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RESUMO

Os estrogénios, presentes no meio aquatico como contaminantes
e classificados como desreguladores endocrinos, sdo substancias com
comprovado efeito maléfico aos ecossistemas aquéticos e aos seres
vivos, portanto, torna-se necessaria a remocdo destes poluentes dos
esgotos sanitarios. Com isto, neste trabalho foi avaliada a remocéo
simultdnea dos horménios estrona (El), 17p-estradiol (E2) e 17a-
etinilestradiol (EE2) em condicGes aerdbias. Neste contexto, foram
realizados ensaios de bancada aerdbios de curta duragéo, conduzidos em
diferentes condicBes operacionais (trés concentracbes de sdlidos
suspensos volateis e da fonte de carbono, trés tipos de meio aquoso,
lodo inativado e lodo ativado proveniente de trés plantas de tratamento
diferentes), com o intuito de verificar a relacdo destas varidveis com a
remocdo dos horménios. Além disso, um reator de enriquecimento foi
monitorado, para verificar a degradacdo dos estrogénios a partir da
microbiota, sendo que a Unica fonte de carbono externa adicionada ao
sistema foram os horménios (E1, E2 e EE2). Por fim, dois sistemas
piloto de tratamento de esgoto sanitario, lodos ativados (LA) e
biorreator a membrana (MBR), foram monitorados para observar a
degradacdo ou a remogdo da fase aquosa dos poluentes de interesse. O
E2 foi degradado mais facilmente em todos os casos avaliados. Nos
experimentos com o lodo inativado, o composto sintético EE2 foi
removido mais rapidamente, pelo processo de adsor¢do, do que o0s
compostos naturais. Um consorcio bacteriano foi obtido através do
enriquecimento, e a sua capacidade de degradacdo foi comprovada. A
diversidade da comunidade bacteriana presente em cada amostra de lodo
foi estudada, possibilitando a comparacdo da diversidade das bactérias
dominantes, existentes em cada um dos sistemas. Os reatores LA e
MBR apresentaram eficiéncia de remogdo dos hormonios bastante
semelhante, sugerindo que a presenca da membrana como forma de
retencdo da biomassa no sistema, pode ser substituida por sistemas mais
simplificados como os lodos ativados operados em batelada sequencial.
A ocorréncia do processo de nitrificacdo foi o principal fator relacionado
a eficiéncia de remocao dos hormonios observada neste trabalho.

Palavras-chave: Desreguladores endécrinos. Estrona. 17p-
estradiol. 17a-etinilestradiol. Remocdo de horménios. Biorreator a
membrana. Lodos ativados.
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ABSTRACT

The estrogens, present in the aquatic environment as
contaminants and classified as endocrine disrupting compounds, are
substances with proven harmful effects to the aquatic ecosystems,
therefore, it becomes necessary to remove these pollutants from sewage.
Thus, the simultaneous removal of the hormones estrone (E1), 17p-
estradiol (E2) and 17a-ethinylestradiol (EE2) under aerobic conditions
were evaluated in this work. In this context, aerobic batch tests of short
duration, conducted under different operating conditions (three
concentrations of volatile suspended solids and carbon source, three
types of aqueous media, deactivated sludge and activated sludge from
three different pants) were performed, in order to verify the relationship
between these variables with the estrogens removal. Moreover, an
enrichment reactor was monitored, to check the degradation of estrogens
from the microbiota, whereas the hormones were the only external
carbon source added to the system. Finally, two systems of wastewater
treatment, activated sludge (AS) and membrane bioreactor (MBR), were
monitored to observe the degradation or elimination from the aqueous
phase of the pollutants of interest. The E2 was more easily degraded in
all cases evaluated. In experiments with the sludge inactivated, the
synthetic compound EE2 was more quickly removed by adsorption than
the natural compounds. A bacterial consortium was obtained by
enrichment, and its degradation capacity was proven. The structure of
bacterial communities present in each sample was studied, allowing
comparison of the diversity of dominant bacteria present in each system.
The reactors AS and MBR showed removal efficiency hormones quite
similar, suggesting that the presence of the membrane retains the
biomass in the system, can be replaced by a more simplified system
such as activated sludge sequencing batch reactor. The occurrence of the
nitrification process was the main factor related to the removal
efficiency of hormones observed in this work.

Keywords: Endocrine disrupting compounds. Estrone. 17p-estradiol.
170-ethinylestradiol. Hormones removal. Membrane bioreactor.
Activated sludge.
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polimerase)

Potencial hidrogenibnico

Fosfato

Presséo transmembrana

Acido ribonucléico ribossomal

Permeado ao reator MBR

Sobrenadante ao reator LA

Sequencing batch reactor (reator em batelada
sequencial)
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SPE Extracdo em fase sélida

SRD Desvio padrao relativo

SST Sélidos suspensos totais

Ssv Sélidos suspensos volateis

TAE Tris-acetato-EDTA

TBE Tris-borato-EDTA

TDH Tempo de detencéo hidraulica

TRS Tempo de reten¢do de solidos

UASB Upflow anaerobic sludge blanket (reator anaerébio de
manta de lodo)

UE Unido européia

UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

USEPA Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos

uv Ultravioleta

VTG Vitelogenina
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1 INTRODUCAO

“S6 um sentido de inven¢do e uma
necessidade intensa de criar levam o homem
a revoltar-se, a descobrir e a descobrir-se
com lucidez”.

Pablo Picasso
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A 4gua, um bem necessdrio para 0 desenvolvimento e
manutencdo da vida de quase todas as espécies existentes no planeta
Terra, vem sendo motivo de preocupacdo em relacdo a sua quantidade e,
principalmente, sua qualidade. Embora as fontes hidricas sejam
abundantes, elas séo distribuidas de forma heterogénea e muitas vezes
contaminadas pelo langamento direto e indireto de esgotos, tornando
este recurso cada vez mais escasso. Até mesmo o lancamento de
efluentes gerados em estagdes de tratamento de esgoto, pode contaminar
0 corpo receptor, devido a presenca de poluentes que ndo foram
devidamente removidos.

Um dos campos mais proeminentes da quimica ambiental é
justamente o estudo dos micropoluentes em ambientes aquaticos. Dentre
eles estdo os desreguladores enddcrinos, produtos quimicos com
potencial para provocar efeitos maléficos sobre os sistemas enddcrinos
dos seres humanos e animais, mesmo em pequenas concentragfes (ng/L)
(REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006).

A preocupacgdo em relacdo a presenca destes contaminantes esta
diretamente relacionada aos efeitos provocados, como, distlrbios na
salde reprodutiva de organismos em geral, contribuindo para o
desenvolvimento de algumas doencas como céancer de mama, testicular
e de prostata, desenvolvimento sexual anormal, endometriose, reducdo
de fertilidade masculina, alteracdo de glandulas tireoides, supressao de
imunidade e efeitos neurocomportamentais (FOLMAR et al., 2000;
CASTRO, 2002; FALONE, 2007).

Fazem parte do grupo dos desreguladores enddcrinos os
estrogénios naturalmente produzidos pelo corpo humano, e ingeridos, na
forma de medicamentos para fins terapéuticos e contraceptivos. Estas
substancias ndo sdo totalmente absorvidas pelo organismo, e sao
excretadas pela urina e pelas fezes, chegando assim, aos sistemas de
tratamento de esgoto. Entretanto, o0s sistemas convencionais de
tratamento de esgoto ndo sdo adequadamente projetados para eliminar
esses compostos e, portanto, evitar que estes sejam langados nos corpos
d'agua receptores.

Além da vasta gama de trabalhos desenvolvidos a nivel
internacional, muitas pesquisas ja foram conduzidas no Brasil com o
intuito de avaliar diferentes abordagens relacionadas aos desreguladores
enddcrinos. Alguns trabalhos visaram & preparacdo de amostras e a
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determinacdo analitica da concentragdo destes compostos em diferentes
meios, por técnicas cromatograficas (VERBINNEN; NUNES; VIEIRA,
2010; MONTAGNER; JARDIM, 2011; MOREIRA et al., 2011; LIz,
NAGATA; ZAMORA, 2012; PESSOA et al., 2012; QUEIROZ et al.,
2014). Outros verificaram a ocorréncia dos desreguladores endocrinos
no ambiente aquatico (TERNES et al., 1999; KUSTER et al., 2009;
MOREIRA et al., 2009; LOPES et al., 2010; SODRE et al., 2010;
MONTAGNER; JARDIM, 2011; MOREIRA et al, 2011) e
quantificaram a eficiéncia de remocdo de sistemas de tratamento de
esgotos (QUEIROZ et al., 2012; BRANDT et al., 2013; PESSOA et al.,
2014). Por fim, estudos foram conduzidos para avaliar formas de
remocdo e degradacdo destes micropoluentes (DURIGAN et al., 2012;
MARINHO et al., 2013; LIMA et al., 2014a; LIMA et al., 2014b).

A partir dos estudos realizados, observa-se que os estrogénios de
maior relevancia para 0 meio ambiente sdo os hormdnios naturais, 17p-
estradiol (E2) e estrona (E1), e 0 horménio sintético, 17a-etinilestradiol
(EE2). Desta forma, entende-se que o estudo dos principais processos
envolvidos na remogdo de estrogénios, pode possibilitar a otimizacéo
dos sistemas de tratamento de esgoto, através da melhor compreenséo
dos caminhos percorridos por estes compostos, e do entendimento do
mecanismo de a¢do dos microrganismos atuantes em tais processos.

Os sistemas de tratamento por meio de lodos ativados e mais
recentemente os biorreatores a membrana, tém sido utilizados como
alternativa para tratar esgoto sanitario. Estes sistemas séo caracterizados
como tecnologias eficientes na remocdo de material organico de
efluentes liquidos. A operacdo destes sistemas na forma de batelada
sequencial tem sido estudada para atender a demanda de pequenas
comunidades, como um sistema de tratamento descentralizado, e para
avaliar a eficiéncia de remocdo de nutrientes como as formas
nitrogenadas e fosfatadas.

Segundo Lesjean et al. (2011), a tecnologia de biorreator a
membrana ndo é mais eficiente do que os sistemas convencionais de
lodos ativados, projetados para realizar os processos de nitrificacdo e
desnitrificagdo, na remocdo de micropoluentes organicos, quando
condicBes operacionais semelhantes (temperatura, carga, processo,
tempo de retencdo de solidos) sdo utilizadas. Desta forma, no presente
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trabalho sistemas piloto de biorreator a membrana e lodos ativados
foram operados em batelada sequencial e comparados.

1.1 OBJETIVOS
111  Objetivo geral

Avaliar a remog¢do simultanea dos hormonios estrona (E1), 17p-
estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) em condicGes aerdbias.

1.1.2  Objetivos especificos

» Auvaliar como variagdes nas condi¢des operacionais do tratamento
aerébio (concentracdo de sélidos suspensos volateis (SSV) e da
fonte de carbono, caracteristicas do meio, origem e forma do lodo),
em escala de bancada, influenciam na degradagdo dos horménios
(E1, E2 e EE2);

» Auvaliar a biodegradacdo dos horménios pela microbiota, a partir de
condig@es controladas, em um reator de enriquecimento;

» Comparar dois sistemas piloto de tratamento de esgoto, lodos
ativados (LA) e biorreator a membrana (MBR) operados em
batelada sequencial, quanto a eficiéncia de remogao de horménios e
das variaveis fisico-quimicas, e quanto a diversidade da comunidade
bacteriana.

1.2 HIPOTESES

» A eficiéncia na degradacdo de hormdnios pode diferir em funcéo de
diferentes condic¢Bes operacionais introduzidas em um sistema de
tratamento;

» Em reatores biolégicos a presenca de hormdnios, como principal
fonte de carbono externa, ird possibilitar o desenvolvimento de
microrganismos especificos, capazes de realizar a degradacdo destes
compostos;

» O biorreator a membrana (microfiltracdo) é capaz de promover a
retencdo e o desenvolvimento de bactérias degradadoras de
hormdnios com maior eficiéncia do que o sistema de lodos ativados.

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



Capitulo 1 — Introducéo 35

1.3 JUSTIFICATIVA

A presenca de hormonios em &guas superficiais é uma
preocupacdo crescente com relagdo a salde da populagdo, e remete ao
entendimento de que os sistemas de tratamento de esgoto ndo seriam
efetivos na remocao destes micropoluentes. Por essa razdo, mais estudos
se fazem necessarios do ponto de vista da compreensao da dinamica dos
sistemas de tratamento e, considerando-se um sistema biol6égico, como
0s microrganismos atuam na degradacdo de horménios.

Neste sentido, o entendimento do processo de biodegradagédo
aliado a aplicacdo de tecnologias inovadoras como o0s biorreatores a
membrana, pode promover o aumento na eficiéncia de remocéo de
horménios, melhoramento na qualidade do efluente e na manutencgéo da
qualidade ambiental de corpos receptores.

A utilizagdo da tecnologia de membranas vem sendo estudada no
Laboratério de Relso de Aguas (LaRA), da Universidade Federal de
Santa Catarina, em trabalhos relacionados ao tratamento de agua de
abastecimento (CORAL, 2009; CORAL et al., 2011; AMARAL et al.,
2012) e esgoto sanitario (LAPOLLI, 1998; ANDRADE, 2001;
PELEGRIN, 2004; PROVENZI, 2005; MAESTRI, 2007; CAMPELLO,
2009; BELLI, 2011; KELLNER, 2014).

A utilizacdo da tecnologia de MBR para tratamento de esgoto
iniciou-se com o trabalho de Provenzi (2005) utilizando um MBR para
avaliar o desempenho hidrodindmico e fisico-quimico no controle da
colmatacgdo. No estudo desenvolvido por Maestri (2007), a utilizagdo do
MBR como alternativa para o tratamento de esgotos sanitarios e reliso
da agua foi avaliada e, Campello (2009) utilizou um MBR, com o
objetivo de avaliar a eficiéncia de remocdo da carga orgénica e de
nutrientes, e verificar o potencial de retso do efluente tratado.

Belli et al. (2012; 2014a; 2014b) monitoraram um sistema piloto
de MBR, operado em batelada sequencial, para avaliar a remogéo de
nutrientes. Kellner (2014) estudou a remocdo de nutrientes em um MBR
hibrido de leito moével. Observa-se que, no inicio a tecnologia era
aplicada para pés-tratamento, passando por estudos hidrodindmicos dos
reatores e, os Ultimos trabalhos ja visualizaram a remocdo de
contaminantes especificos.
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De acordo com 0 exposto, observa-se que a utilizagdo de um
MBR na remocdo de horménios do esgoto contribuiu para o
aprofundamento dos estudos realizados no LaRA. Além disso, colabora
com o desenvolvimento da pesquisa relacionada ao tem na UFSC.

Os hormonios estdo inseridos em um grupo de compostos,
denominado de desreguladores enddcrinos, responsaveis por provocar
diversos efeitos deletérios aos sistemas em que sdo inseridos, entretanto,
ndo estdo disponiveis legislacdes relacionadas a presenca de tais
substancias em ambientes aquaticos. Em 2012 foi publicado um
documento (UNEP-WHO, 2012) sobre desreguladores enddcrinos,
elaborado pelo Programa de Meio Ambiente das Nac¢des Unidas (United
Nations Environment Programme - UNEP) e pela Organizacdo Mundial
da Salde (World Health Organization - WHQO), em colaboragdo com
especialistas internacionais. Este documento fornece o status global do
conhecimento cientifico sobre exposicao e efeitos destas substancias na
salde humana e de espécies selvagens, bem como as principais
preocupagdes relacionadas.

Desta forma, observa-se que 0s estudos e constatacbes que
justificam o estabelecimento de padrdes de langamento de efluentes,
niveis em corpos receptores ou até mesmo quantidade minima em agua
potavel, ndo foram ainda completamente consolidados. Segundo Hecker
e Hollert (2011), muitos esforgos tém se concentrado na avaliacdo de
riscos quimicos, no entanto, pouco tem sido discutido a respeito das
avaliacBes de riscos ambientais com relacdo aos micropoluentes.

Alguns paises elaboraram documentos que sdo utilizados como
guias, entretanto, as recomendacfes ndo sdo legisladas. O documento
Australian Guidelines for Water Recycling, elaborado por dois
conselhos Australianos sugere diretrizes para a agua potavel, com
relagdo a maxima concentracdo aceitdvel de diversos compostos
guimicos. Os valores recomendados para 0os compostos de interesse
deste estudo sdo 175, 1,5 e 30 ng/L para E2, EE2 e E1, respectivamente
(AUSTRALIAN, 2008). A Comunidade Europeia sugere um padrdo de
qualidade ambiental (Environmental Quality Standards - EQS) para
diversos compostos. Os valores médios anuais sugeridos para &guas
superficiais, como rios, lagos e corpos d’agua modificados, sdo de
0,035 ng/L para EE2 e 0,4 ng/L para E2 (EUROPEAN COMMISSION,
2012).
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Os valores de referéncia sdo baseados em dois conceitos LOAEL
(Lowest-observed-adverse-effect level) e NOAEL (No-observed-
adverse-effect level). LOAEL representa o nivel mais baixo de
exposicdo em que had aumentos biologicamente significativos na
frequéncia ou gravidade dos efeitos adversos entre a populagdo exposta
e seu grupo de controle apropriado. NOAEL é referente ao mais alto
nivel de exposicio em que ndo ha aumentos biologicamente
significativos na frequéncia ou gravidade dos efeitos adversos entre a
populacdo exposta e seu controle apropriado; alguns efeitos podem ser
produzidos a este nivel, mas eles ndo sdo considerados adversos ou
precursores de efeitos adversos (EPA).
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“Aprender é a Unica coisa de que a mente
nunca se cansa, hunca tem medo e nunca se
arrepende.”

Leonardo da Vinci
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2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Diversos pesquisadores estdo investigando um grupo especifico
de compostos quimicos presentes no meio ambiente, responsaveis por
causar perturbacbes no sistema enddcrino hormonal de organismos
humanos e animais: sdo os chamados desreguladores enddcrinos, do
inglés endocrine disrupting compounds (EDC). Estes compostos agem
inibindo ou alterando as fungbes regulares normais dos sistemas
imunoldgico, nervoso e endocrino (TERNES, KRECKEL e MUELLER,
1999; TERNES et al., 1999; CASTRO, 2002; CLARA et al., 2005;
CHANG et al., 2006; HU et al., 2007; LEE et al., 2008; MOREIRA et
al., 2009; CASES et al., 2011; ZHOU et al., 2012).

Os trabalhos desenvolvidos no Brasil costumam adotar diferentes
terminologias para estes compostos, como por exemplo: perturbadores
enddcrinos (CASTRO, 2002; BILA; DEZOTTI, 2003); interferentes
enddcrinos (GHISELLI; JARDIM, 2007; SODRE et al., 2007; SILVA;
COLLINS, 2011); disruptores enddcrinos (REIS FILHO; ARAUJO;
VIEIRA, 2006); e desreguladores enddcrinos (BILA; DEZOTTI, 2007,
MORAES et al., 2008; LIMA et al., 2014a). Neste trabalho adotou-se o
termo “desreguladores endocrinos” (DES).

Estes compostos sdo excretados pelo organismo humano e desta
forma sdo comumente encontrados no esgoto doméstico, e ndo sdo
completamente removidos durante 0 processo convencional de
tratamento de efluentes (WINTGENS; GALLENKEMPER; MELIN,
2002; COLEMAN et al., 2009).

Vérias organizacdes classificam diferentes substancias como
desreguladores enddcrinos, como a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), a Unido Europeia (UE), a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA), entre outras. Na listagem estabelecida pela
UE constam mais de quinhentos compostos e a tendéncia é o aumento
deste numero, devido as diversas pesquisas em andamento. Outra
questdo relevante é a diferenca entre 0s compostos, relacionadas a forma
e ao mecanismo de acdo (BOLONG et al., 2009).

Outro problema de grande importancia relacionado aos DEs é a
identificacdo e avaliagho em matrizes ambientais, promovendo
dificuldades relacionadas a deteccdo e quantificacdo dos compostos,
sendo que os principais problemas estdo relacionados: a baixa
concentracdo (Ug/L ou ng/L); aos compostos apresentarem uma ampla
variedade de caracteristicas fisico-quimicas, portanto cada composto
requer uma andlise especifica por diferentes técnicas; serem necessarias
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tecnologias analiticas capazes de detectar um maior nimero de
compostos em niveis de concentracdo reduzidos; e ser essencial uma
metodologia/tecnologia de deteccdo altamente sensivel e seletiva,
principalmente para amostras complexas (lodo e efluente) (BOLONG et
al., 2009).

Os métodos para determinacdo da concentragdo de DEs
geralmente consistem de uma etapa de pré-tratamento ou extragdo,
seguido por uma anélise instrumental que compreende um ambiente
especifico para cada composto alvo baseado nas suas propriedades
guimicas. Alguns exemplos podem ser citados: método
imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA);
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS); e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) (CHANG et al., 2009).

Espectrometros de massa fornecem informagfes importantes, tais
como a determinacdo do peso molecular e caracterizacdo estrutural de
componentes presentes em uma mistura complexa. Além disso, a
espectrometria de massa proporciona maior sensibilidade em virtude do
principio de deteccdo, maior seletividade através de monitoramento de
fons selecionados ou por espectrometria de massa em tandem e melhor
resolugdo, monitorando diferentes massas em diferentes canais
(KAMEL; PRAKASH, 2006).

Além dos detectores por espectrometria de massas, 0s detectores
espectrofotométricos sdo de grande relevancia e aplicagdo em analises
de residuos em matrizes ambientais. Um dos mais adequados é o
equipamento com detec¢do por arranjo de diodos (DAD) que permitem
obter um espectro de absor¢do a cada segundo, gerando informages que
possibilitam a confirmacgdo dos compostos. O detector DAD possui alta
resolucéo espectral e em adicdo a informag@es qualitativas, a qualidade
da analise é aumentada, permitindo checar a identidade do composto e a
pureza do pico. Com este detector & possivel obter espectros
tridimensionais, mostrando absorbancia, comprimento de onda e tempo
de retencdo (CALDAS et al., 2011).

Os compostos classificados como desreguladores enddcrinos sao
divididos em duas classes principais: compostos sintéticos e naturais. Os
primeiros sdo produzidos para uso na agricultura, na medicina e na
indUstria, como o0s pesticidas, agentes terapéuticos e farmacéuticos,
plastificantes ftalatos, dioxinas, alquilfendis, bifenilas policloradas,
parabenos, organoclorados, compostos organicos de estanho, retardantes
de chama bromados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
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plastificante bisfenol, metais pesados, entre outros. J& 0s compostos
naturais incluem os estrogénios naturais produzidos no corpo humano e
nos animais e o0s fitoestrogénios presentes nas plantas (BILA;
DEZOTTI, 2007; GHISELLI; JARDIM, 2007; HU et al., 2007).

Como visto, existe uma extensa e ampla quantidade de
substancias classificadas como DEs, sendo que os compostos de grande
relevancia no efluente sdo os estrogénios e outros micropoluentes, tais
como farmacos e produtos de higiene pessoal (BOLONG et al., 2009).
Portanto os DEs que foram utilizados neste trabalho incluem trés
estrogénios, sendo eles, dois hormdnios naturais femininos, estrona (E1)
e 17p-estradiol (E2), e um estrogénio sintético usado na medicina como
contraceptivo e em algumas terapias hormonais, o 17a-etinilestradiol
(EE2).

2.2 ESTROGENIOS NATURAIS E SINTETICOS

Os hormonios sexuais femininos, estrona, 17p-estradiol e estriol,
conhecidos como E1, E2 e E3, respectivamente, sd0 0s mais importantes
estrogénios enddgenos. Dos trés, 0 E2 tem a atividade bioldgica mais
alta, a estrona tem um terco desta atividade, e o estriol tem somente 1%
da atividade do E2. E2 e E1 s80 os principais estrogénios em mulheres
ndo gravidas, estando presentes também em homens, porém em menor
concentracdo. O E3 é um produto metabolico de E2 e E1. A
concentracdo de E3 aumenta durante a gravidez, tornando-se o
horménio predominante na mulher e no feto (SUIDAN et al., 2005).

Vérios hormonios sexuais naturais e sintéticos sdo utilizados com
objetivos terapéuticos. As quantidades administradas sdo geralmente
altas e, em muitos casos, uma significativa porcentagem ndo &
assimilada pelo organismo, mas sim excretada. O 17a-etinilestradiol
(EE2) é um hormonio sintético, utilizado como contraceptivo, com
dosagem tipica diaria administrada por mulheres de 20 a 50 ug, em um
periodo de 21 dias. Apds a administracdo, aproximadamente 25% do
EE2 conjugado é excretado (SUIDAN et al., 2005).

Em um levantamento realizado por Johnson, Belfroid e Di Corcia
(2000), observa-se que a excrecdo diaria entre homens e mulheres para
17 B-estradiol, estrona e estriol fica em torno de 1 a 8 pg/dia, sendo a
excrecdo realizada pelas mulheres maior do que a realizada pelos
homens. O EE2 é excretado na concentragdo de 35 pg/d pelas mulheres.
Ja as mulheres gravidas liberam em torno de 259, 600 e 6000 ug/dia de
E2, E1 e E3, respectivamente.

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 43

A estrutura quimica dos estrogénios naturais € composta por 18
carbonos com um anel fendlico, que tem uma alta afinidade para se ligar
aos receptores de estrogénio, enquanto que a estrutura do 170-
etinilestradiol é similar a dos estrogénios naturais com a substitui¢do do
etinil no carbono 17, conforme Figura 2.1. As propriedades quimicas
dos estrogénios sdo apresentadas na Tabela 2.1 (ROH, 2009).

Figura 2.1 - Estrutura quimica da estrona (a), estriol (b), 17B-estradiol (c) e 17a-
etinilestradiol (d).
o OH

(a) (b)

OH

Tabela 2.1 - Propriedades quimicas dos estrogénios.

Nome El E2 EE2
Formula QUI,miCB. C18H2202 C18H2402 C20H2402
Peso molecular 2704 2724 296.4
(g/mol)
Ponto de fusédo (°C) 255-262 178-179 -
§o|ub|I|dade em 12.4-13.0 13.0 48
agua (mg/L)
Log Kow 3,43 3,94 4,15

a 10+1- 175+ 10 - 1+£0,5-
Keio (L/gSS.d) 430 +55 950 + 120 8+2
Log Kocb 3,00-4,18 3,13 - 3,69 2,90-4,16
Pressdo de vapor 2,3x 10 23x10°  45x10M
(mmHg)
Meia-vida (dias)* 0,1-10,9 0,2-87 17

Fonte: Roh (2009). E1 - Estrona; E2 - 17p-Estradiol; EE2 - 17a-etinilestradiol.
a - Joss et al. (2004). b - Carballa et al. (2008). ¢ - valores para 100 ug/L de E2
a 20 °C em agua de rio (JURGENS et al., 2002).
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Os estrogénios naturais, apesar de possuirem meia-vida
relativamente curta (Tabela 2.1) quando comparados a outros compostos
organicos, como alguns pesticidas, sdo continuamente introduzidos no
ambiente, o que Ihes concede um carater de persisténcia (REIS FILHO;
ARAUJO; VIEIRA, 2006). Além do lancamento direto de esgoto sem
tratamento nos corpos receptores outra fonte importante de estrogénios
no ambiente sdo as ETEs, pois as instalacbes convencionais ndo sdo
projetadas para remover DEs e seus subprodutos de degradacdo
(BASILE et al., 2011).

A principal rota de exposicdo aos estrogénios para homens e
animais é através da alimentagdo, especialmente para espécies que se
encontram no topo da cadeia alimentar (BOLONG et al., 2009). Na
Figura 2.2 sdo apresentadas as possiveis rotas percorridas pelos
horménios no meio ambiente.

