera a decomposicao do 0zdnio em espécies altamente reativas, ocorrendo desta
maneira uma maior taxa de degradagdo (VON GUNTEN, 2003; BOURGIN et al.,
2017). Justificando a maior eficiéncia deste processo comparado aos outros, visto
que, foi o Unico capaz de degradar completamente as 8 mg L' de E1, E2, EE2 e E3
presentes no efluente. Ainda que os processos baseados em ozénio apresentam a

capacidade de formar subprodutos de reagao, geralmente a qualidade dos efluentes
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sdao melhoradas (BOURGIN et al., 2017). Demonstrando assim, a necessidade do
monitoramento da toxicidade das amostras submetidas ndo sé a processo que
utilizam o 0zénio, mas em todos os POAs.

Os processos hibridos, ou seja, aqueles que empregam agentes oxidantes
em conjunto com a radiacdo UV, apresentam um maior desempenho na remogao de
poluentes (KANAKARAJU; GLASS; OELGEMOLLER, 2018). De fato, os diferentes
processos (UV/H202, UV/TiO2 e UV/Os), comparados com a fotdlise (UV),
apresentaram constantes cinéticas superiores, como mencionado anteriormente,
seguindo a ordem de degradagao kuvioz>kuvrrio2>KkuvH202>kuv (Tabela 6 a 9).

Os fatores que podem influenciar nessas constantes durante a degradacéo,
incluem a concentragao inicial do composto alvo, o pH, as caracteristicas da matriz de
estudo bem como as condi¢cdes de radiagdo e temperatura reacional (GMUREK;
OLAK-KUCHARCZYK; LEDAKOWICZ, 2017). Como este trabalho objetivou avaliar a
degradagao dos horménios estrogenos em efluente tratado por uma ETE, buscou-se
avaliar os processos com as condigdes proximas aquelas encontradas nestas
matrizes, assim nao houve ajuste do pH antes das reacgbes fotoquimicas, desta
maneira, o pH se manteve neutro, com valores préximos de 7. A constante de
dissociagao acida (pKa) dos hormodnios estudados, encontram-se préximos de 10,5,
indicando melhores degradacdo em uma faixa de pH 10, ou seja, acima dos seus
valores de pKa, (CHEN; ZHANG; ZUO, 2013). Contudo, alguns estudos apontam
maiores taxas de degradagdes dos estrogénios em pH préximos de 7 (LIU et al., 2017,
GONZALEZ et al., 2020).

5.4 Avaliacao da toxicidade

5.41 Artemia salina L.

Os processos oxidativos avangados (POAs) apresentam como principal
objetivo a degradacédo de poluentes organicos, entretanto, o desaparecimento dos
compostos alvos, ndo significa sua mineralizagédo completa a substancias de menor
toxicidade (WANG; WANG, 2021). Como ¢é dificil identificar os compostos
intermediarios formandos durante as reacgdes, os testes de toxicidade nos fornecem

informagdes acerca dos riscos potenciais ao ecossistema (WANG; CHU, 2016).
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A avaliagcao da imobilidade/mortalidade utilizando o microcrustaceo A. salina
(Tabela 10), indicou que o efluente tratado pela ETE (E) em todas as concentragoes,
exceto na menor (3,1%), apresentou numero médio de organismos mortos/imoveis
estatisticamente diferente dos controles negativos (Kruskal-Wallis, p<0,05), e
estatisticamente igual aos diferentes processos avaliados (UV, UV/H202, UV/TiO2 e
UV/O3) nas concentragdes de 100% (Kruskal-Wallis, p<0,05).

Entretanto, observa-se que, apesar de todos os tratamentos empregados ao
E, apresentarem toxicidade ao bioindicador A. salina na maior concentragdo de
exposi¢ao, ao passo que diminui-se a concentragcdo e aumenta-se a diluigdo da
amostra, esse efeito téxico dos tratamentos tende a diminuir, tendéncia esta n&o
observada para E, onde mesmo em baixas concentracdes a amostra se mostrou
téxica ao bioindicador estudado. Fazendo uma analogia ao que aconteceria no corpo
hidrico, onde naturalmente acontece a diluicdo da amostra, esse comportamento
observado no estudo poderia se repetir quando o efluente tratado pela ETE fosse
langado no corpo receptor, causando toxicidade aos organismos ali presente, e ao
receber um pés-tratamento com os POAs essa toxicidade poderia ser reduzida,
evitando desequilibrios ao ecossistema.

Na Figura 20 apresenta-se o percentual de imobilidade/mortalidade para o
bioindicador A. salina exposto aos controles negativos (salino e doce), bem como as
amostras avaliadas, em diferentes concentragcdes. Embora os POAs se revelarem
téxicos na concentracdo de 100%, pode ser verificado uma ligeira redugdo no
percentual de organismos imoéveis/mortos em todos os tratamentos (UV, UV/H20z2,
UV/TiO2 e UV/O3), e considerando que estes foram estatisticamente iguais ao E na
concentracéo de 100% (Kruskal-Wallis, p<0,05), podemos aferir que esses processos

nao criaram subprodutos ainda mais toxicos ao organismo avaliado.
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Tabela 10 — Numero médio e desvio padrao de organismos A. salina iméveis/mortos
durante a exposig¢ao ao controle salino, controle doce, efluente e aos diferentes
POAs avaliados.

Grupos Concentragoes Média * Desvio padrao
Controle Salino 100% 0,00 +£0,00e
3,1% 0,00 £0,00 e
6,2% 0,00 +£0,00 e
Controle Doce 12,5% 0,00+0,00 e
25% 0,00+£0,00e
50% 0,00 £0,00 e
100% 0,00 £0,58 ¢
3,1% 0,00+£0,00e
6,2% 1,50+ 0,58 d
Efluente 12,5% 2,50+ 0,58 cd
25% 4,00 + 0,82 bcd
50% 4,50 + 0,96 abcd
100% 10,00 + 0,00 a
3,1% 0,00 +£0,00e
6,2% 0,00 +0,00e
UV 12,5% 0,00+£0,00e
25% 0,00 £0,00 e
50% 0,00 +0,00 e
100% 8,50 + 1,29 abc
3,1% 0,00+£0,00e
6,2% 0,00 £0,00 e
12,5% 0,00 £0,00 e
UVIH202 25% 0,00 + 0,00 e
50% 0,00+£0,00e
100% 8,00 + 2,63 abc
3,1% 0,00 +0,00 e
6,2% 0,00+£0,00e
. 12,5% 0,00 +£0,00 e
UVITIO: 25% 0,00 + 0,00 e
50% 0,00 +0,00 e
100% 9,50 £ 0,96 ab
3,1% 0,00 +£0,00 e
6,2% 0,00 £0,00 e
12,5% 0,00 £0,00e
UVI0s 25% 0,00 + 0,00 e
50% 0,00 £0,00e
100% 9,00 + 0,50 abc

Médias seguidas pela mesma letra n&do diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20:: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz:
fotocatélise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagao.

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 20 — Percentual de imobilidade/mortalidade do bioindicador A. salina exposto
aos grupos controle salino, controle doce, efluente e os diferentes POAs avaliados.
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E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20z2: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz2:
fotocatélise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagao.
Fonte: Autoria propria (2021).

A utilizagdo do microcrustaceo A. salina como bioindicador se mostra muito
util na avaliagdo da toxicidade preliminar de uma amostra, entretanto, podem
apresentar equivocos quanto a toxicidade real de algumas substancias, ja que o
mesmo fornece informagdes de uma exposigdo aguda, sendo assim, recomenda-se o
emprego de testes complementares para determinar com clareza a presenca de
compostos toxicos (SILVEIRA et al., 2020). Desta maneira, € aconselhavel a
realizacdo de testes toxicoldégicos com mais de uma espécie, de preferéncia,

pertencentes a diferentes niveis tréficos (LUIZ et al., 2012).

5.4.2 Eijsenia fétida

Os resultados de distribuigdes dos organismos E. fétida no solo controle com
agua filtrada e nos solos testes com solugao de acido bérico ou o efluente tratado pela
ETE (E) e os diferentes POAs avaliados, podem ser visualizados na Figura 21.
Observa-se que as minhocas se distribuiram de forma homogénea no controle

negativo, realizado apenas com agua filtrada, em uma faixa de 55 a 45%, estando de
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acordo ao estabelecido pela ISO 17512-1 (2011), a qual estipula para o controle

negativo uma taxa de distribuicdo dentro da faixa 40 a 60%.

Figura 21 — Numero médio e desvio-padrao dos organismos E. fétida distribuidas no
solo controle (agua filtrada) e no solo teste (solugéo de acido boérico ou efluente e os
diferentes POAs avaliados).

m Solo Controle

10 - OSolo Teste

i

uv UV/H202 UV/TiO2 Uv/O3
Grupos

Numero médio de minhocas

E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20z2: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz2:
fotocatalise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagéo
Fonte: Autoria propria (2021).

Como esperado, o controle positivo (solugéo de acido bérico) apresentou uma
distribuicdo de 5% dos organismos, demonstrando fuga deste bioindicador quando
exposto a um composto téxico, conforme determinado pela ISO 17512-1 (2011), onde
o solo contendo a substancia téxica de referéncia deve apresentar um valor inferior a
20% na distribuicao das minhocas.