Figura 2.2 - Rotas de exposi¢do humana e contaminagdo por hormdnios.

oo |
sanitario | \ -
— Efeitos em
T | _| Corpos hidricos organismos
1 i [ e sedimentos | | aquaticos
Disposigao de r
horménios | Efluente Estacao de | |
excedentes | Aguas | .| tratamento ||
* | Estacdo de subterraneas de agua | Efeitos
Esaot trat ca i (ETAs) em seres
Horménios sgoto | ratamento \ humnanos
doméstico | de efluentes L
| ETEs) Lixiviagao |
| ( Agua
Excregéo potéavel Efeitos em
humana | | Lodo ,—»l Uso agricola I—Lb organismos
| || terrestres
| |
Exposigao | Destino | Efeitos

Adaptado de: Hirsch et al. (1999); Jorgensen e Halling-Sorensen (2000); Reis
Filho, Aradjo e Vieira (2006); Aquino, Brandt e Chernicharo (2014).

Segundo Jorgensen e Halling-Sorensen (2000), o caminho
percorrido pelos hormdnios em um sistema de tratamento de esgoto
pode ocorrer de diferentes maneiras: degradagdo por microrganismos
aerobios para diéxido de carbono e agua; dependendo da lipofilicidade o
composto pode ser retido no lodo, caso este lodo seja aplicado no solo
pode provocar a contaminacdo de areas agricolas. Além disso, os
compostos sdo méveis no solo e podem alcancgar aguas subterraneas ou
corregos, dependendo da capacidade de ligagdo dos compostos, tanto
organismos aquéaticos como terrestres estardo expostos a contaminagao;
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0s compostos persistentes, que ndo se ligam ao lodo, ndo sdo retidos e
nem degradados e, portanto, atingem facilmente 0s corpos receptores
podendo provocar efeitos nos organismos presentes neste ambiente.

2.2.1  Efeitos dos estrogénios

O hormbnio E1 foi identificado como o estrogénio natural mais
importante com relacdo aos efeitos provocados ao ambiente. Apesar de
E1 apresentar um potencial de agir como interferente endécrino menor
em relacdo ao E2, as concentracdes tipicas encontradas no efluente séo
maiores, provavelmente por ser um dos metabdlitos naturais de E2. Ja a
presenca do estriol no ambiente é menos preocupante, pois 0 mesmo §,
em geral, lancado em baixas concentracdes e apresenta um potencial de
interferente endocrino relativamente baixo em comparagdo a outros
hormonios (JOHNSON; SUMPTER, 2001; COLEMAN et al., 2009).

Com base em teste in vitro de poténcia e concentracdo
estrogénica, E1 seria o interferente enddcrino mais importante e EE2
ndo seria identificado como um composto passivel de preocupacao.
Entretanto, em termos de meio ambiente, um peso maior deve ser dado
para o potencial in vivo, assumindo os compostos que realmente s&o
detectados no efluente. Sendo assim, EE2 é, sem dUvida, um estrogénio
extremamente potente (JOHNSON; SUMPTER, 2001).

Os horménios sdo compostos muito ativos. Assim, uma continua
exposicdo, mesmo em baixas concentragdes, pode ter mais de um efeito
no sistema endécrino imaturo, e produzir graves consequéncias
(BASILE et al., 2011). Investiga¢des in vivo mostraram que exposi¢do
de peixes a concentracbes de 1ng/L de E2 ou 0,1ng/L de EE2
provocaram feminizacgdo de algumas espécies (ZUEHLKE et al., 2006).

Em revisdes realizadas por Bila e Dezotti (2003; 2007) foram
apresentados varios trabalhos relacionados ao efeito de substancias com
atividade estrogénica, no desenvolvimento de anomalias no sistema
reprodutivo de peixes. Essas anomalias tém sido atribuidas a presenca
de substancias estrogénicas em ambientes aquaticos, e sdo associadas ao
descarte de efluentes de ETES em corpos receptores. Quanto maior o
potencial estrogénico, maior a capacidade da substancia em provocar
efeitos adversos em homens e animais. Na Tabela 2.2 podem ser
observados os efeitos causados em peixes em contato com estrogénios.
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Tabela 2.2 - Efeitos e anomalias em peixes atribuidos aos DEs.
Contaminante Efeitos
17B-estradiol Feminizacdo de peixes
Alteracdo nas gbnadas
Hermafroditismo
Incidéncia de testiculo-6vulos nas gbnadas
Declinio na reproducdo
Inibigdo do crescimento testicular
Mortalidade elevada dos descendentes
Inducdo da sintese de vitelogenina (VTG)
Estrona Inducdo da sintese de VTG
Inibigdo do crescimento testicular
17a-etinilestradiol  Inducéo da sintese de VTG
Mortalidade da espécie
Declinio na reproducéo
Fonte: Bila e Dezotti (2007).

2.3 PROCESSOS ENVOLVIDOS NA REMOCAO DOS
ESTROGENIOS

Segundo Liu, Kanjo e Mizutami (2009), os processos envolvidos
na remoc¢do de estrogénios sdo divididos em trés categorias: remogéo
fisica, biodegradagdo e processos quimicos. Sendo o foco deste trabalho
0 estudo do comportamento e da remogdo dos estrogénios em sistemas
biologicos de tratamento de esgoto, os dois primeiros métodos sdo
abordados nesta revisao. Na Figura 2.3 sdo apresentados os processos de
biodegradacéo e sorcao dos hormonios nas particulas do lodo.

A biodegradacdo é um dos principais processos envolvidos na
eliminacdo dos horménios em ETEs, mas a sor¢do também influencia a
biodisponibilidade e remogdo dos estrogénios. Outros parametros tais
como tempo de retencédo de sélidos (TRS), tempo de detencdo hidraulica
(TDH) e a presenga das etapas de nitrificagdo e desnitrificacdo, tém sido
identificados como fatores que interferem na degradacao de estrogénios
em ETEs (COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

Os horménios, quando liberados pelos seres humanos e lancados
no esgoto, estdo na forma conjugada, menos ativa. O processo de
conversdo para a forma ativa ocorre no percurso do esgoto entre a
residéncia e a esta¢do de tratamento de esgoto (ETE), ou dentro da ETE
durante o tratamento. Esta conversdo pode ocorrer pelo contato com a
elevada populagdo de Escherichia coli no esgoto e, portanto, a rede
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coletora e as ETEs podem ser consideradas reatores que convertem
estrogénios da forma inativa (conjugada) para a forma ativa (livre)
(D'ASCENZO et al., 2003; LOPES et al., 2008).

Figura 2.3 — Principais processos envolvidos na remog&o dos estrogénios.
Sorcao

O estrogénio sintético é
mais suscetiveis a sor¢édo

Biodegradag&o PyS J/\
[ Estrogénios la ‘lh o
o g

, = naturais sdo ) ,-[-..%,, ‘
jh_ /m/ mais suscetiveis EE?

o a biodegradagéo -
e ‘ 27 \
E1+EZ+E3 \ \ .
"‘-d

Adaptado de Petrie et al. (2014).

Bactéria Flocos do
lodo ativado

Portanto, a preocupacdo em uma ETE com relacéo & presenca e a
remocdo de estrogénios deve considerar, também, a ocorréncia de seus
conjugados, pois nem todos sdo transformados antes de entrar na ETE, e
podem ser convertidos em estrogénio livre apds lancamento nos corpos
receptores (HU et al., 2007; KOH et al., 2008).

Além disso, alguns hormdnios estdo em equilibrio entre si, tais
como o 17p-estradiol (forma reduzida) e a estrona (forma oxidada). Este
fato deve ser considerado, pois durante os processos de tratamento, pode
haver a conversdo de um estrogénio em outro, em funcéo das condigdes
oxidantes e redutoras do meio (LOPES et al., 2008).

Em alguns casos, a concentracdo de E1 no efluente da ETE pode
ser maior do que no afluente. Isto pode ser explicado pela
biotransformacdo de E2 para E1 no processo de tratamento biolégico,
sendo que a conversdo de E2 para E1 ocorre de forma mais rapida em
condicGes aerdbias do que em condig¢Bes anoxicas, conforme observado
por Yang (2009). E2 é encontrado em baixas concentracfes no efluente
de plantas de tratamento de esgoto, e EE2 e E1 podem ser encontrados
de forma mais persistente (KOH et al., 2008).
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2.3.1 Processo de sorcéo

O lodo de esgoto € uma mistura complexa de gorduras, proteinas,
aminoacidos, agUcares, carboidratos, lignina, celulose, material himico
e 4acidos graxos. No lodo secundario, uma grande quantidade de
microrganismos vivos e mortos promove uma area superficial (0,8 a
1,7 m?/g) que aliada a hidrofobicidade dos compostos facilita o processo
de sor¢do. Os DEs adsorvem preferencialmente nestas particulas
suspensas devido as suas propriedades hidrofébicas (BIRKETT;
LESTER, 2003).

O TRS pode afetar a natureza fisica dos flocos e sua capacidade
de atuarem como sorventes. As propriedades hidrofilicas ou
hidrofdbicas dos flocos dependem em grande parte de sua constituicéo,
gue por sua vez é dependente da populacdo bacteriana e de suas taxas de
crescimento. Os revestimentos de exopolimeros, formados basicamente
por polissacarideos e proteinas, em torno dos flocos teriam um efeito
importante sobre a sua afinidade como adsorventes para compostos
como E2 (KOH et al., 2008).

O coeficiente de particdo octanol-agua (K,,) é a relagdo da
concentracdo em equilibrio de um composto organico entre um liquido
organico e a agua. Este coeficiente € uma das propriedades fisicas
guantitativas que se correlaciona melhor com a atividade bioldgica,
podendo ser usado como uma medida de lipofilicidade e para prever a
sorcdo no sélido presente em ETEs. O valor do log K,, aumenta com o
aumento da lipofilicidade e estd4 inversamente correlacionado com a
solubilidade. Altos valores de log K,, sdo caracteristicos de grandes
moléculas hidrofdbicas, as quais tendem a se associar com a matéria
organica solida, enquanto que moléculas menores hidrofilicas tém baixo
log Kow. Um valor de log Ko, menor do que 2,5 demonstra um baixo
potencial de sorcdo, e um log K,, maior do que 4 mostra um alto
potencial de sor¢do em matéria organica (BIRKETT; LESTER, 2003).

O conteudo de carbono orgénico da fase sélida e a significancia
da polaridade e composicdo da matéria organica tém sido apontados
como as principais variaveis de superficie que influenciam a sorcéo para
a maioria dos compostos organicos (BIRKETT; LESTER, 2003).

Xu, Harper e Zhao (2008) e Ren et al. (2007a) observaram que a
sorcdo de EE2 envolve a sorcdo fisica, como mecanismo dominante, em
combinagdo com um relativamente baixo nivel de reacdo quimica.
Portanto, o composto pode ser desorvido do lodo para o efluente
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(processo reversivel). Todavia, os autores observaram que o processo de
desorc¢do foi muito mais lento do que o processo de adsorcao.

Os resultados obtidos por Xu, Harper e Zhao (2008) mostram que
0 processo de adsor¢do do composto EE2 ¢é espontaneo (AG < 0). Além
disso, os autores sugerem que estes resultados podem ser diretamente
aplicados em sistemas de tratamento de esgoto em larga escala, pois a
concentracdo encontrada no esgoto bruto é muito menor do que aquela
utilizada em seus estudos.

Clouzot (2009) avaliou a adsorcéo e a biodegradacdo do EE2 em
um sistema descontinuo, utilizando frascos &mbar de 2,5 L aerados
contendo lodo (3000 mg/L de solidos suspensos volateis (SSV)) e 1000
ou 500 pg/L de EE2, durante 24 h. Em dois frascos foi avaliada a
degradacéo total dos horménios, e em outros dois frascos, a adsorcao
dos horménios no lodo ativado, observada através da adicdo de um
inibidor da atividade biol6gica (azida). Um conjunto de frascos
contendo apenas agua e EE2 foi utilizado como controle do processo.
Amostras foram coletadas (volume entre 50 e 500 mL) nos tempos de
contato de 10 min, 1, 2, 3, 6,5, 12 e 24 h. Uma diminuicdo de mais de
80% da concentracdo inicial de EE2 foi observada nos primeiros dez
minutos de experimento, para ambos o0s testes, mostrando a
predominéncia do processo de sor¢éo.

2.3.2  Processo de biodegradacgédo

A degradacdo de estrogénios ocorre pela oxidacdo bioldgica em
sistemas de tratamento de esgoto. Fatores quimicos, como propriedades
estruturais e ambientais, interferem no processo de biodegradagéo.
Geralmente, moléculas com cadeias de hidrocarbonetos muito
ramificadas sdo menos passiveis & biodegradacdo do que cadeias ndo
ramificadas, e cadeias mais curtas ndo sdo tdo rapidamente degradadas
como cadeias mais longas. Determinados substituintes em um composto
irdo tornd-lo resistente a degradagdo, como: grupos halogénios ou
substituicdo na posicdo meta em um anel benzénico; sulfonatos; grupos
metoxi; e grupos nitro (BIRKETT; LESTER, 2003).

Um alto TDH em ETESs permite maior tempo para a degradacao.
O TRS em que a biodegradacdo méaxima ocorre é uma funcdo de
log K, € da taxa de biotransformacdo do composto. Portanto, TRSs
longos sdo necessarios para compostos muito hidrofébicos (BIRKETT,;
LESTER, 2003).
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A preferéncia dos microrganismos é degradar fontes de carbono
facilmente assimilaveis ao invés dos estrogénios. Quando a carga de
lodo é baixa, em termos de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), os
microrganismos sdo forcados a mineralizar compostos organicos
dificilmente degradaveis (JOSS et al., 2004). Entretanto, ndo existe uma
clara correlagéo, dentro do sistema de tratamento, entre diferentes cargas
organicas e a remocao de estrogénios (KOH et al., 2008).

Joss et al. (2004) propuseram um mecanismo de degradacdo de
estrogénios (E1, E2 e EE2). As principais reacGes envolvidas durante a
transformacéo biolégica sdo: clivagem dos conjugados (glucuronideos e
sulfatos) para os trés compostos; oxidacdo de E2 para E1 na presenca de
oxigénio; em condigdes de auséncia de oxigénio e nitrato, com apenas
E1 inicialmente presente, ocorre a reducdo de E1 para E2 e posterior
degradacdo de ambos; degradacéo de E1 para produtos desconhecidos; e
a degradacdo de EE2 para metabolitos desconhecidos, em quantidades
significativas, somente em condic¢Bes aerdbias. Além disso, dentro do
reator ocorre a sor¢do dos compostos no lodo.

Em ETEs, a biodegradacdo ocorre, principalmente, em condi¢es
aerobias, através do metabolismo bioldgico e das reagdes de
transformacdo que podem desempenhar um papel significativo na
remocdo de estrogénio, pois 0s microrganismos presentes tém o
potencial de utiliza-los como fonte de carbono nas reacfes bioquimicas
(KOH et al., 2008; BASILE et al., 2011).

Os estrogénios podem ser degradados por duas formas principais:
pelo uso direto como doadores de elétrons por organismos heterotréficos
ou por cometabolismo. No primeiro caso, 0s microrganismos utilizam
horménios como fonte de carbono e/ou energia para 0 crescimento
microbiano. O cometabolismo €é um importante processo de
biodegradacdo, observado quando as bactérias utilizam suas enzimas
existentes para degradar horménios. Desta forma, um composto
organico é modificado, mas ndo é utilizado para crescimento (HAMID;
ESKICIOGLU, 2012; YU; RULA; KUNG-HUI, 2013).

Esta degradacdo cometabdlica, de estrogénios e muitos
compostos organicos de baixo peso molecular, pode ser realizada por
bactérias oxidadoras de aménia (AOB, do inglés ammonia-oxidizing
bacteria) (VADER et al., 2000; REN et al., 2007b). Além disso, Vader
et al. (2000) demonstram em seus resultados que as bactérias
nitrificantes agem ndo somente em compostos organicos de baixo peso
molecular, mas também em compostos sintéticos como EE2.
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O sistema de lodos ativados nitrificantes € usado para oxidar
amOnia para nitrito e nitrato. Nitrosomonas europaea (N. europaea),
uma bactéria quimiolitotréfica obrigatéria produtora de enzimas
monooxigenase, € usualmente responsavel por catalisar a oxidacdo da
amonia para nitrito em solos, guas naturais e lodos ativados, derivando
sua energia para crescimento a partir desta oxidacdo. Varios grupos de
bactérias que produzem enzimas monooxigenase sdo conhecidos por
cometabolisar aerobicamente compostos organicos (VADER et al.,
2000; SHI et al., 2004).

Vérias pesquisas foram realizadas com o intuito de avaliar a
biodegradacdo de estrogénios presentes em esgoto doméstico por
processos bioldgicos. Estes estudos tém abordado ensaios de bancada de
curta duragdo, considerando diferentes condigbes operacionais em
termos de sistema e concentragdo de diferentes variaveis.

Li et al. (2005) verificaram que a degradagdo do 17B-estradiol
(E2) depende fortemente da concentragdo do analito, da temperatura e
do contetido de solidos suspensos volateis. Li et al. (2008) observaram
que a presenca de diferentes concentracdes de glicose como fonte de
carbono adicional prejudicava a degradacdo de E2.

Hashimoto e Murakami (2009) avaliaram a presenca de 17a-
etinilestradiol (EE2) nas fases liquida e solida de lodos ativados e
verificaram uma fase lag de 2 h e a completa remocdo e degradacdo de
EE2 apés 24 h. Além disso, Chang et al. (2006) consideraram a
degradagdo da estrona (E1) e E2 em ensaios de curta duragdo (72 h), e
verificaram que tanto E1 quanto E2 foram removidos (em
aproximadamente 100%) quando concentragfes iniciais de 100 e
1000 mg/L foram utilizadas. Desmiarti e Li (2013) observaram que E1 e
E2 foram completamente degradados apds 8 h em condigdes aerdbias,
tendo E2 desaparecido muito mais rapido do que E1.

Ternes, Kreckel e Mueller (1999) avaliaram duas concentragdes
diferentes (1000 e 1,0 ug/L) de E1, E2, EE2, entre outros compostos, em
condicdes aerobias, durante 72 h de ensaio. Utilizando a concentracdo
mais alta, a degradacdo do E2 foi alcangada em menos de 10 h, porém a
estrona produzida foi degradada em 72 h. Ja com a concentragdo menor,
em apenas 5h a estrona gerada ja havia sido degradada, e o E2 foi
degradado em menos de 3 h.

No trabalho realizado por Clouzot (2009), os testes foram
realizados utilizando-se dois tipos de lodos coletados em uma ETE: um
passou por um periodo de aclimatacdo e o outro foi usado logo apés sua
coleta. O lodo aclimatado foi capaz de realizar a biodegradacdo do EE2,
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0 que ndo ocorreu com o lodo sem aclimatacdo. O procedimento de
aclimatacdo foi realizado para favorecer o crescimento das bactérias
autotrdficas e inibir o crescimento das bactérias heterotréficas, o que fez
com que a atividade nitrificante fosse triplicada.

2.3.2.1  Cultivo de microrganismos

Diversos estudos ja foram realizados a partir do cultivo de
microrganismos, utilizando estrogénios como Unica fonte de carbono
adicionada ao sistema. Estes trabalhos tinham como objetivo selecionar
microrganismos  especificos, para uso em biotecnologias de
enriquecimento, com o intuito de maximizar a degradacdo de compostos
organicos em sistemas convencionais de tratamento de esgoto (BASILE
etal., 2011).

Os resultados obtidos por Shi et al. (2004) indicam que um lodo
ativado nitrificante (LAN) e N. europaea degradaram significativamente
El, E2, E3 e EE2, sendo que diferentes caminhos de degradacéo foram
observados para E2. E1 foi produzido quando a degradacéo foi realizada
pelo lodo, e ndo foi gerado durante a degradacdo com N. europaea.
Portanto a degradacdo de E2 via E1 pelo LAN é realizada por outras
bactérias heterotréficas e ndo por bactérias nitrificantes como N.
europaea (SHI et al., 2004).

Shi et al. (2004) realizaram ensaios com o LAN na presenca de
aliltiouréia (ATU), um inibidor da acdo da enzima ambnia
monooxigenase (AMO - do inglés, ammonia monooxygenase). Embora
a degradagdo da aménia tenha sido inibida, a degradacdo dos
estrogénios continuou sendo observada, provavelmente devido a acdo de
outros microrganismos, sendo esta degradacdo mais pronunciada para 0s
estrogénios naturais.

A biodegradagdo é apresentada como a principal forma de
remocdo dos estrogénios durante o tratamento de esgoto; entretanto
pouco se conhece sobre 0s microrganismos responsaveis por esta
degradagdo. O estudo de Yu, Roh e Chu (2007) apresenta 14 culturas
isoladas de lodo ativado e trés padr@es distintos de degradacéo para 17p-
estradiol e estrona, considerando as seguintes hip6teses: muitos tipos
diferentes de bactérias, capazes de degradar estrogénios, estdo presentes
no lodo ativado; e suas diferentes habilidades de degradacdo contribuem
para uma ampla faixa de remocéo de estrogénio, o que é observado em
muitos estudos.
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O estudo realizado por Weber et al. (2005) avaliou a degradacéo
dos estrogénios a partir de uma cultura enriquecida, apos seis repetidas
subculturas. Além desta, uma cultura mista, composta por duas cepas de
bactérias isoladas, teve sua capacidade de degradacdo avaliada. O
melhor resultado foi obtido com a cultura mista, onde a degradacdo de
El, E2 e E3 foi alcangada dentro de 2 dias. A degradacdo de E2 foi
acompanhada pela formacdo de E1 e a transformacdo de E1 ocorreu
mais rapidamente quando a cultura mista foi utilizada.

A cepa obtida por Haiyan et al. (2007), isolada a partir de uma
amostra de lodo ativado, proveniente da ETE de uma industria produtora
de medicamentos contraceptivos, foi capaz de degradar EE2 apos a
identificacdo de uma fase lag, com duracdo aproximada de dois dias,
para entdo iniciar seu crescimento a partir da degradacdo de EE2 (87%
em 10 dias, concentragdo inicial de 30 mg/L). Os autores identificaram
os produtos formados e propuseram uma via catabélica responsavel pela
degradagdo de EE2.

Pauwels et al. (2008) avaliaram a capacidade de degradacdo dos
hormdnios, por cepas selecionadas a partir de amostras de lodo ativado
cultivadas na presenca de 50 mg/L de EE2. A degradacdo de 5 mg/L de
EE2 foi avaliada durante 38 dias, juntamente com o fornecimento de E2
(2,5 e 5 mg/L) em quatro momentos distintos (dias: 1, 7, 15 e 29). Todas
as espécies cultivadas foram capazes de degradar aproximadamente
97% de EE2 apés 38 dias. O composto EE2 ndo foi removido na
auséncia de E2, portanto, através do processo de cometabolismo, a
presenca de E2 contribuiu para a remocdo de EE2. Além disso, foram
conduzidos testes onde a razdo de E2/EE2 foi aumentada de zero a
cinco, e o melhor resultado (95% de remocdo de EE2 em 5 dias) foi
obtido com a maior concentracdo de E2 adotada.

O trabalho de Zhou et al. (2013) apresenta o isolamento de onze
bactérias, a partir de amostras de lodo ativado, a avaliacdo da
capacidade de degradagdo de cinco compostos diferentes, e o
crescimento dos microrganismos em fontes de carbono diversas. A
diluicdo de 10 da concentracéo inicial de lodo ativado foi capaz de
degradar E2 (1 mg/L) em 3 dias. A bactéria identificada como EsDS,
cultivada em agar R2A atingiu uma degradacdo de E2 em niveis
inferiores ao limite de deteccdo do método utilizado.

Li et al. (2012) avaliaram o desempenho de uma cepa isolada a
partir de reatores de bancada inoculados com lodo ativado, e
alimentados a cada 7 dias com um meio de nitrato saturado com E2 ou
E1 (3 mg/L). Apds 78 dias de enriquecimento, as bactérias degradadoras
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de estrogénio foram isoladas utilizando placas de R2A com E2 ou E1. A
degradacdo de E2 pela bactéria S. maltophilia ZL1 isolada, apresentou 3
fases, sendo observada a conversdo de E2 para E1. Ao fim do
tratamento E2 foi degradado em aproximadamente 100% e E1 em 50%.

Hashimoto et al. (2010) isolaram a bactéria JEM-1 do lodo
ativado e quantificaram sua presenca, em dois diferentes sistemas de
tratamento de esgoto, lodos ativados e valo de oxidagdo. O aumento no
numero de células da bactéria foi proporcionalmente acompanhado pela
maior porcentagem de remocdo de E1. Em experimentos em dois
reatores de bancada, um reator foi inoculado com a bactéria JEM-1, e o
outro foi utilizado como controle. Uma relagdo linear foi observada
entre a quantidade de células e a concentracdo efluente de horménios.
Os valores médios de remocéo para E1 e E2 foram de 81 e 94%, para o
reator inoculado, e de 53 e 85%, para 0 reator sem inoculacéo,
respectivamente.

Na Tabela 2.3 sdo indicados alguns dos microrganismos
encontrados e identificados como capazes de realizar a degradacdo de
horménios.
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Tabela 2.3 - Microrganismos identificados como capazes de degradar horménios e capacidade de degradacéo em alguns

estudos.

Género / Espécie

Composto

Capacidade degradacdo (%)

Referéncias

Acinetobacter sp.
Sphingobacterium sp.
JCR5
Novosphingobium

Rhodococcus zopfii Y
50158
Rhodococcus equi
Y50155, Y 50156, e Y
50157
Pseudomonas aeruginosa
TJ1
Sphingomonas KC8

Bacillus subtilis

Fusarium proliferatum
R. erythropolis e R. equi

E2 e EE2
EE2 (Unica fonte de
carbono e energia)
E2

E2, E1, E3, e EE2
(100 mg/L 10 mL)
E2, El, e EE2
(100 mg/L, 10 mL)

E2 (Unica fonte de
carbono e energia)
E2 (2,5 mg/L)

E2 (1 mg/L)
El
EE2 (25 mg/L)
EE2 (1,4 mg/L)

> 99 % e 85%
87% (30 mg/L) dentro de 10 d
a30°C
87% (30 mg/mL) (50 d)
75% (10 mg/mL) (25 d)
81% (2 h), 91% (3 h), 96%
(4 h), 70% (6 h). 100% (24 h)
80% (5 h) e 99% ( 24 h)
80% (8 h) e 99% (24 h)
70% (8 h) e 80% (24 h)
99% (20 mg/L) em 4 dias

92% (5d) e 76% (7 d) meio de
crescimento com e sem E2
100% (4 d)

40% do metabolito E1
97% em 15d
47e39%em13e65h
2,5 mg/L de glicose

Pauwels et al. (2008)
Haiyan et al. (2007)

Fujii et al. (2002)
Yoshimoto et al. (2004)

Yoshimoto et al. (2004)

Zeng et al. (2009)
Roh e Chu (2010)

Jiang, Yang e Chen
(2010)
Shi et al. (2002)
O’Grady, Evangelista e
Yargeau (2009)
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2.4 PROCESSOS DE REMOGCAO DE ESTROGENIO DO ESGOTO

Existem diversas limitagGes relacionadas ao entendimento do
caminho percorrido pelos horménios em um sistema de tratamento em
grande escala, como: mudancas sazonais (temperatura e chuvas),
variacGes na carga de entrada (descargas inesperadas), e especiacdo
(estrogénios conjugados ou ndo conjugados). Além disso, a sor¢do
destes compostos na superficie dos solidos confunde a interpretacdo
devido a grande diferenca entre o tempo de permanéncia do liquido e
dos sélidos no sistema (SUIDAN et al., 2005).