Analisando a taxa de fuga dos organismos E. fétida expostos aos diferentes
grupos (Figura 22), nota-se que, o efluente da ETE (E) apresentou um comportamento
de fuga dos organismos expostos (70%), assim como evitaram o controle positivo, o
qual apresentou resultado estatisticamente significativo em relagdo ao controle
negativo, segundo a prova exata de Fisher. De acordo com norma ISO 17512-1
(2011), uma taxa de fuga acima de 60% indica toxicidade do solo teste ao bioindicador,
desta maneira, o Efluente (E) se apresentou toxico a E. fétida uma vez que apresentou
uma taxa de fuga de 70%.

Entretanto a norma ISO 17512-1 (2011), apresenta que uma taxa de fuga
acima de 80% dos organismos, pode indicar a possibilidade de um disturbio na fungéo

do habitat. Desta maneira, apesar da toxicidade e do alto indice de fuga dos
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organismos E. fétida expostos ao E (70%), ndo é possivel afirmar que o mesmo
causaria um desequilibrio no habitat deste bioindicador.

No entanto, ao aplicar os diferentes processos oxidativos avangados (POAs),
verificou-se uma maior preferéncia destes organismos nos solos testes, assim,
conforme recomendacdes da ISO 17512-1 (2011) as taxas de fugas sao consideradas

zero. Evidenciando a diminui¢ao da toxicidade do E apods os POAs.

Figura 22 — Taxa de fuga dos organismos E. fétida expostos ao controle negativo
(agua filtrada), controle positivo (solugao de acido boérico) ou ao efluente e os
diferentes POAs avaliados.
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* Resposta estatisticamente significativa, segundo a prova exata de Fisher.
E: efluente tratado pela ETE; UV: fotdlise; UV/H20z2: fotdlise com perdxido de hidrogénio; UV/TiOz2:
fotocatalise heterogénea; UV/Os: foto-ozonizagéo
Fonte: Autoria propria (2021).

Os resultados encontrados nesse trabalho corroboram com o estudo realizado
por Valitalo et al. (2017), onde na avaliagao da toxicidade dos efluentes de sete ETEs
na Finlandia em oito bioensaios, incluindo citotoxicidade, genotoxicidade,
desregulagdo endodcrina e testes de toxicidade embrionaria em peixes zebra,
identificaram que os efluentes submetidos ao tratamento empregado pelas ETEs
apresentaram toxicidade aos bioindicadores avaliados e concluiu que, os organismos
presentes nas aguas superficiais receptoras desses efluentes podem estar sendo
ameacados.

Ma et al. (2019), analisaram a aplicabilidade de bioensaios com Vibrio fischeri
e teste de algas combinadas com Chlorella vulgarise, na avaliagdo de processos

avancados de tratamento de efluentes, as amostras avaliadas continham uma ampla
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gama de poluentes, desde agroquimicos a produtos farmacéuticos. Os resultados
encontrados pelos autores, indicam que a adsor¢do e o tratamento utilizando a
0zonizagao apresentaram-se como 0s processos mais promissores para redugao da
citotoxicidade, genotoxicidade e inibicdo da fotossintese nos organismos
avaliados. Em contrapartida, a fotdlise e a fotocatalise também se mostram eficientes
na reducdo da genotoxicidade e inibicdo da fotossintese. Estando de acordo com o
presente estudo, onde os POAs avaliados apesar de serem considerados toxicos ao
bioindicador Artemia salina, nao elevaram significativamente a toxicidade do efluente,
sugerindo que nao houve a formacdo de subprodutos mais toxicos quando
comparados a amostra inicial durante as reagdes fotoquimicas.

Sabe-se que a exposigdo prolongada a pequenas quantidades de
micropoluentes pode reduzir a biodiversidade dos organismos aquaticos, levando a
perda de funcbes e servigcos naturais importantes para a manutengcdo desses
ambientes (PENG et al., 2018). Portanto, o emprego de bioindicadores no diagnostico
da qualidade de efluentes submetidos a processos avangados de tratamento, podem
ser considerados ferramentas importantes e valiosas na avaliagdo e monitoramento
desses processos (DANZEI; VERCELLINO, 2018).
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6 CONCLUSOES

Os horménios estrégenos sdo essenciais para a fisiologia humana, sendo
produzidos e excretados diariamente por seres humanos e animais. Esses compostos
séo classificados como desreguladores enddcrinos (DEs), pois quando dispostos no
meio ambiente podem ocasionar efeitos adversos aos organismos expostos. Visando a
preservagao dos recursos naturais, a sua biodiversidade, e a saude publica, este
trabalho buscou avaliar tratamentos complementares aos utilizados pelas ETEs, uma
vez que verificou-se ineficiéncia na remogao desses micropoluentes emergentes, sendo
detectado trés dos quatro hormoénios estudados em concentragcdes consideradas
elevadas, evidenciando que o tratamento convencional empregado nessas unidades
nao foi capaz de degradar completamente esses compostos.