Nas simulacBes de tratamento de esgoto, realizadas em escala de
bancada, podem ser obtidas informacGes importantes, porém a
extrapolacdo direta ndo é recomendada, principalmente devido ao nivel
de concentracdo utilizada (ug/L) nos testes, valor muito maior do que 0s
encontrados em amostras reais (SUIDAN et al., 2005).

Os processos convencionais de tratamento de esgoto existentes
ndo sdo eficazes para garantir a remocdo total dos estrogénios
(LINDBLOM et al., 2009). Portanto, as a¢Ges de remocao e controle de
hormonios estdo baseadas em dois tipos de intervencdo: otimizacdo das
condicbes operacionais, existentes na planta de tratamento; e
modernizagdo das instalagbes do sistema convencional, com a
incorporacdo de novas tecnologias no final do processo. Em ambos 0s
casos, 0 processo pode ser destrutivo ou conservativo, dependendo se 0
composto é degradado ou transferido para outra fase (BASILE et al.,
2011). A Tabela 2.4 sumariza as possibilidades existentes para aumentar
a remocdo de estrogénios em estacdes de tratamento de esgoto (KOH et
al., 2008).

A extensdo da biodegradagdo de um composto especifico em
ETEs, serd uma funcdo das condicdes operacionais (configuracdo da
planta, TDH, TRS, potencial redox, pardmetros ambientais) bem como
de pardmetros especificos do composto (potencial de sor¢do e
degradabilidade). Outros fatores incluem o tempo que o esgoto leva para
chegar a ETE, o estado nutricional, a carga organica, o tipo de
tratamento, a atividade e estabilidade da biomassa residente, e o cultivo
de microrganismos especificos. A habilidade em aperfeicoar e controlar
a remocdo de um composto no sistema de lodos ativados depende do
entendimento destes pardmetros e como eles interagem com 0 processo
de remoc¢do (JOHNSON, BELFROID e DI CORCIA, 2000; KOH et al.,
2008; LINDBLOM et al., 2009).
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Tabela 2.4 — Formas de aprimorar a remog&o de estrogénios desde a geragao até
o fim do processo de tratamento de esgoto.

Separagdo na origem

Consideracdo: (1) separar urina de residuo fecal; (2) separar residuos
industriais; (3) ETE fechada para prevenir diluicdo e controlar TDH.

Tratamento primario

OpcOes possiveis: (1) aumentar TRS; (2) introduzir biofilme; (3) fazer
reciclo do lodo do tratamento secundério.

Tratamento secundario

Otimizacdo operacional: (1) maior TRS; (2) maior TDH; (3)
temperatura  constante  (22-25°C); (4) bioremediacdo com
microrganismo seletivo.

Processos alternativos: (1) lodo ativado e nitrificacdo; (2) bioreator a
membrana; (3) aumentar a remogao de nutrientes.

Tratamento terciario

Processos fisicos: (1) carvao ativado granular; (2) nanofiltracdo e
ultrafiltracéo.

Processos quimicos: (1) diéxido de cloro; (2) hipoclorito de sddio; (3)
ozbnio; (4) fotolise; (5) irradiacdo ultravioleta (UV); (6) ion ferrato; (7)
didxido de manganés; (8) didxido de titanio.

Fonte: Koh et al. (2008).

Processos biologicos sdo, usualmente, o meio mais viavel,
economicamente, na remocdo de compostos organicos do esgoto.
Métodos como osmose inversa e a adsor¢do em carvao ativado somente
transferem o poluente de uma fase para outra, e ndo resolvem o
problema ambiental. A oxidacdo quimica, como processo oxidativo
avancado tem sido uma alternativa eficiente na remocdo de baixos
niveis de estrogénio (KOH et al., 2008). Entretanto, ainda ndo é uma
tecnologia economicamente viavel, e cuidados sdo necessarios com
relacdo aos produtos quimicos, pois estes sdo reativos e produzem
subprodutos de efeitos desconhecidos (BOLONG et al., 2009).

A otimizacdo dos pardmetros operacionais em uma ETE, com a
adocdo de maiores TDH e TRS, em conjunto com a remog¢do de
nutrientes, e variacdo das condigdes de oxi-redugdo permite tratar
parcialmente o0s estrogénios. No entanto, estas aclGes também
influenciam no tamanho da planta de tratamento e em outros critérios de
projeto (KOH et al., 2008; BOLONG et al., 2009).
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2.4.1 Sistemas de lodos ativados (LA)

O tratamento por lodos ativados é um processo hioldgico onde o
esgoto afluente, na presenca de oxigénio dissolvido, agitagdo mecanica e
pelo crescimento e atuacdo de microrganismos especificos, forma flocos
denominados lodo ativado ou lodo biolégico. Essa fase do tratamento
objetiva a remocgdo da matéria organica biodegradavel presente nos
esgotos. ApOs essa etapa, a fase sélida é separada da fase liquida em
outra unidade operacional denominada decantador. O lodo ativado
separado retorna para O processo ou € retirado para tratamento
especifico ou destinacdo final, enquanto o esgoto ja tratado é retirado
através do vertedor do decantador, no qual ocorreu a separagdo, e
encaminhado para o corpo receptor (JORDAO e PESSOA, 2005).

Segundo Liu, Kanjo e Mizutami (2009), dentre os sistemas de
tratamento de esgoto existentes, o processo de lodos ativados é o mais
amplamente utilizado no mundo.

No sistema convencional, 0 TRS é usualmente da ordem de 4 a
10 dias e o TDH no reator, da ordem de 6 a 8 h. Na modalidade aeragéo
prolongada, normalmente o sistema ndo possui decantador primario e o
TRS varia entre 18 e 30 dias. Com relagéo ao fluxo, o reator pode operar
de forma continua, onde estardo presentes, aléem do tanque de aeracéo,
dois decantadores, um primario e um secundario, ou intermitente
(batelada), onde em apenas um tanque as fases de aeracdo, decantacéo e
retirada passam a ser sequéncias no tempo (VON SPERLING, 2012).

Na Figura 2.4 sdo apresentadas as principais etapas envolvidas no
processo de tratamento por lodos ativados em batelada sequencial. O
estabelecimento de ciclos de operagdo com duracdo definida, possibilita
a realizagdo de todas as etapas em um mesmo tanque. A duragdo de cada
ciclo, bem como das etapas que o compdem, é estabelecida em funcédo
da vazdo afluente, das caracteristicas do esgoto e da biomassa, e das
necessidades do processo. Dependendo do objetivo do tratamento,
modifica¢cBes podem ser incorporadas ao sistema, como a forma de
alimentacdo e retirada e a inclusdo de diferentes etapas no ciclo de
tratamento, como andxica e anaerébia (VON SPERLING, 2012).

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 59

Figura 2.4 — Representacdo esquematica das etapas envolvidas no processo de
tratamento por lodos ativados em batelada sequencial.
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2.4.1.1 Remocdo de estrogénios nos sistemas LAS

Embora seja reconhecido que a tecnologia de lodos ativados €
capaz de remover DEs, nem todos 0s compostos sdo completamente
degradados ou convertidos nestes sistemas (BOLONG et al., 2009).

Apesar da existéncia de muitos estudos comparando a eficiéncia
de remogdo entre sistemas de tratamento bioldgico, os mecanismos
envolvidos na biotransformagdo de estrogénios em sistemas de lodos
ativados ndo sdo bem compreendidos. Normalmente a biodegradacéo de
estrogénios difere de uma ETE para outra. Portanto, é essencial entender
0 mecanismo envolvido na remocdo para possibilitar a otimizacdo do
processo e das condi¢Bes operacionais que favorecam a remocéo de DEs
de aguas residuarias (SKOTNICKA-PITAK et al., 2008).

Os sistemas de lodos ativados apresentam diversas variacoes, e
muitas delas ja foram avaliadas em relacdo a remocao dos estrogénios.
Diversos trabalhos relacionam a remogdo destes compostos aos
processos de remocdo de nutrientes, como a nitrificacdo, e a presenca de
bactérias nitrificantes (GUSSEME et al., 2009; REN et al., 2007b; SHI
etal., 2004; VADER et al., 2000; YI; HARPER 2007a).

Na Europa, o sistema de tratamento de esgoto composto por
lodos ativados é o mais utilizado e, por este motivo, varios trabalhos ja
avaliaram a eficiéncia de remocdao de estrogénio através deste processo.
Uma remocgédo de hormdnios muito baixa pode indicar a necessidade de
um tratamento terciario adicional, enquanto que uma eficiéncia de 80-
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90% de remocado significa que o processo pode ser manipulado e atingir
maiores remogdes (JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000).

Johnson, Belfroid e Di Corcia (2000) avaliaram estacfes de
tratamento existentes na Europa, e valores obtidos por outros autores,
em diferentes paises, e obtiveram valores médios de remogdo de 74 +
27% de E1 (nove estacdes) e 88 + 13% de E2 (sete estagdes) para
amostras compostas coletadas em diferentes estacfes de tratamento. A
maioria das ETEs avaliadas pelos autores, na Alemanha e na Italia,
apresentaram valores de concentragdo de E1 e E2 no esgoto tratado
menores do que o limite de detec¢do do método analitico.

Em um estudo realizado por Ternes et al. (1999), foram
encontrados estrogénios naturais e contraceptivos sintéticos na ETE da
Penha/RJ. No esgoto bruto os estrogénios E2 e E1 foram detectados nas
concentracBes de 0,021 pug/L e 0,04 ug/L, respectivamente. As taxas
observadas de remocéo foram de 83% para E1 e 99,9% para E2, para o
efluente tratado pelo processo de lodos ativados. Para EE2, as taxas de
remocdo na ETE foram de 64 e 78% para os sistemas de filtro bioldgico
e lodos ativados, respectivamente.

Ren et al. (2007b) avaliaram a influéncia da carga organica (0,5,
1,6 e 4,1 kgCOT/kgSS.d) na degradagdo de estrogénio e observaram que
uma carga organica mais elevada tende a resultar em uma baixa
oxidacdo de amonia e, consequentemente, em uma baixa degradagéo de
estrogénio. Portanto a degradacdo de estrogénio é diretamente afetada
tanto pela taxa de carga organica como pela oxidacdo da aménia. Os
autores também constataram que o cometabolismo de AOB foi o
mecanismo de degradacdo dominante na remocdo de E1, E2 e EE2 no
sistema de lodos ativados com nitrificag&o.

Ainda no trabalho realizado por Ren et al. (2007b) dois substratos
diferentes, glicose e cloreto de amdnia, foram utilizados para avaliar o
comportamento dos microrganismos heterotroficos e autotroficos,
respectivamente, na biodegradacéo de E1 em lodo ativado nitrificante. A
partir dos resultados, os autores verificaram que o lodo estudado foi
capaz de degradar E1 mesmo na auséncia de ambnia, e E1 foi usado
como substrato pelas bactérias heterotrdficas quando outras fontes de
carbono, facilmente assimilaveis, ndo estavam disponiveis.

Um dos objetivos da pesquisa realizada por Pholchan et al.
(2008) foi investigar o destino de estrogénios (E1, E2, e EE2) em um
reator em batelada sequencial (SBR - sequencing batch reactor), capaz
de promover a acumulacdo de nitrito, em diferentes TRSs, e em
condi¢des estritamente aerdbias. Os autores partiram do pressuposto de
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que a eficiéncia de remogdo de estrogénios € maior em longos tempos
de retencdo de sdlidos. Isto pode ser explicado pela possibilidade da
presenca de uma maior diversidade microbiana, e a presenca de
microrganismos especificos de crescimento lento, como AOB, em
reatores que operam em longos TRS.

Pholchan et al. (2008) demostraram que um biorreator capaz de
acumular nitrito também pode remover os estrogénios de forma
eficiente. Os resultados obtidos mostraram que a remogdo de E1 e E2
pode ser esperada em reatores projetados para acumular nitrito. No
entanto, a extensdo do acumulo de nitrito deve ser limitada, pois dois
efeitos foram verificados em concentracdes superiores a 70 mg/L de
nitrito: reduzida remogéo de EE2; e toxicidade para AOB e AMO.

Hashimoto et al. (2010) compararam a remocdo de estrogénios
em duas plantas de tratamento de esgoto de diferentes sistemas, lodo
ativado convencional e valo de oxidacdo. Os resultados obtidos mostram
que a remocdo dos horménios naturais E1 e E2 foi maior (80 e 91%,
respectivamente) no sistema de valo de oxidacdo do que no sistema de
lodos ativados (— 59 e 81%, respectivamente). Esta diferenca foi
atribuida aos maiores TRS e TDH praticados no sistema de valo de
oxidacdo (23 d e 34 h) em comparagdo com o lodo ativado (7,3 d e 9 h).

Nos ensaios realizados por Roh e Chu (2011), com a cepa KC8
previamente inoculada em um SBR, a remoc¢éo de estrogénio em TRS
de 10 e 20 dias foi maior do que em TRS de 5 dias, apesar da
diminuicdo na quantidade de determinadas bactérias, inclusive da KC8,
que pode ser devido ao decaimento microbiano ou a competicdo por
nutrientes com outros microrganismos presentes no sistema. Segundo 0s
autores, muitos fatores estdo envolvidos na degradagdo dos estrogénios,
como a presenca de microrganismos desconhecidos, a cinética de
crescimento e degradacdo, e os efeitos dos nutrientes na habilidade dos
microrganismos capazes de realizar a degradacdo. A degradacdo do
estrogénio ocorreu em TRS maiores, em partes, provavelmente devido a
presenca de baixa concentracdo de KC8 e de degradantes desconhecidos
de estrogénio de crescimento lento (ROH e CHU, 2011).

Além dos trabalhos apresentados acima, varios outros autores
avaliaram a remocdo de estrogénios em sistemas de lodos ativados de
diferentes configurag@es, alguns deles sdo apresentados na Tabela 2.5.
Nesta, aléem das porcentagens de remogdo obtidas por cada trabalho,
constam também as principais condicGes adotadas, como a escala do
sistema, os tempos de retencdo de sélidos e a detencdo hidraulica, e a
concentracdo inicial dos compostos.
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Tabela 2.5 - Capacidade de degradacdo de horménios utilizando sistemas de lodos ativados.

Processo  Escala U UL Esgoto Concent[agao - Remocéao Referéncias
(d) (h) horménios
1,7a s 1pg/LEL E2e 100% E2, 100% E1 TRS  Pholchan et al.
SBR 6L 171 Sintetico EE2 17,1d,>57% TRS > 7,5 d (2008)
Lépez-
CAS 6L 10e20 12 Real 10 pg/L de E2 >99% em TRS de 20 d Fernandez et
al. (2013)
s 50, 100 e 500 De 99,83299,99% E2 e Racz, Muller e
SBR 2L 20e 40 33 Sintético ug/L E2 e EE2 EE2 Goel (2012)
s 91e92%XEl1 +E2 + E3 Bagnall et al.
CAS 38L 3e20 5e20 Sintético 38 a 570 ng/L 72 ¢ 75% EE2 (2012)
S E2,E3eEE21 >95% E2 Zhou et al.
SBR Bancada 10 8 Sintético Lo/l 40% EE2 e 30% E1 (2011)
CAS3 S El,E2 e EE2 85% E1, 100% E2 e Suidan et al.
estagios 0L O 6 Sintetico 100 ng/L 60% EE2 (2005)
CAS 3 S El,E2 e EE2 82% E1,99% E2e Esperanza et
estagios 120L 6 6 Sintético 100 ng/L 42% EE2 al. (2007)
93 e 84% E1, 90 e 92% .
Esgoto 0,9 2101 ng/L o Petrie et al.
CAS 360L 10e27 8 municipal  de E1, E2 & EE2 E2, 29 e 41% EE2, para (2014)

TRSde10e27d

SBR - reator em batelada sequencial (sequencing batch reactor)
CAS — reator de lodos ativados convencional (conventional activated sludge)
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2.4.2  Biorreatores a membrana (MBR)

Membranas sdo definidas como um filme fino sélido que separa
duas solucGes, e atua como uma barreira seletiva para transporte de
componentes destas solugfes, quando aplicada algum tipo de forca
externa. A forga-motriz que impulsiona a separacdo na maioria dos
processos de separagdo por membranas utilizadas no tratamento de
aguas e esgotos é a pressdo positiva ou negativa (vacuo). Nestes
processos, 0 solvente é forcado, pela forca motriz, a atravessar a barreira
semipermedvel constituida pela membrana, que retém contaminantes
quimicos efou particulados. Além disso, ndo ocorre transformacao
guimica ou biolégica de compostos durante este processo
(SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001).

De acordo com Metcalf e Eddy (2003), os processos de filtracdo
por membranas incluem: microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracéo,
osmose inversa, dialise e eletrodidlise. Estes se distinguem entre si
guanto: a natureza da forca motriz; ao tamanho dos poros; ao
mecanismo de separacdo; e ao material de confeccdo das membranas.
Os processos de membranas mais apropriados para obter uma agua de
qualidade desejavel, dependem dos compostos a serem eliminados da
agua bruta.

Os biorreatores & membrana sdo uma combinacdo da tecnologia
de membranas com os reatores bioldgicos para o tratamento de esgoto.
As membranas, quando associadas aos processos bioldgicos, sdo mais
frequentemente usadas para substituir a etapa de sedimentagdo,
separacdo entre a biomassa e o0 efluente (STEPHENSON et al., 2000).

Segundo Metcalf e Eddy (2003), os bioreatores a membrana
apresentam algumas vantagens principais: tratamento de altas cargas
organicas volumétricas em menor tempo de detencdo hidraulica; menor
producdo de lodo, devido a maiores tempos de retencdo da biomassa;
operacdo em baixas concentracBes de oxigénio dissolvido, com
potencialidade de nitrificacdo e desnitrificacdo; alta qualidade dos
efluentes gerados em termos de turbidez, bactérias, sélidos suspensos
totais (SST) e DBO (a membrana permite a retencdo do material
particulado produzindo um efluente livre de s6lidos em suspensdo); e
menor espaco fisico da unidade de tratamento, se comparado as
tecnologias convencionais.

As limitages destes sistemas, de acordo com Metcalf e Eddy
(2003) sdo: alto custo inicial; vida atil limitada das membranas (3 a 5
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anos); alto consumo de energia; necessidade de controle da colmatacéo
(adsorcao das moléculas de soluto; obstrugéo de poros por particulas em
suspensdo; e depodsito de material em suspensdo sobre a superficie da
membrana).

Assim como os sistemas de lodos ativados, o biorreator a
membrana também pode ser operado na forma de batelada sequencial, e
este apresenta algumas vantagens em relacdo ao biorreator a membrana
convencional de fluxo continuo. Zhang et al. (2006) compararam os dois
sistemas em diferentes relagdes de demanda quimica de
oxigénio/nitrogénio total (DQO/NT) de 3,4 a 28,2, e constataram que a
remocado de amdnia, nitrogénio total e fosforo total foi superior no reator
em batelada. Belli et al. (2012) obtiveram eficiéncia média de remocéo
de nitrogénio total de 96%, confirmando a ocorréncia dos processos de
nitrificagdo e desnitrificagdo em sistemas operados em batelada
sequencial.

2.4.2.1 Remocdo de estrogénios nos sistemas MBRs

Para alcangar uma biodegradacdo de estrogénios mais completa,
pode ser necessario um aumento no TRS ou no TDH da ETE existente.
Considerando custo e espago a aplicacdo da tecnologia de tratamento
terciario avancado, para muitas comunidades, pode ser economicamente
inviavel. Portanto, 0 MBR pode representar uma opcao viavel pelas
diversas vantagens ja citadas (CLARA et al., 2005; KOH et al., 2008;
BASILE et al., 2011). Além disso, a completa retencdo fisica de
microrganismos alcangada em um MBR, pode favorecer o cultivo e
enriquecimento de microrganismos especificos de metabolismo lento,
responsaveis, em parte, por realizar a degradacdo aerdbia dos
estrogénios (ZUEHLKE et al., 2006).

O TRS é um parametro chave para o tratamento de aguas
residudrias em sistemas convencionais e MBRs. Em sistemas de
tratamento operados em maiores TRS, o tempo de contato, a difusdo
dentro dos flocos, e a adaptacdo dos microrganismos para o substrato
sdo melhorados. Na revisdo realizada por Cirja et al. (2008), os autores
observaram que valores de TRS entre 10 e 30 dias, permitem uma taxa
de remogdo suficiente para muitos dos micropoluentes investigados. A
sorcdo dos micropoluentes é favorecida pelo alto contelido de biomassa,
gue € caracteristico para reatores MBR e adicionalmente, a composi¢do
do lodo tem uma grande influéncia na degradacdo dos compostos
(CIRJA et al., 2008).
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Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) observaram que o0s
parametros TRS e TDH influenciam claramente na remocdo de
estrogénios em um MBR. A remocdo de E1 e EE2 foi afetada pela
variacdo de TRS e TDH, enquanto que para a remocdo de E2 estes
parametros operacionais ndo influenciaram de forma perceptivel. Os
autores concluiram que o composto mais biodegradavel foi o E2,
seguido pelo E1, e 0 EE2 foi 0 estrogénio mais persistente.

Os autores Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) observaram que
um aumento no TRS, talvez permita o desenvolvimento de
microrganismos especificos dentro do MBR, estabelecendo assim, uma
populacdo diversificada de microrganismos com alta capacidade
fisiolégica para degradar E1, E2 e EE2. Portanto, 0 processo de
biodegradacédo foi mais importante do que o processo de adsorgéo.

A remocdo alcancada por Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011)
(Tabela 2.6) pode estar relacionada a trés fatores: 1) a possivel presenca
de microrganismos capazes de remover 0S estrogénios; 2) 0s
microrganismos foram sujeitos a condi¢cBes extremas de falta de
alimento, impedindo o processo anabolico e permitindo apenas
condicdes metabolicas, forcando os microrganismos a metabolizar estes
trés estrogénios; e 3) adsorcdo dos compostos na biomassa.

No trabalho realizado por Weber et al. (2005), E2 foi oxidado
para E1 em 3 h pelo lodo do biorreator a membrana e em 7 h pelo lodo
ativado convencional. Entretanto, ndo foi verificada diferenga
expressiva entre a taxa de conversdo realizada pelo lodo do MBR
(0,11 ug/h) e pelo lodo convencional (0,08 pg/h) em termos de grama
de residuo seco.

Nos resultados obtidos por Gaulke et al. (2009), o valor do
coeficiente de degradacdo biol6gica para EE2, no reator MBR (TRS de
30 a 40 d) e no reator LA (TRS de 3 d), foi bastante similar, indicando
gue as bactérias heterotroficas responséaveis pela degradacdo de EE2
estdo presentes em longos e curtos tempos de retencdo de solidos.

Trinh et al. (2012) avaliaram a remog¢do de 48 contaminantes
organicos, em um MBR em escala real. Os estrogénios E2 e E1
apresentaram concentracfes médias de aproximadamente, 50 e
100 ng/L, nas amostras de esgoto real. O sistema de tratamento avaliado
apresentou eficiéncia de remocdo em torno de 97 e 100% para estes
compostos. E1 foi detectado no permeado na concentragdo de 1,5 ng/L e
E2 ndo foi detectado.

Wu et al. (2011) obtiveram remocdo média de EE2 de 87%,
fazendo uso de um reator provido de quatro tanques, sendo eles:
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anaerobio, anoxico, aerébio e de membrana em escala real. Ja a remoc¢ao
obtida para os horménios naturais foi superior a 97%, sendo que a
concentracdo média dos estrogénios no afluente apresentou valores entre
118 e 145 ng/L para os trés compostos em amostras naturais.

Diversos trabalhos ja avaliaram a remoc¢do dos estrogénios em
sistemas de tratamento compostos por biorreatores a membrana de
diferentes configuragdes. Muitos deles relacionam a remogdo destes
compostos ao mecanismo de retencdo de sélidos, o que permite a
operacdo em maiores TRSs, bem como a completa retencdo da biomassa
no sistema. A eficiéncia de remocdo obtida e as principais variaveis
adotadas por estes autores sdo apresentadas na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 - Capacidade de degradagdo de horménios utilizando sistemas aerébio de biorreator a membrana.

TRS

TDH

Concentragdo de

Escala (@) (h) Esgoto hormanios Remocgao Referéncias
6L 3(;% 1;55 Te Sintético El, E2 e EE2, >98% em TRS 60de Estrada-Arriaga e
o ’95 12 100 — 150 ng/L TDH 12 h Mijaylova, (2011)
s El, E2 e EE2 100% E2 e E1, TRS 80 d Maeng et al.
6L 20e80 6  Sintetico 27 97 g1 78,1% EE2 (2013)
20L Infinito 4,2 Sintético 24,49 e 97 97,7%, em 4 h, com Gusseme et al.
el pg/L.d de EE2 29 pg/L.d. de EE2 (2009)
Lopez-Fernandez
0,
3L 10e20 12 Real 10 pg/L de E2 >99% em TRS de 20 d et al. (2013)
10 8 >95% E2, 65% EE2, e
s E2, E3e EE2 55% E1
Bancada 20040 5 Sintético 1 ng/L > 95% E2.90% El e Zhou et al. (2011)
>90% EE2
75L Infinito 6 Sintético E2 5 pg/L 90% E2 Fan et al. (2014)
o E2 EE2 0 0 Yang, Zhou e
3L 25 6 Sintético 500 ng/L_ 89% E2 e 70,9% EE2 Cicek (2012)
e El, E2 e EE2 >90% E2, E1 ¢ EE2 10% Wijekoon et al.
SL 88 26 Sintético 5 ug/L de EE2 adsorvido (2013)
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos

ndo é sendo uma gota de agua no mar. Mas o

mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.
Madre Teresa de Calcuta
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O presente estudo foi realizado nos Laboratorios de Relso de
Aguas (LaRA) e Integrado do Meio Ambiente (LIMA), ambos
pertencentes ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

O desenvolvimento experimental deste trabalho foi realizado em
quatro etapas distintas, as quais objetivaram, de maneira geral,
compreender o comportamento dos compostos em estudo, dois
horménios naturais (estrona, E1 e 17B-estradiol, E2) e um sintético
(170-etinilestradiol, EE2). Sendo elas:

» A primeira etapa compreendeu os ensaios cinéticos de curta duracéo
(24 h), para observar a remogdo de hormoénios em diferentes
condicdes: trés meios; trés concentracdes de solidos suspensos
volateis; trés concentracBes de metanol; trés lodos ativados,
provenientes de diferentes sistemas de tratamento; e um lodo
inativado;

» A segunda etapa foi composta pela operacdo de um reator de
enriquecimento, com o intuito de estabelecer condicdes favoraveis
ao crescimento e reproducdo de bactérias degradadoras de
horménios. A partir de amostras deste reator, foram realizados
ensaios de cultivo de microrganismos;

» A terceira etapa foi realizada para avaliar preliminarmente o
funcionamento do sistema de biorreator a membrana por 35 dias;

» A quarta etapa descreve o funcionamento e o desempenho de dois
sistemas piloto de tratamento de esgoto, um biorreator a membrana
e um reator de lodos ativados, na remocdo dos compostos de
interesse.

Nas secOes subsequentes serdo apresentados 0s materiais, 0sS
procedimentos e as caracteristicas dos reatores utilizados, as formas de
operacdo e monitoramento dos mesmos, bem como as andlises para
caracterizacdo e quantificacdo das varidveis de interesse. Destaca-se que
cada etapa foi realizada de forma independente.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Compostos de estudo (hormonios)
Neste trabalho foram estudados trés hormonios, sendo dois deles

naturais, estrona (E1) e 17p-estradiol (E2), e um sintético, 17a-
etinilestradiol (EE2). Estes compostos foram adquiridos junto a empresa
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Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA, com as seguintes especificacfes: B-
Estradiol E1132 - padrdo analitico; Estrona 46573 - VETRANAL™
padrdo analitico e; 17a-Etinilestradiol E4876 - > 98% de pureza.

A partir dos padrdes adquiridos, foram preparadas solucgdes-
estoque em alcool metilico grau HPLC, em diferentes concentragfes
para cada etapa do estudo, sendo: 100 e 400 mg/L (etapas 1 e 2);
200 mg/L (etapa 3); e 800 mg/L (etapa 4). As solugdes-estoque foram
armazenadas a - 20 °C por um periodo maximo de trés meses. Solucdes-
estoque de estrogénio sem metanol foram também preparadas, a partir
da dissolucdo dos compostos em &gua ultrapura, por meio de
aquecimento a 50 °C em ultrassom, em diferentes concentracdes (etapa
1: 1,5 mg/L, etapa2: 1,5, 2,5 e 3,5 mg/L), e armazenadas a 4 °C por até
15 dias.

3.1.2  Indculo (lodo)

Para o desenvolvimento de todas as etapas foi necessaria a
introducdo de um inéculo no sistema de tratamento/reator. O lodo
ativado, indculo do sistema, utilizado nas etapas um, dois e trés, foi
coletado diretamente do tanque de aeracdo de uma estagéo de tratamento
de esgoto (ETE), localizada em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.
Nesta planta de tratamento, 100% do esgoto afluente a ETE ¢
doméstico, com uma vazdo de 22.723 m%dia, com capacidade para
atender aproximadamente 150.000 habitantes. Por estas caracteristicas, a
planta foi considerada representativa para a avaliagdo proposta em
termos de sistema de tratamento. Sendo este sistema composto por um
seletor bioldgico e um sistema de lodos ativados operado na forma de
aeracdo prolongada. Esta estacdo foi denominada ETEL.

Durante a etapa 1 foram utilizados dois lodos ativados
amostrados no tanque de aeracdo de outras duas ETEs localizadas na
cidade de Floriandpolis. A ETE2 é formada por lodos ativados operado
na forma convencional como poés-tratamento de efluentes de reatores
anaerdbios tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), e a ETE3
utiliza lodos ativados operado na forma de batelada sequencial.

Os lodos provenientes das ETEs 2 e 3 ndo foram usados em
outras etapas do trabalho por representarem sistemas de grande varia¢do
de cargas de entrada, o que se deve ao fato de estarem localizadas em
regides praianas onde o aumento da geracdo de esgoto na alta temporada
€ bastante representativo, em decorréncia da atividade turistica. Desta
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forma, a amostragem do lodo ndo pode ser considerada representativa
do sistema de tratamento para um extenso periodo operacional.

O lodo ativado selecionado como inéculo, para os reatores piloto
utilizados na etapa 4, foi proveniente de um biorreator a membrana,
hibrido de leito mdvel, operado na forma de batelada sequencial para
remocdo de nutrientes, ap6s 210 dias de operacdo. Este lodo foi
selecionado, pois apresentou excelente remocao de matéria organica e
compostos nitrogenados. Este sistema foi desenvolvido e monitorado
para elaboracdo da dissertagdo de Kellner (2014) do mesmo grupo de
pesquisa desta tese (Laboratério de Relso de Aguas - LaRA da UFSC).

3.1.3 Meio e esgoto sintético

Neste estudo o termo “meio” foi utilizado para se referir as
solucdes utilizadas nas etapas 1 e 2. Ja o0 esgoto sintético é referente as
soluces de alimentacdo dos reatores piloto utilizados nas etapas 3 e 4.

Durante a realizacdo da etapa 1 foram utilizados trés meios, um
meio sintético (Tabela 3.1), como fonte de macro e micronutrientes, um
meio, denominado de sobrenadante, referente ao liquido obtido apos a
sedimentacdo do lodo coletado na ETE1, este foi considerado como uma
fonte natural de carbono, e finalmente, a agua foi utilizada como um
meio desprovido de fonte de carbono e de macro e micronutrientes.

A etapa 2 fez uso de apenas um meio, sendo este igual ao meio
sintético utilizado na etapa 1, preparado a partir dos compostos e
concentracdes apresentados na Tabela 3.1.

As solugdes de esgoto sintético utilizadas nas etapas 3 e 4, para
abastecimento dos reatores piloto, foram constituidas por macro e micro
nutrientes diluidos em agua, conforme Tabela 3.2, sendo que a solucéo
de elementos traco, para a etapa 4, foi a mesma apresentada na Tabela
3.1 com excecdo do cloreto de célcio.

A composicdo do esgoto sintético selecionada para a etapa trés
foi a mesma utilizada por Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) no estudo
da remocdo dos estrogénios E1, E2 e EE2 em um sistema piloto de
MBR. Sendo que a fonte de carbono utilizada foi, apenas, horménios e
metanol. J& o esgoto sintético utilizado na etapa 4 possui em sua
composicdo o acetato de sodio, como fonte de carbono e tampéo, além
dos horménios e do metanol. O metanol foi utilizado como fonte de
carbono e como solvente dos padrGes de hormdnios, pois estes séo
pouco soldveis em agua.

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



Capitulo 3 — Materiais e Métodos 73

Tabela 3.1 — Composicdo do meio sintético e da solugdo de elementos trago.

Concentracdo  Solucdo-estoque de  Concentragédo

CoImpeEi (g/L) elementos trago (g/L)
K,HPO, 3,50 NaHCO;-10H,0 2,00
KH,PO, 1,50 MnSO,4-4H,0 0,30

(NH4)2S04 0,50 ZnS04-7H,0 0,20

NaCl 0,50 CaCl,-2H,0 0,05

MgS0O,-7H,0 0,15 CuS04-5H,0 0,10
Elementos

traco 1,00 mL/L CoCl,-6H,0 0,50

Extrato de 0
levedura 0,005% (p/v)  (NHz)M07024-4H,0 0,02

FeSQ,4-7H,0 0,50

Fonte: Yoshimoto et al. (2004)

Tabela 3.2 — Composi¢do das solucBes de esgoto sintético.
Composto* Concentracao Composto Concentragdo

(etapa 3) (mg/L) (etapa 4) (mg/L)
CH3OH 395,00 CH3OH 98,75
NH,CI 90,00 CH3;COONa 815,00
K;HPO, 9,00 KH,PO, 65,00
KH,PO, 8,40 NH,CI 160,50

FeSO, .7H,0 17,40 CaCl,-2H,0 14,00
(NH4)¢Mo07.4H,0 0,01 MgSO,-7H,0 90,00
CaCl, .2H,0 4,40 Elementos trago 1,00 mL/L
MgS0O,.7H,0 12,20 El,E2 e EE2 100,00 pg/L
ZnS0,4.7H0 0,13
MnSQO,4.H,0 0,04
CoCl, .6H,0 0,03
EDTA 0,02

El,E2 e EE2 100,00 pg/L
*Fonte: Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Primeira etapa — Cinética de remocdo de hormonios em
diferentes condicdes experimentais

A primeira etapa compreendeu a degradacdo simultanea dos trés
estrogénios, fazendo uso de ensaios cinéticos de curta duracdo (0,5 a
24 h), para avaliar a remo¢do de hormonios pelos lodos coletados nas
ETEs, pelos principais processos envolvidos nesta remocdo, adsorcao e
biodegradacdo. Estes ensaios foram conduzidos em escala de bancada,
em condigdes aerdbias. Os resultados foram usados como base para o
estabelecimento das condicGes, que poderiam favorecer a remocao dos
compostos de interesse, a serem usadas nas proximas etapas.

Apenas nesta etapa foi avaliada a remocdo dos compostos pelo
processo de adsor¢do. Para isso, uma porg¢do do lodo coletado na ETEL
foi inativada através de esterilizacdo em autoclave a 120 °C durante
30 min, como descrito por Chen e Hu (2010), Gusseme et al. (2009) e Li
et al. (2005).

Os ensaios cinéticos foram realizados em 10 reatores aerdbios
idénticos (volume total de cada reator 5L). Difusores de ar foram
instalados no interior de cada um dos reatores, e uma bomba foi usada
para fornecer oxigénio necessario @ manutengéo das condi¢des aerdbias.

Os reatores foram mantidos em um volume (util total de 750 mL,
sendo a alimentacéo realizada uma Unica vez da seguinte maneira: lodo
coletado na ETE, em quantidade suficiente para atingir os teores
pretendidos de sélidos suspensos volateis (SSV) (Tabela 3.3); meio
correspondente (meio sintético, dgua ou sobrenadante); hormonios E1,
E2, e EE2, dissolvidos em metanol ou em agua ultrapura, adicionados
simultaneamente na concentracdo de 100 pg/L. A maior concentracdo
de metanol nos sistemas representa 0,1% (v/v). A presenca do metanol
muda a polaridade do meio, consequentemente diminui a adsorcéo dos
compostos, entretanto, 0s ensaios comparativos de adsorgdo foram
realizados com a mesma concentracdo de metanol.

Antes da distribuicdo do lodo entre os reatores e da adicdo do
meio e dos hormdnios, uma aliquota foi retirada para analise de reacéo
em cadeia da polimerase e eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(PCR-DGGE), com o objetivo de estudar os perfis das comunidades
bacterianas presentes em cada uma das amostras de lodo.

Todos os testes foram realizados em duplicata na auséncia de luz,
para evitar perdas por fotodegradacdo. Durante os ensaios, as condi¢des
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operacionais como temperatura, oxigénio e pH, foram mantidas iguais e
constantes para todos os reatores, tendo-se variacfes apenas no tempo
de contato (0,5, 1, 4, 8, e 24 h), conforme Figura 3.1, para cada reator.

Ao fim de cada tempo estabelecido, a aeracdo foi desligada,
permitindo a sedimentacdo do material em suspensdo. Uma aliquota do
sobrenadante (50 mL para 0,5 e 1 h, 100 mL para 4 h, e 200 mL para 8 e
24 h) foi submetida a extracdo em fase sélida (SPE), secdo 3.3.3, para
limpeza da amostra e concentragdo dos analitos, posteriormente
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Foi realizado um ensaio, denominado de branco, nas mesmas
condi¢des anteriores, porém na auséncia do lodo, para avaliar a possivel
remocdo dos estrogénios por outras vias, como a interacdo com
substancias presentes no meio sintético ou com o0 metanol, ou através da
adsorcao dos compostos na superficie dos reatores.

Figura 3.1 - Representacdo esquematica do experimento para determinacéo
cinética de degradagdo de horménios.

0,5h 1h 4 h 8h 24 h
o0 o0 o0 >0 OO

Diferentes condicbes de tratamento foram utilizadas e avaliadas,
conforme Tabela 3.3, onde as condi¢bes comparadas aparecem em
destaque, sendo elas:

» Lodo ativado e inativado (remoc&o via adsorc¢ao), ensaios 01 e 02;
» Trés concentracdes de solidos suspensos volateis (SSV), ensaios 02
a 04,
Trés tipos de meio aquoso, ensaios 04 a 06;
Trés concentracdes de metanol (utilizado como fonte de carbono),
ensaios 06 a 08;
Lodo proveniente de trés diferentes tipos de tratamento (secdo
3.1.2), ensaios 02, 09 e 10.

As demais condi¢fes foram mantidas constantes para efeito de
comparagao.

\ A%

Y
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Tabela 3.3 — Condigdes experimentais para degradacdo aerébia de hormdnios.

Concentracdo Concentracao Tipo e
Ensaio  de metanol de SSV Meio procedéncia
(mg/L) (mg/L) do lodo
01 750,0° 3000 Sintético Inativado 1
02 750,0 3000 Sintético Ativado 1
03 750,0 1000 Sintético Ativado 1
04 750,0 2000 Sintético Ativado 1
05 750,0 2000 Agua Ativado 1
06 750,0 2000 Sobrenadante  Ativado 1
07 197,5° 2000 Sobrenadante  Ativado 1
08 0,0° 2000 Sobrenadante  Ativado 1
09 750,0 3000 Sintético Ativado 2
10 750,0 3000 Sintético Ativado 3

a — DQO = 1200 + 25 mg/L, b — DQO = 332 £ 28 mg/L, ¢ — DQO = 66 *
12 mg/L. Ativado 1 = ETE 1; ativado 2 = ETE 2; ativado 3 = ETE 3.

3.2.2 Segunda etapa — Cultivo de microrganismos

A segunda etapa teve como objetivo avaliar a remocdo de
hormonios pelo processo de biodegradacéo, por meio da obtengdo de um
consorcio bacteriano capaz de consumir os horménios.

Para tanto, um reator aerdbio foi utilizado para realizar o
enriquecimento do lodo ativado. O reator foi operado por 105 dias,
sendo que, ao longo dos primeiros 70 dias foram monitoradas a
concentracdo dos hormdnios na saida do reator, e a diversidade da
comunidade bacteriana presente no interior do reator.

A partir do consércio bacteriano obtido no reator, foi realizada
uma selecdo de microrganismos através de técnicas de cultivo. A
capacidade de degradacdo dos horménios, pelo grupo de
microrganismos selecionados, foi avaliada através de ensaios cinéticos.

3.2.2.1  Cultivo de microrganismos em reator de enriquecimento

O enriquecimento foi realizado em um reator piloto abastecido
uma Unica vez com o lodo ativado proveniente da ETEL. A inicializacdo
do reator foi realizada com 2300 mL de lodo ativado e 2000 mL de meio
sintético, volume util de 4,3 litros, sendo que a concentragdo inicial de
SSV no sistema foi de 2000 mg/L. A alimentacdo com meio sintético,
contendo nutrientes (Tabela 3.1), e solucdo dos trés hormdnios, em
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concentracdes conhecidas, dissolvidos em &gua ultrapura, foi realizada
diariamente conforme Tabela 3.4, com o objetivo de favorecer o
crescimento/replicacdo de bactérias capazes de consumir horménios. A
concentracdo inicial de hormonios foi estabelecida com base no estudo
realizado por Yu, Roh e Chu (2007).

Observa-se na Tabela 3.4 que ap6s 16 dias de operagdo as
condicBes operacionais foram alteradas. Estas alteracbes foram
necessarias devido a grande perda de biomassa ocorrida nos primeiros
dias, portanto o volume de alimentacdo foi reduzido. A composi¢éo e a
concentracdo foram alteradas devido a observacdo de um rapido
consumo dos horménios naturais e ao acimulo do horménio sintético.
Este acimulo também foi responsavel pela retirada deste composto, da
solucdo de abastecimento, a partir do dia 47.

O reator foi provido de um sistema de fornecimento de oxigénio
(bombas e difusores de ar), para garantir as condicdes aerdbias
necessarias, e foi mantido na auséncia de luz a 25°C. O reator foi
operado na forma de batelada sequencial, sendo que cada ciclo de 24 h é
composto pelas etapas apresentadas na representacdo esquematica da
Figura 3.2, estes ciclos foram mantidos durante os primeiros 70 dias de
forma ininterrupta. Este tempo foi estabelecido com base nos estudos
realizados por Yoshimoto et al. (2004). No dia 71, a realizacdo dos
ciclos, compostos por etapas diarias de alimentacdo e descarte, foi
cessada e o reator foi mantido em funcionamento por mais 34 dias sob
as mesmas condigdes anteriores, conforme Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Condig¢des de operacdo do reator de enriquecimento.

Dia de Volume Composicéao da solugdo  Concentracdo de
operacdo  (mL/d) de de abastecimento (%) hormonios (mg/L)
aimentagdo 0 Horménios E1  E2  EE2
e descarte
01-16 950 75 25 25 25 25
17-46 450 50 50 35 35 15
47-70 450 50 50 35 35 00
71 Interrupcéo das etapas de alimentacdo e descarte.
71-105 Permanéncia sob aeracdo a 25 °C, na auséncia de luz.

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



78 Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Figura 3.2 — Representagdo esquematica das etapas de operagdo do reator de
enriquecimento.

T
Meio
sintético +
El, E2,
EE2
>
e
——

Reservatério de  Alimentacdo Aeracdo  Sedimentagdo  Retirada
alimentacéo (1 min) (23h 43 min) (15 min) (1 min)

Ao longo do periodo em que ocorreram as etapas de alimentagéo
e descarte, foram coletadas 30 amostras efluentes para determinar a
concentracdo dos horménios e avaliar o comportamento de degradacdo
destes compostos. Também foram coletadas 10 amostras da biomassa do
reator, em periodos espacgados, para caracterizar a diversidade da
comunidade bacteriana, ou seja, diversidade de microrganismos, através
da técnica de PCR-DGGE. Uma amostra efluente e uma amostra da
biomassa também foram obtidas no dia 105 com o0 mesmo intuito.

3.2.2.2  Selegdo de grupos de microrganismos

Para selecionar grupos de microrganismos foram adotados os
procedimentos apresentados na Figura 3.3. |Inicialmente duas
guantidades diferentes da biomassa presente no reator da secdo 3.2.2.1
(2,5 e 10 mL, diluidos em agua para um volume final de 10 mL) foram
adicionadas a erlenmeyers de 250 mL contendo 45 mL de meio sintético
(Tabela 3.1) e 45 mL de solucdo de horménios (3,5 mg/L de E1 e E2 ¢
1,0 mg/L de EE2).

Este conjunto ficou sob agitacdo a 25 °C por 48 h. Apés este
periodo, uma solugdo foi preparada para cada amostra, na diluicdo de
1000 vezes. Um volume igual a 50 uL de cada uma das solucGes foi
adicionado a placas de Petri contendo 50% de meio sintético (Tabela
3.1), 50% de solucdo de hormdnios (3,5 mg/L de E1 e E2) e 1,5% de
Bacto Agar, dissolvido no meio sintético.
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Figura 3.3 — Procedimento para selecdo de microrganismos utilizando as
culturas obtidas no reator de enriquecimento.

(@]
l Cultura 100
Agitagdo Repouso a 25 °C, turbuléncia @ Ensaios de
25°C manual trés vez ao dia degradacéo 8 h

8 B,

45 mL meio/ 50% meiofsp% A Cultura 25
45 mL sol.  sol. horménios h 5nios + cult teri .
horménios  1,5% Bacto Agar ormonios + cultura anterior ﬂ Incubagéo

25°C,23d

[

As placas de Petri foram incubadas a 25 °C por aproximadamente
cinco dias, até desenvolvimento das col6nias. As colénias obtidas foram
retiradas do Agar, com o auxilio de um palito estéril, sendo cada coldnia
transferida para erlenmeyers distintos contendo 5 mL de meio (Tabela
3.1), e 5 mL de solugdo de hormdnios (3,5 mg/L de E1 e E2).

O surgimento da turbidez, indicando o crescimento dos
microrganismos, foi constatado ap6s 7, 9 e 12 dias para 0s volumes de
10, 100 e 1000 mL, respectivamente, conforme Figura 3.3. Cada solugédo
obtida (10 e 100 mL) foi transferida para erlenmeyers contendo uma
nova solu¢do composta por 50% de meio e 50% de solucdo de
hormdnios (90 e 900 mL).

As solugdes obtidas foram denominadas de cultura 25
(proveniente da quantidade inicial de 2,5 mL) e cultura 100 (proveniente
da quantidade inicial de 10 mL), sendo que cada cultura foi separada em
duas fragdes. A primeira foi utilizada para avaliar a degradacdo de
hormdnios em ensaios aerébios de curta duragdo, 8 h. A segunda foi
mantida a 25 °C sem aeracdo, em um erlenmeyers de 1L, por mais
23 dias, para avaliar a possivel degradacdo dos compostos utilizados
durante o cultivo, E2 e E1 (Figura 3.3).

Os ensaios aerdbios de curta duracdo, realizados com as duas
solucbes obtidas ao fim do cultivo, foram conduzidos através da
aliquotagem em diferentes volumes para cada tempo de ensaio (50 mL
para 0 e 1 h; 100 mL para 2 e 4 h; e 200 mL para 8 h). Cada volume foi
adicionado a um frasco conico e a cada frasco foi adicionada uma
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guantidade exata de solucdo de hormonios (400 mg/L dissolvida em
metanol), para obter uma concentracdo inicial de 100 pg/L de E1 e E2.
O sistema ficou sob aeracdo a 25 °C durante o tempo determinado de
reacdo (0, 1, 2, 4 e 8 h), ap0s este periodo, a amostra foi submetida a
filtracdo e ao procedimento de extragdo em fase sdélida para
determinacdo da concentracdo de horménios por HPLC.

3.2.3 Terceira etapa — Avaliacdo preliminar do biorreator a
membranas na degradacao de hormonios

O biorreator a membranas foi operado por um periodo de 35 dias
para verificar se as condicGes operacionais, tanto de alimentagdo
(indculo e esgoto sintético) quanto de funcionamento (Tabela 3.5), eram
adequadas para garantir um bom desempenho do reator em termos de
eficiéncia de remocdo de compostos orgénicos e nitrogenados.

O inicio da operacdo do sistema se deu através da adicdo do lodo
ativado proveniente da ETEL na concentracdo de 3000 mg/L de SSV,
obtida através da diluicdo com esgoto sintético (Tabela 3.2). A
representacdo esquematica do sistema piloto de biorreator & membrana
(MBR) pode ser visualizada na Figura 3.4.

Figura 3.4 — Representacdo esquematica do sistema piloto de biorreator a

membrana (MBR).
Sensor
de nivel ’
Rotametro
s N
Vacudmetro
Compressor
de ar
v
Bombas
peristalticas
Bomba d? Modulos de

Tanque de alimentagdo membrana Tanque de
esgoto sintético permeado
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O reator tem capacidade total de 13 litros, 0 tanque para
armazenamento de esgoto sintético possui igual capacidade e o tanque
de coleta de permeado apresenta volume Util de 5 L. No interior do
reator encontravam-se um moédulo de membrana submerso, e sensores
de nivel para controlar o enchimento e a retirada de liquido do sistema.
Todas as etapas referentes ao processo de tratamento foram conduzidas
a partir de um painel de controle, previamente programado para realizar
todas as operagdes automaticamente.

As condicbes operacionais adotadas para o sistema e as
propriedades do médulo de membrana estdo apresentadas nas Tabelas
3.5 e 3.6, respectivamente. As condi¢gdes como volume e vazdo foram
limitadas as possibilidades do sistema piloto, o fluxo foi mantido baixo
para evitar a colmatacédo das fibras do médulo de membrana. A duracéo
de cada ciclo, 0 TRH, e a taxa de troca volumétrica foram estabelecidos
com base nos trabalhos ja desenvolvidos no laboratério (KELLNER,
2014; BELLI et al., 2014b). O TRS foi mantido em 30 dias para
possibilitar a posterior comparagdo com o sistema de lodos ativados. A
concentracdo de hormdnios foi adotada com base no trabalho de Racz,
Muller e Goel (2012).

Tabela 3.5 — Descricao do piloto e parametros operacionais adotados.

Condicéo Valor Unidade
Vazdo do sistema 6,0 L/d
Vazdo de filtracdo efetiva 0,3704 L/h
Volume méximo do reator 5,0 L
Volume minimo do reator 4,0 L
Volume tratado por ciclo 1,0 L
Taxa de troca volumétrica 20,0 %
Tempo de aeracdo sem filtracdo por ciclo 60 min
Tempo de filtracdo com aeracdo por ciclo 162 min
Tempo relaxamento com aeracdo por ciclo 18 min
Duracéo de cada ciclo 240 min
Numero de ciclos por dia 6 ciclos
Fluxo de filtragdo 2,08 L/m*h
Tempo de detencdo hidraulica (TDH) 20 h
Tempos de retengdo de solidos (TRS) 30 d

PPGEA — Programa de P6s-Graduagé@o em Engenharia Ambiental (2014)



82 Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Tabela 3.6 — Caracteristicas do médulo de membrana.

Propriedades Especificacdo
Material da membrana Polieterimida
Porosidade Microfiltragdo
Diametro dos poros 0,3 um
Area de filtracdo 0,178 m*
Conformacéo Fibra oca
Comprimento do médulo 34 cm
Diémetro do médulo 9cm
Comprimento das fibras 22 cm
Fabricante PAM membranas

Para promover a filtracdo através da membrana, o sistema conta
com uma bomba peristaltica (Watson Marlow 505S), sendo que a
mesma operou de maneira intermitente, com nove minutos de filtracéo e
um minuto de relaxamento, com o intuito de minimizar a colmatagdo da
membrana.

O ar, necessario para manter a homogeneidade da biomassa e
para a inje¢do de oxigénio no sistema, foi fornecido por um soprador de
ar (Thomas LP-120H) por duas vias distintas, controladas por valvulas
reguladoras. Uma delas foi ligada diretamente a uma mangueira
localizada internamente ao redor do reator. A outra via passa pelo
rotametro (Omel, 0,0 a 8,0 NL/min), para medida da vazdo de ar que
entra no sistema, através da extremidade inferior do moédulo de
membrana, e segue por entre as fibras com o intuito de impedir o
acimulo de solidos na superficie das mesmas. Um sensor de presséo,
vacubmetro (Homis VDR 920), localizado na tubulagdo do permeado,
foi responsavel por medir os dados da pressao transmembrana (PTM).

3.24 Quarta etapa — Operacdo dos sistemas de biorreator a
membrana e lodos ativados

Finalmente, na quarta etapa, através do monitoramento de dois
sistemas piloto de reatores aerdbios: um biorreator a membrana (MBR)
e um reator de lodos ativados (LA), ambos operados em batelada
sequencial, avaliou-se, comparativamente, 0 comportamento destes em
relagdo a capacidade de remoc¢do de hormdnios de um esgoto sintético.
A eficiéncia de remocdo dos compostos organicos, nitrogenados e
hormonios, bem como a diversidade da comunidade bacteriana, foram
monitorados ao longo de 120 dias de operagdo dos reatores.
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Esta etapa teve por objetivo, ainda, avaliar comparativamente a
diversidade bacteriana e sua evolucdo ao longo do periodo operacional
nos reatores, utilizando técnicas moleculares de PCR-DGGE.

O reator MBR (Figura 3.4), utilizado nesta etapa, € 0 mesmo
utilizado na etapa trés, sendo que as condi¢fes operacionais se
mantiveram idénticas. As modificacdes ocorreram na alimentacdo do
sistema, onde o lodo da ETE1 foi substituido pelo lodo de um biorreator
a membrana, hibrido de leito mdvel (KELLNER, 2014). E a solucgdo de
esgoto sintético utilizada na etapa trés (Tabela 3.2 secdo 3.1.3) foi
substituida por outra solucéo (Tabela 3.2 se¢do 3.1.3) com o intuito de
aumentar a semelhanca entre o esgoto utilizado e um esgoto real, sendo
gue a nova solugdo possuia acetato de sédio como fonte de carbono e
tampdo, e uma maior concentragdo dos compostos contendo nitrogénio e
fosforo.

As modificacdes foram necesséarias, pois se constatou que o lodo
proveniente da ETE1l ndo estava sendo efetivo na realizacdo dos
processos de nitrificagdo e desnitrificacdo. Sendo que o lodo do reator
de leito movel apresentou remocéo satisfatoria de nitrogénio e ja estava
adaptado as condi¢des utilizadas em biorreatores a membranas.

As caracteristicas do esgoto sintético e as eficiéncias de remogéo
de EE2 e dos compostos nitrogenados ndo foram satisfatorias nos
ensaios realizados na etapa trés deste trabalho. Apesar de o esgoto
sintético (Tabela 3.2 secdo 3.1.3), usado na etapa trés, ter se mostrado
apropriado para estudos de remogdo de estrogénios em biorreatores a
membrana no estudo realizado por Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011).