Para isso, amostras do efluente tratado pela ETE foram submetidos a
diferentes processos oxidativos avancados (POAs). Os resultados dos ensaios
cinéticos indicaram que apesar da fotdlise (UV), fotdlise com o perdxido de hidrogénio
(UV/IH202) e a fotocatalise heterogénea (UV/TiO2) apresentarem uma redugao
significativa na concentracdo dos horménios estudados nos primeiro 5 minutos de
reagdo, apenas a foto-ozonizagdo (UV/Os3) foi capaz de promover a completa
degradagao de todos os estrogénios em 60 minutos de reagcdo na concentragao
estudada. Os dados apresentaram um bom ajuste ao modelo cinético de pseudo-
primeira ordem na degradagdo dos compostos alvos e, as constantes cinéticas
indicaram a seguinte ordem de eficiéncia dos tratamentos kuvios>kuvrmio2>kuvHzo02>kuv.
A estrona (E1) se mostrou mais suscetivel a degradacéo pelos POAs, enquanto o estriol
(E3) mais persistente, o que foi confirmado pelas constantes cinéticas obtidas para cada
hormonio estudado, sugerindo a seguinte ordem na degradacao ket1>keez2>ke2>kes.

A partir das caracterizagdes, tanto fisico-quimicas quanto microbiolégica do
efluente antes e apdés cada POA, pode-se notar que, os tratamentos avaliados
conseguiram melhor significativamente sua qualidade, reduzindo os parametros fisico-
quimicos mais criticos para esse tipo de efluente, assim como, foi capaz de promover
uma desinfeccdo eficiente de coliformes termotolerantes, se mostrando como uma
alternativa interessante ao uso do cloro. Desta maneira, além de proporcionar a
degradagao dos compostos alvos esses tratamentos sdo capazes de melhorar a

qualidade do efluente a ser langado no corpo receptor.
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Na avaliagcdo da toxicidade para conhecimento da formagdo de subprodutos
intermediarios durante as reacbes fotoquimicas, foi constatado uma reducdo na
intensidade dos efeitos toxicos das amostras apds os tratamentos, nao sendo verificado
um aumento significativo sobre a toxicidade apds os POAs. Quando a sensibilidade dos
bioindicadores utilizados foi comparada, o microcrustaceo Artemia salina foi
considerado o organismo mais sensivel, enquanto Eisenia fétida apresentou uma
menor sensibilidade.

Os resultados encontrados sugerem que os POAs, especialmente a foto-
ozonizagao (UV/Os3), apresentam um grande potencial no aumento da qualidade dos
residuos liquidos proveniente de ETEs municipais, podendo ser incorporados nessas
unidades como um tratamento terciario, ou seja, um pos-tratamento aos ja existentes,
visto que, além de melhorar os parametros fisico-quimicos, foram eficientes na
degradacgao dos micropoluentes estudados. Os efluentes das ETEs municipais sdo uma
importante fonte de horménios estrégenos no meio ambiente, como pode ser constando
nesta pesquisa, assim reduzir as concentragcoes desses compostos nesta fonte, pode

ser uma alternativa interessante na redugao de estrogénios em corpos d’aguas naturais.
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ANEXOS

ANEXO A — Laudo da analise de Coliformes Termotolerantes para o efluente tratado
pela ETE (E).
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submetido ao processo de fotdlise (UV).
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ANEXO B — Laudo da analise de Coliformes Termotolerantes para o efluente (E)



ANEXO C — Laudo da andlise de Coliformes Termotolerante para o efluente (E)
submetido ao processo de fotdlise com o perdxido de hidrogénio (UV/H202).
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ANEXO D — Laudo da andlise de Coliformes Termotolerante para o efluente (E)
submetido ao processo de fotocatalise heterogénea (UV/TiOz2).
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ANEXO E - Laudo da analise de Coliformes Termotolerante para o efluente (E)
submetido ao processo de foto-ozonizagdo (UV/O3).
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APENDICE A — Curva de calibracdo para estrona (E1).
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APENDICE B — Curva de calibragdo para 17p-estradiol (E2).
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APENDICE C — Curva de calibragdo para estriol (E3).
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APENDICE D — Curva de calibragdo para 17a-etinilestradiol (EE2).
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