Além da operacdo do MBR, esta etapa contempla ainda, a
operacdo de um reator de lodos ativados apresentado na Figura 3.5. Este
reator € composto por um tanque de reacdo e um tanque de
armazenamento ambos com capacidade de 7 L, e um tanque de coleta de
sobrenadante com capacidade de 5 L. O fornecimento de oxigénio ao
reator LA foi promovido por um soprador de ar (Thomas LP-120H)
conectado a difusores instalados no interior do reator. Todas as etapas
de tratamento foram controladas de forma automética através do painel
de controle. A retirada do sobrenadante foi realizada por uma bomba de
succdo, através de um cano de PVC com furos de 0,47 mm de diametro.
Este sistema impediu a retirada de sélidos juntamente com o
sobrenadante.
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Figura 3.5 — Representagdo esquematica do sistema piloto de lodos ativados
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Os dois sistemas foram instalados em uma sala com temperatura
controlada (25 + 2 °C) e operados simultaneamente sob as condicfes
operacionais apresentadas na Figura 3.6, sendo que TRS e TDH foram
mantidos em 30 d e 20 h, respectivamente, para ambos os reatores. O
TRS foi mantido através da retirada diaria de 166 e 130 mL de lodo dos
reatores MBR e LA, respectivamente, sendo este volume calculado pelo
balango de massa do sistema.

Figura 3.6 — Condicdes operacionais dos reatores: biorreator a membrana
(MBR) e lodos ativados (LA).

Condigdes  Condigdes Ciclo operacional Ciclo operacional

Alimentacéo MBR LA MBR T
' ' 1 ' v
Esgoto sintético V=5L V=4L 1min | 2 min |
+100 pg/L E1, 1 L/ciclo 0,8 L/ciclo enchimento enchimento
E2, EE2. Q=6L/d Q=48L/d
TTV =20%| [TTV = 20% 1 h aeracéo 188 min
TDH 20 h TDH 20 h aeracéo
TRS30d TRS30d 3h aera(;éo e %
filtragdo* 40 min
2,08 L/m*h sedimentagio
¥

10 min retirada
do sobrenadante

*9 min de filtracdo e 1 min de relaxamento.
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Os reatores foram alimentados com esgoto sintético (Tabela 3.2).
Para monitoramento do sistema, foram realizadas analises quantitativas
dos hormdnios e demais parametros de qualidade, conforme Tabela 3.7,
com frequéncia de duas vezes por semana, totalizando 30 dias de coleta
e monitoramento ao longo dos 120 dias de operagdo dos reatores. Os
diferentes pontos de amostragem em cada reator foram identificados da
seguinte maneira:

Entrada — amostra de esgoto sintético;

Saida MBR — permeado ao reator MBR;

Saida LA — sobrenadante ao reator LA,

MBR 5L — amostra retirada do interior do reator MBR, 5

min apds o enchimento, volume maximo de 5 L;

e LA 4L — amostra retirada do interior do reator LA, 5 min
apos o enchimento, volume maximo de 4 L;

o MBR 4L —amostra retirada do interior do reator MBR ap6s

3 h de reacdo, quando o reator atinge seu volume minimo

de 4 L.

Para avaliar comparativamente o comportamento do lodo em
diferentes sistemas, foram realizadas analises diretamente na biomassa
contida no interior dos reatores, como respirometria, microscopia,
granulometria e analises moleculares.

Tabela 3.7 — Pardmetros monitorados em seis pontos de coleta dos reatores.

Ponto de coleta Variavel de
nos reatores interesse
Entrada
Saida MBR PH,
. DQO, COD*,
Saida LA 1 )
N-NH,;", N-NO,’,
MBR 5L ) 2
N-NOs, P-PO,”,
LA 4L E1 E2, EE2
MBR 4L T
MBR 5L SST, SSV, IVL,
LA 4L OD, Temperatura
Entrada
Saida MBR Turbidez
Saida LA

*COD - Carbono orgénico dissolvido
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3.3 TECNICAS DE ANALISE
3.3.1 Caracterizacao fisico-quimica

As andlises para a caracterizacdo fisico-quimica e monitoramento
das amostras retiradas dos reatores, durante as etapa 3 e 4, foram
realizadas conforme metodologia indicada no Standard Methods
(APHA, 2005). Os métodos e equipamentos utilizados estdo
apresentados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 — Andlises, métodos analiticos e equipamentos utilizados para a
caracterizacdo das amostras.

Analises Métodos e equipamentos

Demanda Quimica  Método colorimétrico de refluxo fechado, Kit

de Oxigénio (DQO) Hach e espectrofotdbmetro Hach modelo
DR/5000.

Amdnia Método de Nessler com kit Hach,
espectrofotdmetro Hach modelo DR/5000.

Carbono orgénico Analisador de Carbono Organico Total (TOC)

dissolvido (COD) marca Shimadzu, modelo TOC-LCSH.

Nitrito, Nitrato e Cromatografia liquida de troca ibnica,

Fosfato Cromatografo Dionex, modelo ICS 5000.

Sélidos suspensos Método gravimétrico.

pH Método potenciométrico, medidor de pH
Thermo Scientific Orion 3 Stars.

Turbidez Método Nefelométrico, turbidimetro Hach
2100P.

indice volumétrico  Sedimentagio em proveta (VON SPERLING,
de lodo (IVL) 2012).

Temperatura e Oximetro portatil Y SI-55.

Oxigénio

Dissolvido (OD)

3.3.2 Caracterizacéo do lodo

Analises de respirometria foram executadas para verificacdo da
taxa de consumo de oxigénios (TCO) por bactérias autotroficas (para
oxidacdo de aménia e nitrito) e heterotréficas. As analises foram
conduzidas seguindo o procedimento apresentado nas Figuras 3.7 e 3.8.
Sendo a respiracdo enddgena referente a energia requerida para
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manutencao das células, sem adi¢do de substrato. Os valores obtidos de
OD (mg/L) em funcdo do tempo (h) geram um grafico, cujo coeficiente
angular da reta representa a TCO.

Figura 3.7 — Representagdo esquematica do procedimento para a obtencédo da
TOC por bactérias autotroficas (oxidagdo de amonia) e heterotréficas.
100 mL de lodo sob aeragdo por bomba
e agitacdo mecanica com controle de
temperatura (20+°C) e pH (8,25)

Respiracdo enddgena = interrupgdo da aeragao.
Medida de OD a cada 5 s, até a queda de 1 mg/L.

v

Retomada da aeracdo até saturagdo de OD

v
Respiracéo exdégena, por bactérias autotroficas
(NH,) = adicéo de cloreto de aménia (50 mg/L de
N na solucéo final) e interrupgéo da aeracao.
Medida de OD a cada 5 s, até a queda de 1 mg/L.

v

Retomada da aeracdo até saturacdo de OD

Y

Respiracéo exdgena, por bactérias heterotroficas
= adi¢lo de aliltioureia (ATU) (30 mg/L na
solucdo final), e de acetato de sddio (100 mg/L de
DQO na solucdo final) e interrup¢do da aeracéo.
Medida de OD a cada 5 s, até a queda de 1 mg/L.

Anélises microscdpicas foram realizadas imediatamente apds a
coleta das amostras e preparacdo das laminas, em um microscépio
Optico da marca Olympus com aumento de 100 e 400 vezes.

Ja as analises granulométricas foram realizadas a partir da coleta
de aproximadamente 40 mL de amostra de lodo dos reatores na fase de
aeracdo, e imediata analise em um granuldmetro a laser Mastersizer
2000, pertencente ao Laboratério de Farmacotécnica do departamento
de Farmécia da Universidade Federal de Santa Catarina.
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Figura 3.8 — Representagdo esquematica do procedimento para a obtengdo da
TOC por bactérias autotréficas (oxidagdo de nitrito).
100 mL de lodo sob aeracéo por bomba
e agitagdo mecénica com controle de
temperatura (ZO*OC) e pH (8,25)

Respiracdo endégena = interrupgdo da aeragao.
Medida de OD a cada 5 s, até a queda de 1 mg/L.

v

Retomada da aeragdo até saturacdo de OD

v

Respiracdo exdgena, por bactérias autotrdficas
(NO;) = adicdo de nitrito de sodio (50 mg/L de N
na solucdo final) e interrupcéo da aeracéo.
Medida de OD a cada 5 s, até a queda de 1 mg/L.

3.3.3  Determinacéo de hormonios

As analises para determinacdo da concentracdo de hormonios
foram realizadas no laboratério do Grupo de Desenvolvimento de
Técnicas  Avangadas para o  Tratamento de  Residuos
(TECNOTRATER), do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

3.3.3.1  Procedimento de extracdo em fase sélida

Anteriormente a determinagdo dos horménios, a amostra foi
cuidadosamente preparada. A preparacdo consistiu-se na filtracdo da
amostra em membrana de fibra de vidro com diametro de poro de
0,7 um. Em seguida, o pH da amostra filtrada foi ajustado para 3,0 com
solucdo de Aacido cloridrico 6,0 mol/L. Na sequéncia, efetuou-se o
procedimento de extracdo em fase sélida (SPE), sendo este
procedimento necessario para concentrar os estrogénios e para retirar as
impurezas presentes na amostra. Para realizar a extragdo, foi utilizada
um cartucho de extracdo SampliQ, C-18 (ODS) 1000 mg x 6 mL, marca
Agilent Technologies / USA.

O procedimento de extracdo em fase solida é composto por varias
etapas e, para adotar as condi¢cdes mais adequadas de recuperacdo dos
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compostos em estudo, algumas adaptacdes e varia¢bes foram realizadas,
baseando-se em estudos da literatura (RIBEIRO et al., 2007; MOREIRA
et al., 2009; LOPES et al., 2010; VERBINNEN; NUNES; VIEIRA,
2010; MONTAGNER; JARDIM, 2011).

Para tanto, trés condicdes foram testadas considerando o material
da membrana a ser utilizado na filtracdo prévia da amostra (fibra de
vidro 0,7 um e acetato de celulose 0,45 um); condicionamento do
cartucho com mais um solvente (acetonitrila) além de metanol e agua; e
o0 procedimento de lavagem do cartucho com agua apés a passagem da
amostra, o que ndo € sugerido por alguns estudos. Os testes foram
realizados em agua destilada fortificada com 8 pg/L de cada um dos trés
horménios.

Apos o estabelecimento das melhores condigdes, o procedimento
de extracdo foi estabelecido e utilizado em todos os ensaios, conforme
Figura 3.9. A primeira etapa do procedimento de SPE correspondeu ao
condicionamento do cartucho, obtido a partir da passagem de 6 mL de
metanol e 6 mL de agua ultrapura (pH = 3,0). Em seguida, a amostra foi
submetida a filtragdo no cartucho, em fluxo constante de 5 a 7 mL/min,
em volumes que variaram de 50 a 200 mL, de acordo com a
concentracdo dos analitos, inicialmente estimada para cada amostra. Os
procedimentos de condicionamento do cartucho e a passagem da
amostra foram realizados com o auxilio de um sistema manifold
(Waters) e uma bomba a vacuo (Prismatec). Apos esta etapa, 5 mL de
agua ultrapura foram adicionados para remocdo de impurezas e o
cartucho permaneceu por 1h sob vacuo para secagem. Os analitos
foram eluidos com 5 mL de acetonitrila. O volume obtido foi submetido
ao processo de evaporagdo do solvente em evaporador rotativo a uma
temperatura inferior a 60 °C. Finalmente, o extrato foi reconstituido pela
adicdo de 1 mL de metanol, sendo que um ultrassom auxiliou o processo
de reconstituicéo.

Apo6s o procedimento de extracdo, os extratos foram armazenados
a —20°C por no maximo 15dias e levados para andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD).
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Figura 3.9 — Representagdo esquematica do procedimento de extragdo em fase

solida (SPE).
Condicionamento Adicdo da Lavageme Eluigdo dos compostos
do cartucho amostra secagem de interesse
i
2 = D =
l
= o
\
Evaporagdo « 4’,]4’” » Reconstituicdo
do solvente E‘“ dos compostos

3.3.3.2  Condicdes cromatograficas experimentais

Andlises por HPLC foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
Varian, modelo 920 LC, com um detector de arranjo de diodos (DAD),
uma coluna de silica C18 de 5 um e 250 x 4,6 mm, uma pré coluna C8
ambas da marca microsorb-MV100-5 e um software GALAXIE v 1.9.
As condigdes cromatograficas, otimizadas e estabelecidas por Liz
(2013), para determinar as concentragdes dos estrogénios em solugédo
aquosa, foram as seguintes: fluxo = 0,8 mL/min, volume de inje¢do =
50 uL; deteccdo = 197 nm; temperatura da coluna = 30 £ 2°C e um
sistema de eluicdo por gradiente com acetonitrila (ACN) e agua (H,0)
como solventes. As proporgdes de solvente foram variadas como segue:
condi¢do inicial de H,O:ACN a 90:10, sendo esta  proporcdo
linearmente alterada para 30:70 durante 26 min, em seguida a propor¢do
de H,O foi reduzida para zero ao longo de 5 min, e esta condi¢do foi
mantida por 6 min (limpeza da coluna), sendo que a proporcéo
H,O:ACN foi linearmente retomada para 90:10 durante 3 min e depois
permanece a 90:10 por 7 min (equilibrio da coluna).

3.3.3.3 Validagdo cromatografica

A validacdo cromatografica foi realizada utilizando solugédo
aquosa composta por agua ultrapura e os compostos de interesse
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dissolvidos em metanol. Os parametros analiticos avaliados incluem
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo. Através da injecdo de amostras
contendo apenas metanol e de solugbes puras contendo apenas um dos
hormdnios, na concentracdo de 2,5mg/L, foi possivel avaliar a
seletividade do método pelo tempo de retencdo de cada composto. A
linearidade foi avaliada através da preparacdo, em triplicata, e injecdo de
duas curvas analiticas, contendo os trés hormdnios dissolvidos em
metanol, em intervalos de 50-500 mg/L e de 200-5000 mg/L.

A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacgdo,
realizados em triplicata para trés niveis de concentracdo diferentes,
baixo (0,5pug/L), médio (10 ug/L) e alto (80 pg/L), com valores
aceitaveis de 70 - 120%, estabelecidos pela Associacdo Grupo de
Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP, 1999). A precisdo do
método foi calculada utilizando o coeficiente de variagcdo dos valores
obtidos a partir dos ensaios de recuperagdo citados acima, e a precisdo
instrumental foi obtida através da inje¢do de um mesmo ponto da curva
por trés vezes consecutivas. Os compostos foram quantificados por
calibragdo externa.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram obtidos a
partir da curva analitica atraves das equacOes 3.1 e 3.2. Ressalta-se que
0s valores obtidos ndo levam em consideracdo o efeito matriz.

LD =3,3x DP/S Equagdo 3.1
LQ =10 x DP/S Equacéo 3.2

onde: DP é o desvio padrdo do coeficiente linear; e S é a
inclinacdo da curva analitica.

3.3.4 Analises moleculares

A diversidade da comunidade microbiana presente nos sistemas
avaliados foi caracterizada pelas técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE). O procedimento para condugdo destas técnicas é apresentado
na Figura 3.10 e descrito nos préximos subitens.
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Figura 3.10 — Representagdo esquematica do procedimento para caracterizagao
da diversidade da comunidade bacteriana.
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3.34.1 Extracdo do DNA

Para a extragdo do acido desoxiribonucléico (DNA), foi utilizado
um kit comercial (kit power soil mobio laboratories INC), seguindo a
metodologia recomendada pelo fabricante. A quantidade de DNA
extraida foi medida espectrofotometricamente  usando um
Bioespectrofotdmetro (Eppendorf) e 0 DNA extraido foi armazenado a
uma temperatura de - 20 °C, até a amplificacdo génica.

O procedimento de extracéo € realizado fazendo uso de frascos e
reagentes fornecidos no kit, e aproximadamente 0,25 g de amostra de
lodo. Uma série de etapas de adicdo de reagentes, centrifugacéo,
repouso e transferéncia para novos fracos sdo conduzidas com a
finalidade de promover a lise das células, a quebra de moléculas de
acidos graxos e lipidios, e a precipitacdo de material organico e
inorganico, como substancias himicas, residuos celulares e proteinas.
Permitindo, desta forma, a obtengdo de um DNA isolado com elevado
grau de pureza.
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3.3.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi realizada fazendo-se uso dos iniciadores
R1401 (5’-GCG TGT GTA CAA GAC CC-3’) e F968 (5’-GC-Clamp
[CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG G]-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’), abrangendo a regiédo
aproximada entre os nucleotideos 968 e 1401 do gene 16S rRNA, que
inclui as regides variaveis V6-V8 (EVANS et al., 2004; LI et al., 2006;
PINHATI, 2008; WISZNIOWSKI et al., 2011), e dos reagentes e
concentragGes descritos na Tabela 3.9 (Technical Bulletin, Sigma-
Aldrich, D4545).

Para a amplificacdo foi utilizado um termociclador (Mastercycler
Eppendorf) nas seguintes condigdes: desnaturacdo a 94 °C por 3 min, 35
ciclos compostos por 94 °C por 1 min; 55°C por 1 min (aelamento); e
72 °C por 1 min (extenséo), finalmente uma etapa a 72 °C por 10 min de
extensdo final é realizada (EVANS et al., 2004).

Tabela 3.9 — Reagentes necessarios para a execucdo da técnica de PCR.

Reagentes Concentracao final
Buffer 10x 1x

Cloreto de magnésio 25 mM 2,5 mM

dNTPs 10 mM 0,2mM
Iniciadores 20 uM 0,4 uM cada

Taq polimerase 5 U/uL 0,05 U/uL

DNA molde 200 pg/uL

Agua ultrapura Até 50

A anélise dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em
gel de agarose (2% p/v agarose) contendo gel red (10 pL para 100 mL
de agarose), fazendo uso de 4 pL de corante (azul de azul de
bromofenol, xilenocianol, glicerol e dgua) e 4 uL de produto de PCR,
em tampdo 1X TBE (Tris-borato-EDTA, pH 8,3). A corrida foi
realizada a 60 V por 35 min, e a 100 V por uma hora e meia, a
visualizacdo foi conduzida sob luz ultravioleta (UV) em um
transiluminador e registrada através de um sistema de captura de
imagens (LPix Image STi).
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3.3.4.3 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Na andlise de eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE), fragmentos de DNA com 0 mesmo comprimento, mas com
sequéncias diferentes, podem ser separados. A separacdo baseia-se na
diminuicdo da mobilidade eletroforética de uma molécula de DNA de
cadeia dupla, parcialmente derretida em gel de poliacrilamida contendo
um gradiente linear desnaturante de DNA (uma mistura de ureia e
formamida). Moléculas de DNA com sequéncias diferentes param a
migracdo em  posicBes diferentes (LUXMY; NAKAJIMA;
YAMAMOTO, 2000).

Para a realizacio da técnica de DGGE foi utilizado um sistema
Dcode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad) e eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6%.

A corrida da eletroforese foi realizada, diferentemente para cada
tipo de amostra conforme Tabela 3.10, a 130 V e temperatura constante
de 60°C, em 7 L de tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X. O gel foi
corado com solucdo comercial Gel Red em &gua ultrapura por 50 min,
visualizado em luz UV e fotografado em um sistema de captura de
imagens (LPix Image STi). As andlises de Cluster, apresentadas como
dendrogramas, foram obtidas através do software Gel Compar Il verséo
6.5.

Tabela 3.10 — Condi¢des para a corrida do gel de DGGE.

Amostras Gradiente  Volume Tempo de
(%) corrida
Ensaios 25-60 Variavel 4h30min
cinéticos
Reator de 35-60 10 4h35min
enriquecimento
Reatores LA e 35-60 20 5h25min
MBR
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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. N&o sou o que deveria ser, mas Gragas
a Deus, ndo sou o que era antes”.

Marthin Luther King
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4.1 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Diferentes condicGes referentes ao procedimento de extracdo em
fase sélida (SPE) foram avaliadas, fazendo uso de 8,0 ug/L dos
horm6nios, com o intuito de garantir a melhor recuperacdo dos analitos.
Todas as condigdes testadas apresentaram recuperagdo superior a 84% e
inferior a 112%, sendo que a média foi de 92,4, 97,3, e 96,2% para 17f-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2) e estrona (E1), respectivamente.
Portanto, todas as condicdes testadas sdo adequadas para uso neste
estudo, com base na recomendacdo de GARP (1999). Desta forma, 0
procedimento adotado fez uso de membrana de fibra de vidro para
filtracdo das amostras, metanol e &gua para condicionamento do
cartucho, e a lavagem do cartucho com agua ultrapura, apds a passagem
da amostra.

A seletividade foi verificada através da injecdo de amostras
padrdo, preparadas a partir da dissolu¢do dos compostos em metanol. Os
cromatogramas obtidos (Figura 4.1a) indicam picos distintos e bem
definidos para cada composto. Na Figura 4.1b sdo apresentados os
cromatogramas referentes as injecGes para obtencdo da precisao
instrumental, observa-se que as sequéncias de injecbes sdo
reprodutiveis, em termos de tempo e intensidade, indicando boa
precisdo. Na Tabela 4.1 sdo apresentados os valores de linearidade, LD,
LQ, exatiddo, coeficiente de variagdo e precisdo instrumental, sendo que
estes parametros encontram-se dentro da faixa considerada aceitavel
pela literatura (RIBANI et al., 2004).

Os limites de deteccdo e quantificacdo apresentados na Tabela 4.1
sdo referentes as condi¢des adotadas, considerando a curva de calibracéo
e as limitagdes do equipamento. No entanto, as amostras foram
concentradas durante a SPE, em que todo o volume inicial de amostra
(50, 100 ou 200 mL) foi concentrado para um volume final Unico de
1 mL para injecdo. Portanto, os valores de LD e LQ do equipamento,
devem ser calculados considerando o fator de concentragdo e a
porcentagem de recuperacdo de 102% para E2, 85% para EE2 e 87%
para E1, gerando os valores apresentados na Tabela 4.2 para LQ.
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Figura 4.1 — Cromatogramas (a) corrida individual de solugdes contendo apenas
um dos compostos (b) inje¢do em triplicata de uma amostra com E1, E2 e EE2.
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Os limites de deteccdo e quantificagdo encontram-se préximos a
valores verificados na literatura, onde a determinagéo dos compostos foi
realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detectores de arranjo de diodos (DAD) ou de fluorescéncia (FLU).
Cordeiro et al. (2012), obtiveram limites de quantificacdo de 0,10 e 0,15
ug/L para EE2 e E2, respectivamente, com detector FLU. Liz, Nagata e
Zamora (2012), encontraram valores de limite de detecgdo de 9, 18 e 35
Mg/l para E1, E2 e EE2, respectivamente, fazendo uso de um detector
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DAD. Verbinnen et al. (2010) alcangou um limite de detecgdo de 1,25
Mg/L para os trés compostos, também utilizando detector DAD.

Tabela 4.1 - Parametros de validagdo do método utilizado para analisar 0s
estrogénios em diferentes concentragdes de trabalho.
Composto Coeficientede FLC LD LQ Exatiddo CV

correlagdo () (ug/L)  (ug/ll) (ugll)  (%)° (%)’

E2 0,99907 96 320 102 116
EE2 099896 50500 77 258 8 7,7
E1 0,99917 50 168 87 80
E2 0,9993 249 83,0 0.9°
EE2 0,99878 588(‘) 244 812 0,7°
E1l 0,99975 12,4 412 1,6°

FLC = faixa linear de concentracdo; CV = coeficiente de variacéo;

LD = limite de deteccdo; LQ = limite de quantificacdo, ambos do equipamento;
®Meédia obtida para os trés niveis de concentragéo (0,5, 10, e 80 pg/L);
®Preciso instrumental medida através do desvio padrao relativo (SRD) n = 3.

Tabela 4.2 — Valores dos limites de quantificagdo do método™*.
Limite de quantificacdo (ug/L)

Composto  FLC (ug/L) Fator de concentracao

- 50x 100x  200x

E2 32,0 0,63 0,31 0,16
EE2 50-500 25,8 061 0,30 0,15
El 16,8 0,39 0,19 0,10
E2 83,0 1,63 0,81 0,41
EE2 200-5000 81,2 1,91 0,96 0,48
El 41,2 0,95 0,47 0,24

*Considerando o fator de concentragdo e a porcentagem de recuperagao.
FLC = faixa linear de concentragdo.

Na Tabela 4.3 sdo apresentados os valores médios em
porcentagem de recuperacdo e desvio padrdo relativo, referente a
exatiddo e precisdo, respectivamente, obtidos apds a realizagcdo do
procedimento de extracdo em fase sélida, em triplicata, em amostras de
agua ultrapura fortificadas com concentragdes conhecidas de hormédnios.
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Segundo a Associa¢do Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas
(GARP, 1999), os valores aceitdveis de recuperagdo estdo
compreendidos entre 70 e 120%, e os valores aceitaveis de coeficiente
de variacdo devem ser inferiores a 20%.

As duas curvas analiticas, preparadas em triplicata, s&o
compostas por seis pontos de diferentes concentragdes, entre 0,05 e
0,5mg/L e 0,2 e 50mg/L. Verificou-se que os resultados exibem
excelente linearidade, como pode ser observado nos graficos da Figura
4.2 e no cromatograma da Figura 4.3. A partir dos cromatogramas
podem ser observados os tempos de retengdo dos compostos, sendo
estes de 23,8, 25,0 e 25,7 min para E2, EE2 e E1, respectivamente. As
curvas obtidas apresentam coeficientes de correlacdo superior a 0,99, o
que indica que a linha de regressao se ajusta bem aos dados (RIBANI et
al., 2004).

Tabela 4.3 — Valores médios de exatiddo e precisdo.

Concentracdo Volume Exatidao (%) CV (%)
(ng/l) (mL) E2 EE2 E1 E2 EE2 El
0,5 200 122 78 80 184 39 77
10 100 101 101 100 10,3 114 112
80 50 83 7% 81 62 78 52

CV = coeficiente de variagdo.

Figura 4.2 — Curvas analiticas referente a determinagdo cromatografica dos

compostos 17B-estradiol-E2, 17a-etinilestradiol-EE2 e estrona-E1 (n=3).
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A determinacdo de micropoluentes em amostras reais, como
esgoto doméstico e efluente bioldgico, é mais complicada. Matrizes
bioldgicas sdo susceptiveis a diversas interferéncias por apresentarem
em sua composicao diferentes substancias desconhecidas. Tal fato torna
a analise de um determinado composto bastante comprometida. Para
minimizar este problema é recomendada a avaliagdo do efeito matriz.

4.2 ENSAIOS CINETICOS DE REMOCAO DE HORMONIOS
(PRIMEIRA ETAPA)

4.2.1 Estudo dos fatores que afetam a remocao dos estrogénios

Os experimentos realizados para estudar a remocdo dos
estrogénios pelo lodo coletado na estacdo de tratamento de esgoto (ETE)
foram conduzidos através de dez grupos de condicfes distintas, sendo
que o primeiro utilizou o lodo inativado e os nove seguintes foram
realizados com o lodo ativado (como mostra a Tabela 3.3). O ensaio 01
foi realizado para avaliar a habilidade de remoc¢do dos estrogénios
através do processo de sorcdo no lodo inativado, na auséncia de
bactérias. Os outros ensaios foram feitos para avaliar e comparar a
influéncia de quatro fatores na biodegradacdo dos estrogénios, sendo:
contetido de solidos suspensos volateis (SSV) (ensaios 02, 03 e 04);
fornecimento ou auséncia de micronutrientes no meio aquoso (ensaios
04, 05 e 06); concentracdo de metanol como fonte adicional de carbono
(ensaios 06, 07 e 08 (sem metanol)); e origem dos lodos, sendo estes
provenientes de diferentes sistemas de tratamento (ensaios 02, 09 e 10).

Os resultados obtidos na amostra identificada como branco,
contendo apenas 0 esgoto sintético e os horménios dissolvidos em
metanol, na concentragdo de 100 pg/L e na auséncia de lodo,
apresentaram valores médios de concentragdo de 82,9 + 5,4 ug/L para
E2, 84,2 £ 4,3 pg/L para EE2, e 94,0 + 4,3 ug/L para E1, durante todo o
periodo de ensaio, para todos os tempos avaliados. Estes valores estdo
dentro da variacdo esperada, com relacdo & recuperagdo do
procedimento de extracdo utilizado, indicando que nenhuma degradagéo
é resultante da presenca do meio sintético ou do metanol, nem da
adsorcao dos compostos na superficie dos reatores utilizados.
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4.2.1.1 Efeito do tipo de lodo (ativado e inativado)

Para avaliar a contribuigdo do processo de adsor¢do na remocao
dos estrogénios, um ensaio com lodo inativado foi conduzido (Tabela
3.3, ensaio 01 e Figura 4.4a). A concentracdo de EE2 diminuiu com o
tempo (94,0% em 1 h) de maneira mais rapida do que as concentragfes
de E1 e E2. Este fato potencialmente resulta da maior hidrofobicidade
do composto EE2 (LogK,, = 4,1) quando comparado aos estrogénios
naturais E1 e E2 (LogKqy = 3,1 e 3,4 para E1 e E2, respectivamente).
Este resultado corrobora com os resultados dos estudos conduzidos por
Urase e Kikuta (2005), Ren et al. (2007a) e Zhang et al. (2012), em que
60,0% de EE2 foi removido durante os primeiros 20 min, 98,0% foi
removido durante os primeiros 10 min e mais de 80,0% na primeira
hora, respectivamente.

No mesmo ensaio com o lodo inativado, a concentragdo de E2 e
E1 diminuiu aproximadamente 81,5 e 76,7%, respectivamente, em 24 h.
estes resultados conferem com aqueles obtidos por Ren et al. (2007a)
(remocéo de 93,6% para E2 e 98,0% para E1) e Shi et al. (2013) (60,0%
de remogéo de E1 em 8 h). Em contraste, a remocéo de E2 foi maior do
gue a obtida por Li et al. (2005), tendo estes autores encontrado uma
remocdo maxima de E2 de 10,0% ap6s 20 h usando 30 pg/L de E2 e
SSV de 1750 mg/L.

As caracteristicas sorventes especificas do lodo e as condicdes
experimentais, largamente afetam o0s resultados de remocdo de
estrogénios, conforme também observado por Chen e Hu (2010), Racz e
Goel (2010) e Silva, Otero e Esteves (2012). Esta observacdo pode
explicar a variabilidade dos resultados de sor¢do encontrada em
diferentes estudos.

A quantidade de estrogénio em equilibrio adsorvida no lodo
inativado (q, ug/g SSV) pode ser calculada através da equacdo 4.1 (REN
et al., 2007a). Usando esta equacdo, foram obtidos os valores de 21,6,
23,7 e 27,4 uglg para E2, E1 e EE2, respectivamente (Tabela 4.4). Estes
resultados confirmam que o hormdnio sintético é adsorvido em maior
guantidade do que os outros estrogénios durante as primeiras 24 h. Esta
tendéncia também foi observada por Ren et al. (2007a).

q=(Co-Co VM Equacdo 4.1
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onde: C, € a concentracdo de estrogénio em equilibrio na fase
aquosa, Mg/L; Co € a concentracdo inicial de estrogénio na solucdo,
Mg/L; V é o volume da solugdo, L; e M é a massa do lodo, g SSV.

Tabela 4.4 — Pardmetros de adsorcéo para calcular a concentracdo de estrogénio
no lodo inativado.

E2 El EE2

Co (Mg/L) 82,9 94,0 84,2
Ce (ug/L) 36,0 38,0 5,0
Tempo (h) 24 24 24

M (mg) 2250 2250 2250
V (mL) 750 750 750

q(HglgVSS) 21,6 237 27,4

Para avaliar o comportamento dos estrogénios na presenca do
lodo inativado e do lodo ativado, os ensaios 01 e 02 foram comparados.
No ensaio 02, realizado com lodo ativado (Figura 4.4b), E2 e E1 ndo
foram mais detectados ap6s 4 e 8 h, respectivamente. Entretanto, o
hormdnio sintético, EE2, foi observado mesmo ap6s 24 h de teste
(0,9 ng/L), apesar de sua elevada remogdo (99,0%). Este resultado
difere dos resultados obtidos por Ternes et al. (1999). Estes autores
avaliaram a degradacdo do estrogénio em condicGes aer6bias e
concentragBes iniciais de 1000 e 1,0 ug/L, e observaram uma
diminuicdo de apenas 20,0% na concentracdo de EE2 apds 48 e 24 h,
respectivamente.

A remocdo de hormbnios do esgoto, em sistemas de lodos
ativados, envolve, principalmente, os processos de adsorcdo e
degradacdo (RACZ; GOEL, 2010; SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012).
Geralmente, ap6s uma rapida adsorcéo no lodo, a biodegradacéo reduz o
nivel de estrogénios nas fases aquosa e sélida (DESMIARTI; LI, 2013;
MARTI; BATISTA, 2014). De acordo com Racz e Goel (2010), a perda
imediata do composto no lodo ativado, que ocorreu neste estudo, pode
ser atribuida ao processo de adsorcao.

A eficiéncia de remogéo de E1 e E2 foram maiores no ensaio 02
com o lodo ativado do que no ensaio 01 com o lodo inativado (Figura
4.4). Este resultado pode indicar a existéncia de mecanismos de
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degradacdo por bactérias, que provavelmente coexistem com o
mecanismo de adsor¢do no caso dos estrogénios naturais. Por outro
lado, a remogéo de EE2 foi mais lenta com o lodo ativado do que com o
lodo inativado. Este fato sugere que a comunidade bacteriana teve maior
dificuldade em degradar o estrogénio sintético EE2. Portanto, o primeiro
mecanismo envolvido na remocdo de EE2 foi a adsor¢do no lodo,
seguida pela biodegradacao.

Quando o0s microrganismos estavam presentes, o efeito
combinado dos processos de adsor¢do e degradagdo foi observado,
principalmente, para os horménios naturais, onde este efeito foi mais
pronunciado e ocorreram simultaneamente. Entretanto, a remocdo de
EE2 foi mais lenta devido a maior afinidade dos microrganismos com os
compostos E1 e E2 do que com o EE2. Entretanto, apds 24 h, a remogéo
de EE2 foi maior quando o lodo ativado foi utilizado, confirmando a
ocorréncia dos processos de biodegradacdo e adsor¢do. Desta forma,
postula-se que as bactérias comecam a degradar EE2 quando a
guantidade de hormonios facilmente assimilaveis estiver baixa. Este fato
também se relaciona com o decaimento da DQO, ou seja, a degradacéo
de EE2 é maior quando a relagdo A/M for menor.

A alta remocdo de EE2 obtida com o lodo inativado pode ser
explicada considerando varios aspectos. De acordo com Yi e Harper
(2007b), mudancas nas particulas da biomassa (por exemplo,
porosidade, densidade, area superficial disponivel, e o contetdo de
proteinas e carboidratos presente nos flocos) afetam o Kd (coeficiente
de sorcdo). Desta maneira, 0s autores concluiram que estes fatores
podem afetar, diretamente, a forma pela qual o processo de adsorcdo é
conduzido.

Além disso, 0 processo de inativacdo foi conduzido em autoclave,
gue potencialmente modifica as propriedades fisicas dos flocos do lodo
e pode significativamente afetar sua capacidade de sorcdo. No estudo
realizado por Bougrier, Delgenes e Carrere (2008), as mudangas nas
caracteristicas de cinco diferentes amostras de lodo ativado foram
avaliadas apds tratamento térmico entre 90 e 210°C. Os autores
observaram que a concentracdo de particulas solidas diminui e uma
maior quantidade de particulas minerais permanece. Sélidos, proteinas,
carboidratos e lipideos foram solubilizados e mudangas em suas
concentracBes forma observadas. O tratamento por aquecimento
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promove mudangas nas caracteristicas fisicas do lodo, como
viscosidade, sedimentabilidade e filtrabilidade.

Figura 4.4 — Remocéo de estrogénios com (a) lodo ativado e (b) lodo inativado
(barra de erro fornece o desvio padrdo + DP). Inser¢do: concentragdo de
estrogénio ap6s 24 h.
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Para aplicagdo desta pesquisa em um reator de fluxo continuo, os
resultados e sugestdes fornecidos por Dialynas e Diamadopoulos (2012)
devem ser considerados. A quantidade de cada composto que foi
removido por adsorcao, é resultante de sua adsor¢ao na biomassa recém-
crescida, que foi igual a quantidade descartada por dia para manter
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constante o nivel de sélidos suspensos dentro do reator. Entretanto, é
necessaria a realizacdo de novas pesquisas para garantir que o lodo,
removido de sistemas de tratamento de esgoto, com compostos
adsorvidos sera adequadamente tratado.

Os ensaios de 02 a 10, conduzidos com o lodo ativado,
apresentaram uma reducdo na concentracdo de estrogénios em, no
minimo, 65,0% em todas as condicGes avaliadas dentro do periodo total
de ensaio de 24 h. Em todos 0s nove ensaios, a concentracdo de E2
diminui significativamente durante os primeiros minutos de teste e
sofreu uma redugdo superior a 98,5% em 1 h de teste. Estes resultados
sdo semelhantes aos obtidos por Chang et al. (2006), em que uma
remocao de 50,0% de E2 foi obtida apds apenas 30 min de ensaio, e este
composto ndo foi mais detectado ap6s 10 h de ensaio em concentracdes
iniciais de 100 e 1000 pg/L. Similarmente, Desmiarti e Li (2013)
observaram uma rapida degradacdo de E2, superior a 90,0%, apos
30 min e total desaparecimento ap6s 2 h (LD = 0,01 pg/L para E2 e E1).

A alta habilidade do lodo ativado em degradar E2 pode ser
atribuida a varios fatores, incluindo os processos de biodegradacéo e/ou
sorcdo. Li et al. (2008) consideram que este estrogénio é fortemente
adsorvido nas particulas do lodo ativado, enguanto outros autores
indicam que E2 é rapidamente oxidado para E1 (JOSS et al., 2004;
COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010; DESMIARTI; LI,
2013).

4.2.1.2 Impacto do contetdo de sdlidos suspensos volateis

O tratamento de E2 pelo lodo ativado (ensaios 02, 03 e 04, Tabela
3.3) foi muito eficiente, com remocédo superior a 50,0 e 98,5% apos
30 min e 1 h, respectivamente, para os trés contetidos de SSV avaliados
(1000, 2000, e 3000 mg/L) (Figura 4.5a). De acordo com Chen e Hu
(2009) e Li et al. (2005), a degradacdo de E2 aumenta com o aumento
da concentracdo de SSV, mesmo se a concentracdo maxima de E2 for
significativamente menor do que a concentracdo de compostos
organicos presentes no esgoto. Isto ocorre, pois a presenga de maior
guantidade de microrganismos no lodo ativado pode resultar em uma
degradacdo mais efetiva de E2. Neste estudo, a remocao de E2 foi muito
rapida, mesmo quando a menor concentracdo de SSV foi utilizada
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(Figura 4.5a). Este resultado sugere que alguns processos estdo
envolvidos na remogdo de E2 como a degradacdo bacteriana e a
adsor¢édo (como discutido acima).

No ensaio realizado com 1000 mg/L de SSV, a concentracdo de
E1 aumenta ap6s 1 h de teste, provavelmente devido a oxidacdo de E2
para E1 (Figura 4.5b). O baixo contetdo de SSV no sistema
potencialmente contribuiu para a lenta degradacdo de E1. Este baixo
contetdo de SSV também ndo foi favordvel para a degradacdo de EE2
(Figura 4.5¢). Assim, apenas 76,0% de EE2 foram removidos ap6s 24 h.
O melhor resultado foi obtido com as maiores concentragbes de SSV
(2000 e 3000 mg/L), que potencialmente tém a maior populacdo de
bactérias e maior nimero de sitios de sor¢éo.

Os cromatogramas referentes a determinacdo cromatografica dos
horménios, com 2000 mg/L de SSV, sdo apresentados na Figura 4.5d.
Verifica-se que o pico referente ao composto E2 é observado apenas no
primeiro tempo de ensaio (0,5 h). O pico de E1 é bastante pronunciado
nos tempos 0,5 e 1 h, e 0 composto EE2 apresenta pico bem definido até
8 h de ensaio. Em 24 h nenhum composto foi identificado com o método
utilizado. A intensidade dos picos ndo é proporcional a concentragéo,
pois o0 volume de amostra usada em cada tempo foi variado.

Figura 4.5 — Degradacéo de (a) E2, (b) EE2 e (c) E1 em diferentes concentragdes
de SSV (barra de erro fornece o desvio padrdo + DP), (d) Cromatograma da
amostra com 2000 mg/L de SSV.
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4.2.1.3 Influéncia das caracteristicas do meio aquoso utilizado

Os ensaios 04, 05 e 06 (Tabela 3.3) foram conduzidos para
comparar os efeitos de uma fonte natural de carbono (sobrenadante do
lodo coletado na ETE1), uma fonte de macro e micronutrientes (meio
sintético) e um meio com a auséncia de fontes de carbono e macro e
micronutrientes (adgua) na remocdo dos estrogénios. A concentragdo
inicial de aménia (N-NH,") no esgoto sintético foi de 47,0 mg/L, e foi
inferior a 0,2 mg/L no sobrenadante e na gua.

Para E2, uma remocdo elevada foi observada, tendo-se obtidos
valores superiores a 98,5% ja na primeira hora de ensaio. Conforme
pode ser observado na Figura 4.6a, este comportamento foi verificado
para os trés meios avaliados, ndo sendo observada, portanto, influéncia
da caracteristica do meio no processo de remocao do horménio.

Por outro lado, 0 uso do meio sintético resultou em uma maior
degradacéo de EE2 (Figura 4.6b) e E1 (Figura 4.6c) em rela¢do ao uso
de 4gua e sobrenadante, indicando que a presenca de nutrientes, como
amonia, acelera o processo de remocao de estrogénios. Alguns trabalhos
observaram que a degradacdo de EE2 tem sido mediada pela atividade
da amonia monooxigenase (AMO), uma enzima utilizada por bactérias
oxidadoras de amdnia (AOB) para catalisar a oxidacdo de am6nia em
nitrito (VADER et al., 2000; PHOLCHAN et al., 2008).

Assim, ap6s 4 h, o composto E1 ndo foi mais detectado na
presenga do meio sintético. Entretanto, a remog&o foi inferior a 60,0%
neste mesmo periodo quando apenas agua esteve presente no sistema.
Dentro de 8 h, os valores obtidos na determinacdo de E1 foram menores
do que o limite de quantificagio do método para todos os meios
testados. Com relagdo ao composto EE2, o efeito da aménia na
degradacdo foi menos pronunciado, provavelmente devido a menor
habilidade das bactérias em degradar o estrogénio sintético, porém
também observado e uma alta remocéo foi atingida ap6s 8 h quando o
meio sintético esteve presente. Apos 24 h de teste, a remocdo de EE2 foi
superior a 89,0% em todos os meios avaliados, sendo superior a 99,0%
na presenca do meio sintético.

A presenca de metanol nestes ensaios potencialmente favorece a
alta remocdo de estrogénios através do cometabolismo. Este processo é
observado quando bactérias usam suas enzimas para degradar
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horménios (HAMID; ESKICIOGLU, 2012; YU; RULA; KUNG-HUI,
2013). Entretanto, o efeito positivo da presenca do metanol foi 0 mesmo
nas trés condicbes avaliadas, pois sua concentracdo foi mantida
constante (750 mg/L) para possibilitar a comparacdo entre os diferentes
meios.

Os cromatogramas, apresentados na Figura 4.6d, sdo referentes a
amostra do sobrenadante como meio aquoso. E possivel verificar uma
rapida degradacdo de E2, pois o pico referente a este composto é
observado apenas em 0,5 h, o pico de E1 é observado até 4 h de ensaio,
e 0s picos de EE2 sdo bem definidos em todos os ensaios, comprovando
a lenta degradacdo deste composto nestas condicdes.

Os diferentes meios avaliados consideravelmente afetam a
habilidade dos microrganismos em remover estrogénios, principalmente
devido & presenca de nutrientes que sdo capazes de promover o
crescimento e a manutengdo microbiana. Deste modo, o melhor
resultado foi obtido com o meio sintético, rico em amonia, seguido pelo
sobrenadante. O uso de agua como meio aquoso foi responsavel pela
menor remocao de estrogénios nas condicGes avaliadas.

Figura 4.6 — Degradacdo de (a) E2, (b) EE2 e (c) E1 em diferentes meios aquosos
(barra de erro fornece o desvio padrdo + DP) (d) Cromatograma da amostra
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4.2.1.4 Influéncia da concentracdo de metanol

A influéncia da concentracdo de metanol, como fonte adicional
de carbono, durante o tratamento por lodos ativados, foi avaliada através
dos ensaios 06, 07 e 08 (Tabela 3.3). O metanol ndo foi toxico para os
microrganismos nas condigdes avaliadas, conforme observado em
trabalhos anteriores (ESTRADA-ARRIAGA; MIJAYLOVA, 2011). O
composto E2 foi rapidamente degradado, tendo-se obtido 78,0 - 97,0%
de remoc¢do de E2 durante os primeiros 30 min, nas trés condicbes
consideradas (Figura 4.7a).

Os compostos E1 e EE2 foram removidos mais facilmente na
presencga da maior concentragdo de metanol utilizada (Figura 4.7). Deste
modo, quando se utilizou 750 mg/L de metanol, a remocédo de E1 foi
superior a 80,0% em 4 h (Figura 4.7c). Entretanto, na auséncia do
metanol, uma remocéo inferior a 45,0% ocorreu dentro de 4 h, sendo
que entre 1 e 4h de tratamento, ndo foi observada remocdo do
composto. Ap6s 8 h, a remocdo de E1 alcancou 82,0% na auséncia de
metanol, ndo sendo mais detectado nos ensaios com metanol.

A remocdo de EE2 ndo foi satisfatéria quando o metanol nédo
esteve presente em solucdo (Figura 4.7b). Estes resultados estdo em
contraste com o comportamento observado para E1 (Figura 4.7c), isto
indica a menor habilidade da comunidade bacteriana em degradar o
estrogénio sintético. Além disso, os testes foram conduzidos na presenca
do meio sobrenadante, onde a concentragdo de ambdnia foi inferior a
0,2 mg/L, ou seja, este resultado foi potencializado pela auséncia de
ambnia que facilita a remocdo do horménio sintético por
cometabolismo. Sendo assim, a maxima remocao de EE2 foi alcancada
na presenca de metanol, onde a probabilidade de ocorrer o processo de
cometabolismo é maior, como sugerido por Larcher e Yargeau (2013).

Nos ensaios realizados por Muller et al. (2010) fazendo uso de
culturas isoladas, 0s autores observaram que a presenga de acetonitrila
(ACN), um solvente organico como o metanol utilizado neste estudo,
facilita a remocdo de E1. Provavelmente, as bactérias que degradam E1
podem ter usado ACN, ou seus metabdlitos, para obter o aumento em
sua biomassa e acelerar a remogéo de E1. Por outro lado, a remogdo de
EE2 foi inibida na presenca de ACN, provavelmente, devido a
competicdo por nutrientes entre as espécies que degradam ACN e EE2.
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Nos cromatogramas apresentados na Figura 4.7d é possivel
verificar a presenca dos picos para E1 nos trés primeiros tempos (0,5; 1
e 4 h). J& o pico que representa E2 é visualizado apenas no primeiro
ensaio, e o pico referente a EE2 pode ser observado em todos os tempos
de ensaio para a amostra com 197,5 mg/L de metanol. Além disso, nos
primeiros tempos de ensaios (0,5 e 1 h) o tempo de retengdo foi
deslocado devido a mudanca de polaridade ocasionada pela maior
concentracdo de metanol presente nestes periodos.

Figura 4.7 — Degradagdo de (a) E2, (b) EE2 e (c) E1 em diferentes
concentragdes de metanol (barra de erro fornece o desvio padréo + DP) (d)
Cromatograma da amostra com 197,5 mg/L de metanol.
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4.2.1.5 Efeito da origem do lodo

Os lodos utilizados foram amostrados nas ETES cujos sistemas de
tratamento sdo compostos por: ETEL um seletor biol6gico e um sistema
de lodos ativados operado na forma de aeracdo prolongada (SSV médio
anual de 2534,0mg/L); ETE2 lodos ativados operado na forma
convencional como pds-tratamento de efluentes de reatores anaerébios
tipo UASB (SSV médio anual de 4560,0 mg/L); e ETE3 lodos ativados
operado na forma de batelada sequencial (SSV médio anual de
2500,0 mg/L).
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A concentracdo de E2 (Figura 4.8a), em todos os lodos avaliados,
foi reduzida bruscamente nos primeiros minutos de ensaio. Esse
comportamento, segundo Li et al. (2008), ocorre devido a uma forte
sorcdo deste composto nas particulas de lodo ativado. O composto que
sofreu maior variacdo no decaimento da concentracdo ao longo do
tempo, na comparagdo dos diferentes lodos, foi o E1 (Figura 4.8c).
Observa-se que o lodo da ETE3, que opera com o sistema em batelada, é
menos eficiente na remocdo de E1 se comparado ao lodo das outras
ETEs estudadas. Com relacdo ao composto EE2, a degradagdo
apresentou comportamento semelhante para todos os lodos (Figura
4.8b), porém, mesmo ap6s 24 h de ensaio, a presenca deste composto
ainda foi observada.

Na Figura 4.8d pode ser visualizado o perfil do cromatograma
obtido durante a determinacdo da concentragdo dos horménios por
HPLC-DAD. Observa-se que 0s picos estdo bem definidos, sendo que o
pico do composto EE2 é visualizado em todos os tempos avaliados e o
pico do composto E2 é observado apenas no tempo 0,5 h.

Figura 4.8 — Perfil de degradacéo de (a) E2, (b) EE2 e (c) E1 com lodo ativado
proveniente de diferentes sistemas de tratamento (ETEL; ETE2; ETE3) (barra
de erro fornece o desvio padrdo + DP) (d) Cromatograma da ETE3.
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A ETE2 apresenta uma maior concentracdo de SSV no tanque de
aeracdo, ou seja, existe uma maior quantidade de biomassa presente no
sistema. Este fato, aliado a carga orgénica mais estabilizada devido ao
pré-tratamento por UASB, podem ter contribuido com o bom resultado
apresentado por este lodo na degradacdo dos compostos, principalmente
com relagdo ao composto E1. O pior desempenho apresentado pelo lodo
da ETE3 pode estar relacionado a presenca da etapa de desnitrificacéo,
composta por um periodo andxico, que contribui para a baixa
degradagéo do composto E1. Segundo Hashimoto e Murakami (2009), a
degradacdo de estrogénios € mais lenta em condigdes andxicas se
comparada as condicGes aerdbias. Estes autores consideram que as
condicdes aerdbias sdo favordveis para uma efetiva remocdo de
estrogénios em ETEs.

4,2.2 Diversidade bacteriana do lodo

A comunidade bacteriana presente em cada amostra de lodo foi
avaliada previamente aos ensaios da Tabela 3.3. As amostras foram
coletadas no mesmo ponto na ETEL, porém em dias diferentes. Na
Figura 4.9 sdo apresentadas as imagens obtidas através das andlises de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) e o dendrograma, que representa a
andlise de cluster. O resultado de similaridade das amostras de lodo
ativado (Figura 4.9, amostras 02-08) indica que apenas pequenas
mudangas ocorreram na diversidade bacteriana ao longo do tempo, as
quais foram, provavelmente, promovidas por varia¢cdes na qualidade do
esgoto afluente a ETE, conforme sugerido por Miura et al. (2007) e
Fernandes et al. (2013). Portanto, a diversidade bacteriana ndo muda
consideravelmente em dias diferentes de amostragem. Deste modo, estes
resultados indicam que a diversidade bacteriana ndo interfere nas
variacOes, relacionadas a remocdo de estrogénios, obtidas entre as
amostras. As diferentes taxas de remocao de estrogénios obtidas neste
estudo indicam que os principais fatores que afetam a habilidade da
populacdo microbiana em degradar hormdnios sdo a concentragdo de
SSV, 0 meio aquoso, e a concentracdo de metanol presentes no sistema
avaliado, além da origem do lodo.
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Figura 4.9 — Perfil de bandas do gel de DGGE da comunidade microbiana. Os
ndmeros representam os ensaios da Tabela 3.3. Os ensaios 03 e 05 foram

realizados com a mesma amostra de lodo, portanto séo iguais.
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A comparacéo da diversidade bacteriana presente nas amostras de
lodo ativado (Figura 4.9, amostras 02-08) e lodo inativado (Figura 4.9,
amostras 01) indica que a porcentagem de similaridade entre estas
amostras foi inferior a 50,0% apds o processo de inativacdo. Este
processo modifica a diversidade bacteriana presente no lodo. As bandas
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fracas presente na imagem do gel referente a amostra 01 (Figura 4.9)
indicam que parte do material genético foi destruido.

Esta pesquisa mostra que 0s microrganismos se adaptam
facilmente a presenca dos estrogénios no meio. Os microrganismos
podem crescer rapidamente e contribuir efetivamente com a degradagéo
dos hormdnios. Desta forma, é possivel prever que bactérias capazes de
degradar estrogénios estdo presentes em sistemas convencionais de
tratamento de esgoto, como lodos ativados. Este resultado também foi
observado no estudo conduzido por Bagnall et al. (2012), em que a
degradacdo dos estrogénios foi alcancada usando microrganismos nao
especificos em 24 h.

4.3 CULTIVO DE MICRORGANISMOS (SEGUNDA ETAPA)

A estratégia utilizada nesta etapa foi usar concentracdes
conhecidas dos compostos de interesse, E1, E2 e EE2, como principal
fonte externa de carbono e energia, para selecionar bactérias, providas
de sistemas enzimaticos com alta afinidade por estes compostos, e
observar a degradacdo obtida.

4.3.1 Cultivo em reator de enriquecimento

O cultivo dos microrganismos, realizado em reator de
enriquecimento, teve duracdo total de 105 dias, sendo que nos primeiros
70 dias, as etapas de abastecimento e descarte foram realizadas
diariamente, conforme Tabela 3.4 (secdo 3.2.2.1). A concentracdo de
horménios encontrada no efluente do reator, ao longo dos 70 dias de
estudo e no dia 105, estd apresentada na Figura 4.10. A partir da
operacdo deste sistema, foi possivel obter um consércio de
microrganismos com as caracteristicas desejadas.

Apos o enchimento do reator, foi calculada a concentragéo inicial
dos compostos, sendo que os valores obtidos foram de 138,0 pg/L para
cada um dos trés compostos para 0s 16 primeiros dias, 183,0 pg/L para
El e E2 e 78,0 ug/L para EE2, durante o segundo periodo (de 17 a
46 dias), e no ultimo periodo (de 47 a 70dias) a concentracdo de
183,0 ug/L de E1 e E2 foi mantida. Estes valores desconsideram a
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concentracdo ja existente dentro do reator apdés o primeiro
abastecimento.

Desta forma a eficiéncia de remocéo diaria, calculada com base
em dados experimentais, de E1 e E2 foi superior a 98,0% durante todo o
periodo de funcionamento do reator (Figura 4.10). Estes compostos sdo
rapidamente consumidos pelas bactérias, ao longo de todo o periodo
operacional, principalmente nos Gltimos dias, quando a quantidade de
biomassa ja estava bastante reduzida. Desta forma, foi possivel verificar
que a selecdo de bactérias degradadoras de hormdnios naturais foi
obtida. Além disso, a presenca destes compostos € detectada em
pequenas concentragdes, sendo estas abaixo de 2,0 ug/L (Figura 4.10).
Observa-se ainda, que do dia 16 ao dia 33 foi detectada apenas a
presenca do composto E2, mostrando que, apesar da oxidacdo de E2
para E1 ser provavel, sugere-se que nem todo E2 presente no reator €
convertido para E1 nas condigbes adotadas. Yoshimoto et al. (2004)
observaram que a degradacdo de E2 ndo ocorreu via oxidacdo para E1,
pois ndo foi verificada a presen¢a de E1 durante a degradacéo de E2.

Por outro lado, é possivel observar que, mesmo ap6s a
diminuigdo da concentracdo de EE2 na solucdo de abastecimento, o
composto persiste no reator, apresentando um aumento gradativo em sua
concentracdo, atingindo valores préximos a 250,0 pg/L entre os dias 44
e 48, e 130,0 pg/L no dia 70. Esta reducao foi obtida através da dilui¢do
do liquido, presente no reator, com a solucdo de abastecimento
desprovida de EE2 a partir do dia 47.

Durante os primeiros 70 dias as bactérias presentes no sistema
ndo foram capazes de utilizar EE2 como fonte de carbono para
crescimento. Provavelmente, a presenca dos hormdnios naturais
favorece o uso destes compostos pelas bactérias e inibe o consumo de
EE2, ja que os compostos E1 e E2 sdo mais facilmente assimilados do
gue o horménio sintético EE2. Desta forma, as bactérias optam por um
caminho preferencial, onde a manutencéo e a reproducédo da espécie séo
obtidas com maior facilidade.

No estudo realizado por Pauwesl et al. (2008), a degradacgdo foi
iniciada a partir do grupo funcional mais acessivel, presente nos
estrogénios, tendo-se um grupo hidroxila no carbono 17 do composto E2
Oou um grupo cetona no carbono 17 do composto E1. No caso do
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composto EE2, o grupo hidroxila ndo estd acessivel devido ao
impedimento estérico causado pelo grupo etinil.

Figura 4.10 — Concentragdo dos hormonios EE2, E2 e E1, presente no efluente
do reator de enriquecimento ao longo do tempo*.
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Concentracdo de entrada: 138,0 ug/L de E1, E2 e EE2 de 1 - 16 dias;
183,0 ug/L de E1 e E2 e 78,0 pg/L de EE2 de 17 a 46 dias; 183,0 ug/L de E1 e
E2 de 47 a 70 dias.

Pauwesl et al. (2008) observaram que o composto EE2 ndo é
utilizado pelos microrganismos como substrato para crescimento. Desta
forma, sua remocdo ocorre pelo processo de cometabolismo, ap6s a
degradacdo de E2 e formacdo de E1. O inicio da degradacéo tanto de E1
como de EE2 ocorreu ao mesmo tempo, depois de 112 h. Os autores
sugerem que E1 age como um propulsor da degradacdo de EE2 durante
0 cometabolismo.

Neste estudo, o processo de cometabolismo pode ter sido
iniciado, porém, devido, provavelmente ao fornecimento diario das trés
substancias ao reator, sua ocorréncia ndo foi perceptivel. Desta forma, o
sistema como um todo (bactérias e enzimas) ndo teve tempo suficiente
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para degradar o composto E2, com formacdo de E1 e posterior
cometabolismo de EE2. Um maior periodo para realizacdo das etapas de
abastecimento e retirada seria interessante para avaliar o comportamento
do sistema ap0s total degradacgdo de E2.

Os resultados obtidos nesta etapa estdo de acordo com o estudo
realizado por Weber et al. (2005), onde uma cultura enriquecida a partir
de uma amostra de lodo ativado, foi capaz de degradar E2 e E1, mas ndo
foi eficiente na degradacdo de EE2, apds seis subculturas repetidas.

Na literatura foram observados longos tempos, entre dois e sete
dias, necessarios a remocdo dos hormonios naturais E1 e E2 (WEBER et
al., 2005; YU; ROH; CHU, 2007; PAUWELS et al., 2008; ZENG et al.,
2009; JIANG; YANG; CHEN, 2010; ZHOU et al., 2013). Desta forma,
pode-se considerar que o consorcio de culturas obtido neste estudo
apresenta alta capacidade de degradacéo destes compostos. Pois, foram
verificadas remocg6es acima de 98,0% em apenas 24 h, ja que o reator
foi abastecido diariamente com solucdo provida de E1 e E2.

A partir do dia 71, o reator continuou em operacdo por mais
34 dias, porém, sem realizar as etapas de abastecimento e retirada.
Durante este periodo o liquido contido no interior do reator permaneceu
sob as mesmas condi¢des anteriores (aeracdo, auséncia de luz, 25 °C).

Apos este periodo, uma amostra foi submetida a extracdo em fase
solida e analise de hormdnios. Os resultados indicaram que as bactérias
comecam a usar o composto EE2 como fonte de carbono e energia, e a
degradagdo de EE2 atingiu 87,5% em 34 dias na auséncia de E1 e E2.
Neste periodo ndo foi considerada a ocorréncia do processo de
cometabolismo, pois a Unica substancia presente no reator, como fonte
de carbono, foi 0 EE2.

O perfil da comunidade bacteriana, avaliado durante o periodo de
funcionamento do reator, € mostrado na Figura 4.11. Observou-se que
houve alteragdes na diversidade da comunidade, ao longo do tempo.

Por estes resultados, foi possivel separar a semelhanca, entre as
comunidades de bactérias presentes no interior do reator, em dois grupos
distintos, para o periodo de 70 dias, onde as etapas de abastecimento e
retirada foram realizadas. O primeiro compreende os primeiros 30 dias,
onde a comunidade é representada por um grande nimero de bandas. O
segundo consiste nos proximos quarenta dias de monitoramento, este
grupo mostrou menos bandas e a semelhanca entre os dias é um pouco
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maior. Portanto, estes resultados confirmam a selecdo de bactérias
capazes de degradar horménios, principalmente os naturais (E1 e E2).

Figura 4.11 — Perfil de bandas do gel de DGGE da comunidade microbiana

presente no reator de enriquecimento.
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Observa-se ainda o desaparecimento de bandas que representam
bactérias, provavelmente, incapazes de consumir hormdnios como fonte
de carbono e energia. A especiacdo levou a uma diminuicdo na
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variedade de bactérias previamente existentes. Esta tendéncia também
foi observada por Majone et al. (2006) na avaliagdo de um reator de
enriquecimento em batelada sequencial.

4.3.2  Cultivo e selecdo dos microrganismos em fracGes

Apo6s o crescimento das culturas em diferentes condi¢des por
varios dias (Figura 3.3, secdo 3.2.2.2), aliquotas das solucGes obtidas,
apos a finalizacdo do cultivo, foram usadas para avaliar a capacidade de
degradacdo de horménios em ensaios com 8 h de duracdo. As aliquotas
foram identificadas como culturas 25 e 100, devido a quantidade
originalmente utilizada para inicio do cultivo (2,5 e 10mL). A
concentracdo inicial adicionada foi de 100 pg/L dos horménios naturais.
Nos tempos 0, 1, 2, 4 e 8 h, uma amostra foi coletada e submetida ao
procedimento adotado para determinacdo da concentragdo dos
horménios.

As culturas utilizadas nestes ensaios de degradacdo apresentaram
altas concentrag®es iniciais dos horménios naturais, devido a utilizacdo
destes compostos para o cultivo, sendo que os mesmos nao foram
totalmente consumidos e permaneceram em solucdo. Observou-se que,
no periodo de cultivo, o consumo de E2 foi maior na cultura 100 do que
na cultura 25, sendo que a quantidade de E2 ainda presente em solug&o,
na cultura 25, foi maior do que o dobro do valor encontrado para a
cultura 100, como pode ser observado no tempo 0 h apresentado na
Figura 4.12. E1 foi consumido de forma semelhante por ambas as
culturas, porém em propor¢do menor do que o composto E2.

Durante as 8 h de ensaio, a cultura 100 permitiu uma maior
degradacéo de E1 do que de E2, 69,7 e 45,6%, respectivamente (Figura
4.12a). Por outro lado, a degradacdo de E1 e E2, dissolvidos
inicialmente em metanol, pela cultura 25 foi bastante semelhante, sendo
que a reducdo em suas concentragdes apresentou a mesma tedéncia, com
remogdo de 57,7 e 63,0% para E2 e E1, respectivamente, conforme
Figura 4.12b. Deve-se destacar que a degradacdo durante as 8 h foi
rapida devido a condicdo de aeracdo intensa, que favoreceu tal resultado.

A quantidade de hormonios utilizada no cultivo ndo foi
totalmente consumida, desta forma, uma porcdo das culturas 25 e 100
foi mantida a 25 °C sem aeragdo, em um erlenmeyer de 1 L, por mais
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23 dias, para avaliar a possivel degradacdo dos compostos utilizados
durante o cultivo, E2 e E1. Os resultados obtidos mostram que o0s
microrganismos utilizam os compostos para obtencdo de energia e como

fonte de carbono.

Figura 4.12 — Perfil de degradacéo de hormdnios com a amostra retirada do

reator e cultivada.
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Neste periodo, observou-se que 0 composto mais consumido
pelas bactérias, de ambas as culturas, para crescimento e manutencéo,
foi 0 E2, atingindo 74,0 e 87,0% de remocao, e valores de concentragéo
final de 60,0 e 74,0 ug/L, para as culturas 100 e 25, respectivamente.
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Por outro lado, o composto E1 permaneceu em solucdo em alta
concentragdo (448,0 e 591,0 pug/L), sendo obtidos baixos valores de
eficiéncia de remocdo, inferior a 45,0 e 20,0%, para as culturas 100 e
25, respectivamente. Provavelmente, esse comportamento ocorreu
devido ao processo de oxidagdo de E2 para E1, e pela baixa capacidade
dos microrganismos em assimilar o composto E1.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o0s
trabalhos de Yu, Roh e Chu (2007), Jiang, Yang e Chen (2010) e Li et
al. (2012), onde excelentes resultados de degradacdo de E2 foram
obtidos, embora a remogdo de E1 tenha se mostrado mais lenta ou pouco
eficiente.

Yu, Roh e Chu (2007) isolaram 14 bactérias em um biorreator
originalmente inoculado com lodos ativados. Os autores observaram que
todos os isolados foram eficientes na conversdo de E2 para E1 dentro de
sete dias (concentragdo inicial de 3,0 mg/L). Entretanto, apenas trés
isolados foram capazes de reduzir a concentragdo de E1 e apenas um
isolado foi capaz de degradar completamente E1, sendo observado um
aumento inicial em sua concentracdo, devido a transformacdo de E2.
Apo6s 24 h e 5 dias, E2 e E1 ndo foram mais detectados, respectivamente
(LD = 5,0 pg/L).

Jiang, Yang e Chen (2010) isolaram 5 cepas de bactérias
provenientes de uma amostra de lodo ativado. Todos os isolados foram
capazes de degradar completamente uma alta concentracdo de E2
(1,0 mg/L) em 8 dias. Entretanto, o produto da degradacdo de E2, o
composto E1, teve sua concentracdo reduzida em niveis préximos a 40,0
e 20,0% em apenas dois isolados em 9 dias.

Li et al. (2012) obtiveram uma rapida degradacdo de E2
(3,3 mg/L), superior a 99,0% em apenas 16 h, utilizando a cepa isolada
ZL1. Entretanto, a remocao de E1, produzido a partir da conversdo de
E2 para E1 (3,5mg/L), teve sua concentragdo reduzida em apenas
50,0% apds 104 h de tratamento.

Esta reduzida degradacdo de E1, durante a degradacdo de E2, é 0
fator limitante para a velocidade de conversdo de E2 e E1 em
metabdlitos ndo estrogénicos ou produtos finais (YU; ROH; CHU,
2007; JIANG; YANG; CHEN, 2010).

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 4.13, pode-se
observar a formacdo de intermediarios durante a degradacdo dos
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compostos. Esta formacdo foi bastante pronunciada em 21,6 min em
todos os tempos avaliados com a cultura 100 (Figura 4.13a). Além
disso, depois de decorridas 2 h de ensaio, alguns compostos foram
formados em 19,8, 22,4 e 23,2 min, representados pelos trés picos
identificados em azul na Figura 4.13a. Apos 4 h, estes compostos ndo
foram mais detectados. Ja a cultura 25 ndo apresentou formagdo de
intermediarios (Figura 4.13b) nos tempos avaliados.

Figura 4.13 — Cromatogramas referentes a detec¢do de hormdnios ap6s o estudo
de degradacgdo com as culturas isoladas.
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Chang et al. (2006) utilizaram a técnica de HPLC-FLU para
quantificar os compostos E1 e E2. Estes autores também observaram a
presenca de picos ndo identificados, ap6s a degradacdo de E2, em
tempos menores do que o tempo de retencdo do composto alvo.
Segundo os autores, estes picos podem representar intermediarios da
biodegradacdo de E2 ou E1.

4.4 AVALIACAO  PRELIMINAR DO  BIORREATOR A
MEMBRANAS NA DEGRADACAO DOS HORMONIOS
(TERCEIRA ETAPA)

O reator MBR foi monitorado ao longo de 35 dias para verificar
seu desempenho na remogdo dos compostos de interesse, aplicando
condi¢Bes previamente estabelecidas tanto de alimentacdo (lodo da
ETELl e esgoto sintético, Tabela 3.2), quanto operacionais. Este
monitoramento prévio foi necessério para verificar se as condigdes
adotadas eram adequadas para garantir o bom funcionamento do
sistema, pois o reator MBR foi desenvolvido para uso neste estudo e seu
comportamento operacional ainda era desconhecido.

44.1 Avaliacdo do comportamento do sistema em relacdo as
variaveis fisico-quimicas

O esgoto sintético utilizado neste periodo foi preparado conforme
composi¢do adotada por Estrada-Arriga e Mijaylova (2011). Estes
autores obtiveram alta eficiéncia de remocdo de hormdnios em um
biorreator a membrana em escala laboratorial.

Nos primeiros dias de operacdo do reator MBR, observou-se
valores médios de pH, no esgoto sintético, em torno de 4,5, porém este
valor ndo permite o tratamento adequado do esgoto. Desta forma foi
necesséria a realizacdo de um ajuste diario para valor igual a 8,0.
Embora Estrada-Arriga e Mijaylova (2011), indicaram valores de pH
entre 6,5 e 7,5, durante todo o processo de tratamento, 0s autores ndo
citam a realizacdo da corre¢do do pH. Segundo Von Sperling (2012), os
valores de pH tipicamente encontrados em esgoto bruto estdo entre 6,7 e
7,5.
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Entretanto, o ajuste realizado nédo foi suficiente para manter o pH
em niveis satisfatorios, ocorrendo uma reducdo neste valor ao longo do
processo de tratamento. Como néo era desejavel fazer interferéncias no
funcionamento do reator, como o ajuste do pH de forma mais frequente,
optou-se por avaliar o comportamento do sistema, mesmo com valores
médios de pH no interior do reator de 5,8.

Com relacdo a remocdo das varidveis ambientais, o reator
apresentou remocdo média de DQO superior a 91,0%, para todo o
periodo de ensaios, conforme gréfico apresentado na Figura 4.14. Tal
remocao foi, provavelmente, alcancada pela degradacdo bioldgica e pela
presenca da membrana. Mesmo considerando o tratamento de um esgoto
sintético, a porcentagem de remogdo de DQO esteve muito préxima da
obtida por Radjenovic, Petrovic e Barcel6 (2007), onde o tratamento de
um esgoto real foi realizado por um sistema piloto de MBR e a remocgéo
média de DQO foi de 90,4%.

Figura 4.14 — Valores referentes a concentracao e eficiéncia de remogéo de
DQO verificados na entrada e na saida do reator.
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Segundo Radjenovic, Petrovic e Barcel6 (2007) e Sun, Hay e
Khor (2006), a remoc¢édo de DQO ¢ atribuida a combinacdo da completa
retencdo de material particulado pela membrana, que representa uma
fase adicional de purificagdo, através da retengdo da DQO particulada
remanescente, com a reducdo de problemas de lavagem da biomassa, ao
contrario do que ocorre em sistemas de lodos ativados convencionais.
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Considerando o trabalho de Estrada-Arriga e Mijaylova (2011), o
composto utilizado para fornecer DOQ ao esgoto sintético, como
principal fonte de carbono, foi 0 metanol. Porém, deve-se considerar que
esta substdncia ndo estd comumente presente em amostras reais de
esgoto doméstico.

A eficiéncia média de remocdo de aménia apresentada por este
sistema, nas condi¢cdes adotadas, foi inferior a 15,0%, conforme
verificado no gréfico da Figura 4.15. Este resultado foi corroborado
pelos baixos valores de concentragdo de nitrito e nitrato obtidos para as
mesmas amostras, confirmando a ndo ocorréncia do processo de
nitrificacdo. Além disso, o0s resultados obtidos pelos ensaios
respirométricos, mostram uma baixa taxa de consumo de oxigénio
(TCO) por bactérias autotréficas, responsaveis pelo processo de
conversdo da amoénia em nitrito e nitrato.

Os baixos valores de eficiéncia de remocdo de amonia, obtidos
neste sistema, foram atribuidos a dois fatores. Primeiramente, constatou-
se que o lodo ativado, selecionado para inocular o reator, ndo estava
sendo eficiente na remocdo bioldgica de amdnia em seu local de origem,
mesmo sendo uma ETE planejada para operar em condicGes de aeragdo
prolongada, onde a remocéo de nutrientes é favorecida pela presenca de
microrganismos de crescimento lento.

Figura 4.15 — Valores referentes a concentracéo e eficiéncia de remogéo de
amonia verificados na entrada e na saida do reator.
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Além deste fato, o processo de nitrificacdo pode ter sido inibido
pelo baixo pH encontrado no esgoto sintético, sendo verificado um valor
de pH no interior do reator entre 5,5 e 6,6. Metcalf e Eddy (2003)
afirmam que valores de pH abaixo de 6,8 diminuem consideravelmente
a taxa de nitrificacdo. Segundo Von Sperling (2012) o pH ideal para a
ocorréncia e manutengdo do processo de nitrificagdo encontra-se entre
7,2 e 8,0. Miura et al. (2007), também observaram uma nitrificagdo
deficiente, em valores de pH inferiores a 5,5.

442 Avaliagdo do comportamento do sistema em relacdo a
eficiéncia de remocéo de horménios

O sistema de biorreator a membrana apresentou elevada
eficiéncia de remocdo dos estrogénios naturais, com valores médios de
remocdo de 98,4 e 99,6% para E1 e E2, respectivamente, conforme
Figura 4.16a e b. Ja o estrogénio sintético EE2 foi removido de forma
menos eficiente, 65,1% (Figura 4.16c), confirmando a relevante
persisténcia deste composto. Tal comportamento também foi verificado
por Weber et al. (2005), onde foram comparados lodos provenientes de
dois sistemas, lodo ativado convencional e biorreator a membrana,
sendo que a remocdo de EE2 foi baixa em ambos os casos. Maeng et al.
(2013) obtiveram remocédo de 70,6 e 78,1% para EE2 com tempo de
retencdo de sélidos (TRS) de 20 e 80 d, respectivamente.

A baixa remocao de EE2 obtida com o reator MBR pode estar
associada, principalmente, a nitrificacdo ineficiente, que foi observada
neste estudo. Portanto, é possivel deduzir que a remog¢do de EE2 €, em
parte, realizada por microrganismos nitrificantes através do processo de
cometabolismo, conforme verificado por Vader et al. (2000).

Segundo Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011), maiores taxas de
nitrificacdo sdo acompanhadas proporcionalmente por maiores
remocgOes de estrogénios. Os resultados obtidos por Estrada-Arriaga e
Mijaylova (2011) e Gunnarsson et al. (2009) indicaram altas eficiéncias
de remocdo de E1, E2 e EEZ2, utilizando sistemas piloto de MBR para
tratamento de esgoto, acima de 99,0% (TRS de 60 d e TDH de 12 h) e
superior a 90,0% (TRS de 87 d e 78,0% de remog&o de nitrogénio total).
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Figura 4.16 — Valores referentes a concentracdo e eficiéncia de remocéo de
horménios (a) E2, (b) E1 e (c) EE2 verificados na entrada e na saida do reator.
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Maeng et al. (2013) avaliaram a influéncia da nitrificacdo na
remocao de estrogénios e farmacos em um MBR e verificaram que, apds
a adicdo de aliltiouréia (ATU) no sistema (que reduziu a nitrificagdo em
cerca de 80,0%, por inibicdo da atividade bioldgica de bactérias
autotrdficas), a eficiéncia de remogdo de EE2 foi afetada em 90,0%.
Neste estudo observou-se que a remocdo de EE2 também foi
prejudicada pela baixa eficiéncia do processo de nitrificacdo, porém de
forma menos acentuada.

O processo de adsorcdo dos hormonios no lodo do reator,
provavelmente, contribui para as elevadas eficiéncias de remocdo dos
estrogénios naturais, bem como para a menor, porém relevante,
eficiéncia de remoc¢do de EE2. Este lodo permaneceu retido no reator
devido a presenca da membrana, a qual atua como uma barreira fisica. A
remocdo de EE2 obtida neste estudo, mesmo sem a ocorréncia da
nitrificacdo, pode estar associada aos baixos valores de pH encontrados
no interior do reator. Segundo Feng et al. (2010), valores de pH entre
2,0 e 6,0, promoveram as maiores adsor¢des de EE2 no lodo, enquanto
que valores de pH acima de 6,0 reduziram consideravelmente a
capacidade de adsorcdo do estrogénio sintético. Além disso, altos
valores de pH néo séo favoraveis ao processo de adsor¢do, pois Clara et
al. (2004b) observaram a liberacdo de mais de 80,0% da concentracdo
de EE2, adsorvido no lodo, em pH em torno de 12.

Finalmente, constatou-se que as condigdes operacionais poderiam
ser mantidas, para uso na fase de comparacéo dos sistemas LA e MBR.
Entretanto, verificou-se a necessidade de alterar as condicGes de
alimentacdo do sistema, pois foi constatado que as caracteristicas
apresentadas pelo esgoto sintético, como valor de pH e fonte de
carbono, ndo contribuiram com o desempenho do reator, em termos de
eficiéncia de remocdo de nitrogénio e hormonios. Desta forma, optou-se
por substituir o esgoto sintético por outra solugdo, com caracteristicas
mais semelhantes a uma amostra de esgoto doméstico.

Além disso, o in6culo ndo apresentou um histdrico de remocéo de
nutrientes em sua ETE de origem, para 0s meses que antecederam a
coleta do mesmo. Portanto, o lodo, utilizado como in6culo foi
substituido por um lodo proveniente de um reator MBR hibrido de leito
moével (KELLNER, 2014), também operado na forma de batelada
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sequencial, com excelente resultado de eficiéncia de remogéo de amonia
(99,5%).

45 AVALIAGAO E COMPARAGAO DOS SISTEMAS DE
BIORREATOR A MEMBRANA E LODOS ATIVADOS
(QUARTA ETAPA)

Este tdpico é composto pelos resultados obtidos durante a
operacao de dois reatores piloto, um sistema de lodos ativados (LA) e
um sistema de biorreator a membrana (MBR), operados em batelada
sequencial. Ambos os reatores foram alimentados com a mesma solugéo
de esgoto sintético, inoculados com a mesma biomassa e operados em
paralelo, nas mesmas condigdes operacionais possiveis.

Os reatores apresentaram comportamentos diferentes com relacéo
a eficiéncia de remocdo de algumas varidveis, ao longo do periodo de
monitoramento (120 dias). O periodo composto pelos trés primeiros
meses foi considerado como uma fase de adaptacdo da biomassa, com
relacdo as caracteristicas do esgoto sintético e a forma de operagdo dos
sistemas. Este periodo corresponde ao monitoramento dos reatores por
trés vezes 0 TRS de 30 dias. O ultimo més de acompanhamento dos
reatores foi considerado o periodo em que as condicGes adotadas
permaneceram estaveis, e a biomassa esteve completamente adaptada a
estas condicoes.

Os resultados sdo apresentados em trés topicos distintos, sendo
gue o primeiro expde as condigdes operacionais, fisico-quimicas e
bioldgicas, nas quais os sistemas foram mantidos, o segundo topico trata
do desempenho dos reatores na remocdo de compostos diretamente
relacionados a contaminacdo dos corpos hidricos, como organicos,
nitrogenados e fosfatados, e no ultimo topico os resultados obtidos
foram relacionados.

45.1 Condicgdes operacionais

Os reatores foram monitorados duas vezes por semana para
manutencdo das condi¢des operacionais. A partir dos dados de projeto,
foi estabelecido um valor de tempo de retencdo de sélidos (TRS) de
30 dias. Porém, devido as variagbes operacionais, ocorridas
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principalmente no periodo inicial de operagéo dos sistemas, os valores
médios obtidos ao longo dos 120 dias de monitoramento foram de 35 e
33 dias para os reatores MBR e LA, respectivamente.

Os reatores foram iniciados com 3000 mg/L de SSV, sendo este o
melhor valor encontrado para a remogdo de horménios nos ensaios
apresentados na primeira etapa. Conforme se observa na Figura 4.17a,
ocorreu uma variacdo maior na concentracdo de sdlidos no interior dos
reatores no primeiro més de operacdo, devido ao periodo de adaptagdo
do sistema as novas condi¢des operacionais. Na sequéncia, a tendéncia
foi a aproximag&o dos valores entre os reatores.

Apbs 90 dias de operacdo, o reator MBR apresentou uma queda
na concentracdo de solidos (Figura 4.17). Esta reducdo ndo esta
relacionada com a remocdo de sélidos do reator, mas sim com o seu
acumulo no mddulo de membrana. Por esta razdo, faz-se necessaria uma
limpeza fisica, frequente, do moédulo em reatores de pequena escala,
como o utilizado neste estudo. Esta limpeza, que consiste na remoc¢édo
dos solidos aderidos com o auxilio de jatos de agua, foi realizada no dia
105 de operacdo, aumentando novamente a concentracdo de soélidos
dentro do sistema. A relacdo SSV/SST ¢é apresentada na Figura 4.17. Os
valores foram semelhantes entre os reatores, com média de 0,88 + 0,05
para ambos.

Figura 4.17 — Valores de concentracdo de SST e SSV e relagdo SSV/SST,
encontrados nos reatores LA e MBR ao longo do tempo™*.
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Biorreatores a membrana sdo comumente operados com altas
concentrages de SSV. Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) utilizaram
valores entre 5000 e 8000 mg/L. Cases et al. (2011) adotaram valores de
SST de 8000 mg/L. Maeng et al. (2013) trabalharam com valores entre
4000 e 15000 mg/L de SST. Neste estudo, como o0 objetivo era
comparar dois sistemas em condigdes semelhantes, optou-se por adotar
valores proximos a 3000 mg/L para ambos. Valores muito elevados ndo
sdo indicados para sistemas de lodos ativados devido a possibilidade de
perda da biomassa durante o tratamento.

As cargas orgéanica e nitrogenada volumétricas (COV e CNV)
apresentaram valores médios de 709,5 + 183,7 mgDOQ/L.d e 35,2 +
5,3 mgN-NH,"/L.d, respectivamente, e variacdo ao longo do periodo
operacional conforme Figura 4.18a. Sendo que os valores médios
encontrados no esgoto sintético para DQO e amonia foram de 591,3 +
153,0mg/L e 29,3 = 4,4mg/L, respectivamente. Estes valores sdo
indicativos de um esgoto entre médio e forte, estando mais préximo de
um esgoto médio, segundo os valores recomendados por Jorddo e
Pessba (2009).

A relacdo média de A/M (alimento/microrganismo) foi de
0,22 kgDQO/kgSSV.d para o reator LA e de 0,27 kgDQO/kgSSV.d para
0 reator MBR com desvio de 0,06 para ambos (Figura 4.18b).
Estimando o valor da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), através
da relacdo DQO/DBO igual a 2,1 (faixa de 1,7 a 2,5 recomendada por
Jorddo e Pessba, (2009)), os valores encontrados para A/M foram de
0,10 £ 0,03kgDBO/kgSSV.d para LA e de 0,13 +
0,04 kgDBO/kgSSV.d para MBR. Segundo a norma brasileira (NBR-
12209, 2011) considera que valores menores ou iguais a
0,15 kgDBO/kgSSV.d, sdo tipicos de sistemas de aeracdo prolongada.

Além disso, é possivel observar que os valores de A/M seguem
uma tendéncia bastante semelhante entre os reatores (Figura 4.18b),
sendo observado um afastamento nestes valores somente apds 90 dias de
operacdo, acompanhado pela reducdo na concentracdo de SSV para o
reator MBR, também observada neste periodo.

Os reatores foram instalados em uma sala com controle de
temperatura, portanto os valores foram mantidos entre 24,0 e 26,0 °C
(Figura 4.19). O oxigénio dissolvido (OD) foi mantido dentro dos
reatores em valores superiores a 6,0 mg/L (Figura 4.19). Os valores
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médios referentes a temperatura e oxigénio dissolvido, foram de 24,3 +
0,8°C e 7,2 = 0,7mg/L para o reator LA, e 243 £ 0,8°C e 7,7 £
0,9 mg/L para o reator MBR, respectivamente. Altos valores de OD (8,4
+ 0,6 mg/L) também foram adotados por Gusseme et al. (2009), durante
a operagdo de um MBR.

Figura 4.18 - Cargas volumétricas aplicadas, organica (COV) e nitrogenada
(CNV) (a), e relagdo alimento/microrganismo (A/M) (b).
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O sistema de aeracdo utilizado neste estudo foi responsavel pelo
fornecimento de oxigénio, necessario ao metabolismo das bactérias, e
também para manter a homogeneidade da biomassa, pois ndo foram
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introduzidos misturadores aos sistemas, justificando desta forma, as
elevadas concentracGes de OD obtidas. Entretanto, deve-se avaliar o
gasto energético relacionado a utilizagdo de elevadas concentragfes de
OD em estaces de tratamento de esgoto.

Figura 4.19 — Valores de oxigénio dissolvido e temperatura, encontrados nos
reatores LA e MBR ao longo do tempo.
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O pH do esgoto sintético afluente aos reatores, se manteve acima
de 7,0, ja as amostras coletadas na saida dos reatores (saida MBR e
saida LA) apresentaram valores de pH entre 7,5 e 9,0. A amostra
identificada como MBR 5L, ou seja, amostra retirada apds o enchimento
do reator MBR, apresentou a maior variacdo de valores, mas ainda
dentro desta faixa (Figura 4.20). Os valores de pH obtidos neste estudo
estdo préximos dos valores estabelecidos por Gusseme et al. (2009), de
7,4 £ 0,03, durante a operacdo de um MBR e por Lopez-Fernandez et al.
(2013), de 7,0 £ 0,4, para o afluente dos sistemas, lodos ativados e
MBR.

Com relacdo ao indice volumétrico de lodo (IVL), foram obtidos
valores médios de 55,8 mL/g para o reator LA e 142,8 mL/g para o
reator MBR. Adotando os critérios estabelecidos por Von Sperling
(2012), os valores obtidos para LA e MBR encontram-se na faixa de
sedimentabilidade boa e média, respectivamente. Os valores
encontrados por Monsalvo, Shanmugam e Horan (2012) ficaram entre
89,8 e 224,2mL/g para o reator em batelada sequencial (SBR -
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sequencing batch reactor) e entre 221,9 e 324,5 mL/g para MBR. Sendo
que, estes valores estdo enquadrados entre a sedimentabilidade boa e
péssima, segundo os parametros sugeridos por Von Sperling (2012).

Figura 4.20 — Valores de pH obtidos em todos os pontos de coleta dos reatores
LA e MBR ao longo do periodo operacional.
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A granulometria das amostras de lodo, retiradas do interior de
cada reator, foi determinada no Gltimo més de operag&o dos reatores. Os
resultados, apresentados na Figura 4.21, indicam que as particulas do
reator LA apresentaram tamanho médio maior do que as particulas do
reator MBR, no periodo avaliado. Os valores médios obtidos foram de
186,2 + 17,7 um e 48,4 + 10,8 um para os reatores LA e MBR,
respectivamente. Provavelmente, esta diferenca se deve ao processo de
separacao entre solidos e liquidos, distinto em cada reator, sendo a
sedimentacdo gravitacional no reator LA e a filtragdo por membranas no
reator MBR.

E possivel correlacionar os resultados obtidos nas analises de IVL
e granulometria. O tamanho médio dos flocos influencia na capacidade
de sedimentacdo do lodo. Os resultados mostram que a
sedimentabilidade do lodo foi melhor no reator LA, que apresentou
flocos maiores.

Joss et al. (2004) compararam lodos provenientes dos sistemas de
tratamento de lodos ativados e biorreator a membrana e constataram que
0 tamanho dos flocos influencia significativamente na remog¢do dos
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estrogénios. Os autores observaram que a maior remog¢do obtida no
MBR foi promovida pelo menor tamanho das particulas (80 versus
400 um) que disponibiliza uma maior area superficial, ou seja, maior
guantidade de sitios ativos que contribuem para 0 aumento da remocao
dos compostos devido ao processo de adsorcao.

Figura 4.21 — Valores de granulometria obtidos a partir das amostras de lodo
dos reatores LA e MBR.
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Valores médios de 10,0 e 120,0 um de tamanho de particula
foram obtidos para reatores MBR e SBR, respectivamente, por Yi et al.
(2006). Devido ao menor tamanho dos flocos no reator MBR, a area
superficial da biomassa deste reator é maior. No trabalho de Monsalvo,
Shanmugam e Horan (2012), foram obtidos valores de 500 um para um
reator SBR e 14,6 um para um reator MBR. As condi¢Oes operacionais
tipicas de reatores MBR causam a fragmentacdo dos flocos. A maioria
dos estudos com MBR relata a ocorréncia de flocos pequenos,
irregulares e fragmentados, com uma grande quantidade de bactérias
dispersas (MONSALVO; SHANMUGAM; HORAN, 2012).

Na Figura 4.22 é possivel observar os valores de pressao
transmembrana (PTM) obtidos ao longo dos 120 dias de operacdo do
reator MBR, sendo o fluxo constante de 2,08 L/m®h. Os modulos de
membrana utilizados nos reatores MBR deste trabalho e de Kellner
(2014), foram adquiridos junto ao mesmo fabricante (PAM membranas)
e apresentaram a mesma configuracao.
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O trabalho desenvolvido por Kellner (2014), a partir de ensaios
preliminares, estabeleceu um valor limite de pressdo transmembrana de
0,5 bar, sendo possivel a ocorréncia de danos as fibras da membrana
caso o sistema operasse acima deste valor limite. Para evitar tal dano,
uma limpeza quimica, com soluges alcalina e acida, é recomendada.

Figura 4.22 — Valores de pressdo transmembrana obtidos durante o periodo de
operacdo do reator MBR.
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Este mesmo valor foi usado como limite de PTM para o sistema
MBR. Como durante o periodo operacional, o valor de 0,5 bar ndo foi
atingido, ndo foi realizada limpeza quimica no médulo de membranas.
O dnico procedimento realizado foi a retirada manual dos soélidos
aderidos superficialmente, nas extremidades do médulo e nas fibras das
membranas, quando eram verificadas quedas na concentracdo de sélidos
suspensos volateis. Os valores de PTM se mantiveram baixos devido ao
baixo fluxo utilizado (2,08 L/m%h) ao longo do periodo operacional.
Kellner (2014) adotou um fluxo de 6,74 L/m*.h, trés vezes superior ao
praticado neste estudo, sendo possivel realizar o tratamento de um
volume maior de esgoto, porém a limpeza quimica da membrana foi
realizada com maior frequéncia.
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45.1.1 Microscopia

Ao longo dos 120 dias de funcionamento dos reatores, analises
microscopicas foram realizadas mensalmente, a partir do lodo coletado
no interior de cada reator em estudo, com o intuito de avaliar a
diversidade microbioldgica presente nos sistemas. Na Figura 4.23 séo
apresentadas as imagens de alguns dos microrganismos identificados,
sendo possivel observar uma grande variedade de protozoarios e
metazoarios, e a auséncia de bactérias filamentosas, responsaveis por
afetar a sedimentacdo em processos de lodos ativados.

Os reatores apresentaram diversidade de microrganismos bastante
semelhante, sendo que a ocorréncia dos mesmos foi maior no reator de
lodos ativados. Foram encontrados protozoarios, ciliado pedunculado,
como Epistypis e Vorticella, rastejantes, como Aspidisca e metazoarios
como rotiferos, nematdides e Aeolosoma. Estes organismos também
foram observados por Monsalvo, Shanmugam e Horan (2012), na
avaliacdo de reatores SBR e MBR. Segundo Bento et al. (2005), o grupo
dos micrometazoarios, compostos por Rotiferos, Nematdides, Anelideos
e Tardigrados, possui lenta taxa de crescimento e, portanto indica alto
tempo de retencédo de sélidos.

Os microrganismos encontrados séo indicativos de boa atividade
microbiana, baixa carga organica e operacdo estdvel (HOFFMANN,
2004). No entanto, foi verificada baixa densidade de microrganismos,
resultado este em concordéncia com a observacdo de Hoffmann (2004),
onde a densidade dos protozoarios e dos metazoarios, no lodo com alto
TRS, foram relativamente baixas, podendo desaparecer em idades
superiores a 30 dias.

Um dos efeitos mais significativos oriundo da presenga de
protozodrios e metazoarios, em processos de lodos ativados, é a reducédo
da producdo de biomassa e regulacdo das estruturas morfoldgicas e
taxonémicas da comunidade bacteriana. Os protozoarios ou metazoarios
reduzem a producdo de lodo através da introducdo de uma fase adicional
de mineralizacdo, em que o lodo é convertido em nova biomassa, agua e
dioxido de carbono (MONSALVO; SHANMUGAM; HORAN, 2012;
WANG et al., 2013).

Os rotiferos apresentam dois efeitos distintos no material
particulado em suspensdo: consumo de bactérias dispersas e micro
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particulas; e melhora da sedimentacdo pelo aumento da agregacdo dos
flocos (ZHOU et al., 2008). A presenca dos anelideos ¢é favorecida pela
alta concentracdo de oxigénio dissolvido, superior a 3,0 mg/L. Rotiferos
e anelideos foram verificados com frequéncia, nas amostras de ambos os
reatores, durante as observagdes microscopicas.

Figura 4.23 — Microrganismos identificados nas amostras de lodo dos reatores
LA e MBR. O aumento € indicado entre parénteses.
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A elevada densidade de protozoarios, especialmente espécies
predadoras, afeta substancialmente o nimero de bactérias de vida livre,
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promovendo a agregacdo das células. Uma concentracdo elevada de
bactérias de vida livre é comumente observada no MBR, devido a
retencdo completa da biomassa exercida pela membrana, e isso muitas
vezes leva a um aumento da pressdo transmembrana. Assim, a
abundancia de protozoarios pode exercer um importante papel no
controle da colmagcdo em reatores MBR (MONSALVO,;
SHANMUGAM; HORAN, 2012).

45.1.2 Respirometria

As andlises respirométricas foram realizadas na amostra referente
ao indculo, e em amostras de lodo coletadas ap6s 84 e 112 dias de
operacdo dos reatores, com o intuito de verificar a atividade das
bactérias autotréficas e heterotréficas através da quantificacdo do
oxigénio consumido pelas mesmas. Os resultados obtidos séo
apresentados na Tabela 4.5 para os reatores MBR e LA.

Observa-se que, em ambos 0s reatores, a quantidade de oxigénio
consumida é maior pelas bactérias heterotréficas, sendo que as mesmas
sdo mais abundantes no reator MBR no periodo avaliado. No entanto, a
atividade das bactérias heterotr6ficas diminuiu, em ambos os reatores,
na comparacdo entre os dias de operacdo 84 e 112. Entretanto, 0s
valores obtidos encontram-se na faixa observada por Liang et al. (2010)
(46,9 £ 7,6 e 30,8 £ 6,6 mgO,/gSSV.h) para dois reatores piloto MBR
(um apresenta alternancia entre as condi¢des andxica e aer6bia e o outro
apresenta um biofilme aderido a um suporte plastico que ocupa 50,0%
de seu volume), operados em TRS de 20 d e alimentados com esgoto
sintético. Isto indica que, apesar da reducdo nos valores obtidos, a
atividade das bactérias heterotréficas continua significativa.

Ja a presenca das bactérias autotroficas € menor e semelhante
entre os reatores. Sendo que os valores obtidos por Liang et al. (2010)
foram maiores (30,4 £ 6,1 e 22,5 + 5,9 mgO,/gSSV.h). Entretanto, 0s
reatores utilizados neste trabalho apresentaram excelente eficiéncia de
remoc¢do tanto para amonia quanto para nitrito, conforme discutido na
préxima secdo (4.5.2), confirmando a elevada atividade das bactérias
autotroficas. J& os valores obtidos por Sabia, Ferraris e Spagni (2013)
foram inferiores (2,7 + 0,5mg0O,/gSSV.h para bactérias autotréficas
com amdnia como substrato) em um MBR aerébio operado em TRS de
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25 d e TDH de 8 h, este reator apresentou elevada eficiéncia de remocéo
de aménia, superior a 98,0%. Portanto, os valores obtidos sdo
suficientes para garantir uma efetiva remocao de aménia do sistema.

Tabela 4.5 — Valores da taxa de consumo de oxigénio para as bactérias
presentes nos reatores em mgO,/gSSV.h.

Grupo de Dia de operagéo / reator
microrganismo In6culo 84/MBR 112/MBR 84/LA 112/LA
Autotrdfica 72 6,8 6,8 9,6 52

(Amonia)
Autotrofica 9,5 7,2 9,8 10,7 9,5
total
Heterotrdfica 27,5 68,7 52,7 44,6 34,1

45.1.3 Comunidade bacteriana

A diversidade da comunidade bacteriana, presente no lodo dos
reatores, foi avaliada e comparada através de analises moleculares como
PCR e DGGE. As andlises foram separadas em dois grupos, sendo o
primeiro referente as amostras coletadas nos trés primeiros meses, € 0
segundo referente as amostras coletadas no Gltimo més de
monitoramento, totalizando 120 dias. A imagem visualizada na Figura
4.24 se refere ao gel de DGGE e a analise de cluster, onde podem ser
identificadas as similaridades entre cada amostra de cada grupo.

Considerando a comparagdo realizada com as amostras dos dois
reatores no primeiro periodo, Figura 4.24a, observa-se que as amostras,
pertencentes a um mesmo reator, porém coletadas em diferentes dias,
foram agrupadas entre si, com exce¢do da primeira amostra retirada no
dia 19, em ambos os reatores, que apresenta maior similaridade com a
amostra do inéculo. J& no segundo grupo, Figura 4.24b, as amostras dos
dias 85 e 92, do reator MBR, apresentaram maior similaridade com as
amostras do reator LA do que com as amostras do proprio reator MBR
coletadas em dias diferentes.

Quando as amostras de cada reator sdo agrupadas separadamente,
observa-se que a menor similaridade, verificada entre as amostras
pertencentes ao reator MBR, foi de 68,6%, nos trés primeiros meses de
monitoramento. Considerando o Gltimo més, verifica-se que a
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similaridade entre as amostras deste reator foi superior a 68,1%, valor
bastante semelhante ao verificado no primeiro grupo. Entretanto, os
valores de similaridade obtidos para as amostras do reator LA passaram
de 70,1% no primeiro periodo para 80,9% no segundo periodo,
representando um aumento de, aproximadamente, 10,0%.

Figura 4.24 — Perfil de bandas do gel de DGGE da comunidade microbiana
presente nos reatores LA e MBR (a) trés primeiros meses e (b) Gltimo més de
monitoramento. Os nimeros se referem ao dia de coleta da amostra no reator.
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Através da visualizagdo da imagem do gel de DGGE foi possivel
sugerir que a comunidade microbiana presente nos reatores é bastante
heterogénea. Os géneros de microrganismos presentes ndo foram
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identificados, entretanto, os principais grupos de bactérias comumente
encontrados em reatores biol6gicos sdo proteobacteria, nitrospira,
nitrosomonas. Segundo Denecke et al. (2012) os membros dos géneros
Nitrosomonas e Nitrospira representam as bactérias nitrificantes
dominantes em sistemas de tratamento de lodos ativados.

Ambos 0s processos apresentam uma comunidade microbiana
altamente diversificada e estruturada, sem a presenca de espécies
dominantes. Estas consideracdes estdo de acordo com os resultados
obtidos por Chiellini et al. (2013), em que 0s autores caracterizaram e
compararam a diversidade da comunidade bacteriana, por meios de
técnicas moleculares, presente em dois sistemas piloto (MBR e CAS
(lodo ativado convencional)).

Durante a operacdo dos reatores, mudangas causadas nas
condi¢des operacionais podem ter provocado o esgotamento de espécies,
presentes no indculo. Do mesmo modo, populacdes presentes em baixa
guantidade, inicialmente imperceptiveis, sdo identificadas no lodo, e a
relativa persisténcia indica que estas espécies se adaptaram as novas
condicdes do processo e as caracteristicas do esgoto. Esta tendéncia
também foi observada por Zhang et al. (2009) na avaliacdo de
comunidades de bactérias oxidadoras de aménia (AOB) em MBR.

Na Figura 4.25 séo apresentados os valores de similaridade, entre
as amostras de cada reator, obtidos ao longo dos quatro meses de
monitoramento. Inicialmente, as amostras eram iguais (100% de
similaridade) devido & inoculacéo dos reatores ter sido realizada com o
mesmo lodo, proveniente do biorreator a membrana hibrido de leito
movel (KELLNER, 2014). A similaridade entre as amostras diminuiu
continuamente até o dia 71, voltou a aumentar, e atingiu a estabilidade a
partir do dia 92, onde a média foi de 75,9 £ 1,3% até o ultimo dia de
funcionamento dos sistemas.

Apesar das diferengas obtidas entre as amostras coletadas em
diferentes dias em um mesmo reator, a similaridade entre os dois
reatores se mantém constante no ultimo més operacional. Este resultado
indica que o comportamento dos reatores, com relagdo a remocao das
variaveis de interesse, também podera ser semelhante.

Otawa et al. (2006) observaram que, embora verificada a
estabilidade na eficiéncia da planta de tratamento, a comunidade
bacteriana muda durante o ano, mostrando que a estabilizacdo na
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eficiéncia do tratamento nem sempre significa estabilizacdo da sua
comunidade bacteriana. Os autores sugerem que variaveis como
caracteristicas do efluente e temperatura da dgua no reator, sdo cotadas
como responsaveis por alterar a diversidade da comunidade bacteriana.

Figura 4.25 — Semelhanca entre a comunidade bacteriana presente nos reatores
LA e MBR ao longo do periodo operacional.
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Miura et al. (2007) verificaram grandes mudangas na comunidade
bacteriana, no inicio do processo operacional de um reator MBR, 0 que
pode ser atribuida a adaptacdo da biomassa as novas condi¢des (menor
relacdo A/M e maior TRS). Os autores observaram que depois de cerca
de 100 dias, pequenas flutuagbes na diversidade da comunidade de
bactérias foram observadas, apesar da estabilizacdo da qualidade da
agua do permeado. Isto foi em parte devido a flutuagdes dos pardmetros
ambientais (temperatura, caracteristicas do afluente, etc.) e/ou interacdo
entre 0s membros da comunidade (por exemplo, predacéo).

Neste estudo, mesmo sendo utilizado um esgoto sintético, onde as
caracteristicas deveriam ser mantidas constantes, observa-se que a
concentracdo das variaveis de interesse, na amostra afluente aos
reatores, varia ao longo do periodo operacional. Esta variacdo se deve,
principalmente, ao periodo em que o0 esgoto permaneceu no tanque de
abastecimento, esperando o préximo ciclo, pois os sistemas operam na
forma de batelada sequencial. Este tempo de espera (maximo 12 h)
promoveu variagdes nas caracteristicas do esgoto como, por exemplo,
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mudancas nas concentracbes de DQO e hormdnios. Estas variacdes
interferem diretamente na diversidade da comunidade bacteriana
presente em cada sistema, conforme observado por Otawa et al. (2006) e
Miura et al. (2007) e discutido acima.

Boon et al. (2002) chamam a atengdo, para o fato de que a
diversidade refletida pelo perfil bacteriano, presente no gel de DGGE, ¢
referente apenas as espécies numericamente dominantes, e néo
representa o ndmero total de espécies diferentes presentes em amostras
ambientais. Além disso, estes autores esclarecem que os perfis de
bandas do gel de DGGE para bactérias e a-proteobactérias sdo muito
complexos, estes grupos apresentam ndo apenas um alto ndmero de
células na comunidade microbiana do lodo ativado, mas também um
alto nimero de espécies diferentes (ribotipos).

45.2 Eficiéncia de remocao

Os reatores foram monitorados duas vezes por semana para
verificacdo e comparacgdo da eficiéncia de remocdo, dos contaminantes
em estudo. As variaveis foram quantificadas em diferentes pontos dos
reatores, sendo estes: Entrada — amostra de esgoto sintético; Saida MBR
— permeado ao reator MBR; Saida LA — sobrenadante ao reator LA,
MBR 5L — amostra retirada do interior do reator MBR, 5 min apés o
enchimento, volume méximo de 5L; LA 4L — amostra retirada do
interior do reator LA, 5 min ap6s o enchimento, volume maximo de 4 L;
MBR 4L — amostra retirada do interior do reator MBR ap6s 3 h de
reacdo, quando o reator atinge seu volume minimo de 4 L.

45.2.1 Eficiéncia de remocao das variaveis fisico-quimicas

Como variaveis fisico-quimicas foram consideradas: turbidez,
DQO, amonia, nitrito, nitrato e fosfato. A andlise de turbidez foi
realizada nas amostras da entrada e da saida (sobrenadante e permeado)
dos reatores. Os valores médios de turbidez encontrados no esgoto
sintético foram de 82,2 + 48,6 NTU. O perfil obtido ao longo do tempo,
para as amostras efluentes aos reatores e para 0 esgoto sintético, sdo
apresentados na Figura 4.26.
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Figura 4.26 — Valores de turbidez encontrados na saida dos reatores LA e
MBR e eficiéncia de remocao.
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Os valores de turbidez encontrados no permeado do reator MBR
sdo baixos (0,3 £ 0,1 NTU) devido a presenca das fibras de membranas,
gue sdo capazes de reter particulas maiores do que 0,3 um. Apesar do
reator de lodos ativados ter utilizado o sistema de separacdo por
sedimentacdo, os valores de turbidez encontrados na saida do reator LA
também sdo baixos (3,3 £ 2,9 NTU). Este resultado foi atribuido ao
sistema de retirada do sobrenadante, os orificios, presentes na tubulagéo,
através dos quais o liquido era removido do sistema, apresentaram
didmetro bastante reduzido (0,47 mm), impedindo a passagem de
solidos.

Na Figura 4.27 constam os gréficos referentes aos valores de
DQO encontrados em todos os pontos de amostragem dos sistemas
estudados. A eficiéncia média de remocao de DQO foi de 95,5 + 6,6%
para LA e 96,1 + 5,9% para MBR para os 120 dias de funcionamento
dos reatores. Verificou-se que a DQO segue uma tendéncia de diluicdo e
degradacdo, ou seja, apés a entrada no reator a concentracdo é reduzida
devido a diluigdo promovida pelo liquido contido no reator, em seguida,
os valores de concentra¢do diminuem ao longo do ciclo de tratamento,
devido ao processo de degradacdo e adsorcao.

A eficiéncia de remocdo de DQO nos trés primeiros meses de
operacdo dos reatores foi de 94,8 + 7,6 para o reator LA e de 954 +
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6,9% para o reator MBR, o0s quais aumentaram no quarto e ultimo més
de operacdo para 97,3 £ 1,9% e 97,7 + 0,9%, respectivamente.

Figura 4.27 — Valores de concentracéo e eficiéncia de remogdo de DQO
encontrados nas amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR
5L, MBR 4L e saida MBR do reator MBR*.
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* Concentragdo de DQO no esgoto sintético = 591,3 + 153,0 mg/L.

Os valores médios de DQO, para 0s 120 dias de monitoramento,
obtidos no permeado e no sobrenadante, foram de 21,8 e 26,1 mg/L.
Sendo que os valores obtidos para os trés primeiros meses foram de 25,0
e 30,2 mg/L, e para o Gltimo més de 12,9 + 4,5 e 14,9 + 9,9 mg/L para
as amostras do permeado e do sobrenadante, respectivamente. Apesar do
resultado superior apresentado pelo reator MBR, o reator LA apresentou
um desempenho bastante eficiente na remog¢do da DQO, principalmente
no ultimo més de monitoramento, onde foi verificada a estabilidade dos
sistemas.

Os melhores resultados obtidos no sistema MBR com relagdo ao
sistema LA, para a variavel DQO, sdo atribuidos a presenca da
membrana no reator MBR. Os valores médios de DQO encontrados na
amostra MBR 4L (amostra coletada no fim do tratamento antes de
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passar pela membrana) (37,0 mg/L) foram superiores aos valores
encontrados no permeado (21,8 mg/L). Esta diferenca foi obtida pela
retencdo dos compostos na membrana. Desta forma, aproximadamente,
15,0 mg/L de DQO foi removida pela membrana presente no sistema
MBR.

Kellner (2014) fazendo uso de um reator MBR, composto por um
maédulo de membrana bastante semelhante ao utilizado neste trabalho,
alcancou uma eficiéncia de remoc¢do de DQO de 97,3%. Valor este,
muito préximo ao encontrado nos reatores deste estudo. A eficiéncia
média de remoc¢do de DQO obtida por Racz, Muller e Goel (2012) foi de
99,2 £ 1,2% e 99,7 + 0,6% para dois reatores SBR, um alimentado com
peptona e o outro com glicose, respectivamente. Provavelmente, 0s
melhores resultados obtidos por estes autores, sdo devidos ao maior
TDH (33 h) aplicado, e ao estabelecimento de um periodo de
funcionamento estavel, onde os reatores foram operados por um ano.

A eficiéncia de remocdo de DQO obtida por Maeng et al. (2013)
para um reator MBR operado com TRS de 20 dias foi de 98,7%. Este
resultado foi semelhante ao obtido neste trabalho, utilizando um TRS de
30 dias, sendo que LOpez-Fernandez et al. (2013) sugerem que o TRS
ndo influencia na remog&o de DQO.

Lopez-Fernandez et al. (2013), avaliaram e compararam 0
desempenho de dois reatores, MBR e CAS em diferentes TRS (10 e
20 d). Uma maior eficiéncia de remocdo de DQO foi obtida no reator
MBR, 98,0%, sendo que a remogdo obtida com o CAS foi de 94,0%.
Segundo os autores, este resultado pode ser atribuido a reducdo da
relacdo A/M no sistema MBR, aumentando a competicao e a eliminagao
de carbono. No presente estudo, os valores obtidos para a relagdo A/M
foram préximos (0,22 d* para o LA e 0,27 d* para 0 MBR), n&o sendo
observadas diferencas na remocdo de DQO em ambos 0s sistemas.

A concentragdo de aménia também foi quantificada em todos os
pontos (Figura 4.28). O composto foi detectado apds o enchimento dos
reatores e sofreu degradacdo ao longo do tempo, sendo que a remogéo
média foi de 99,8 + 0,4% para o reator LA e de 99,6 + 0,3% para 0
reator MBR. Os valores médios de concentracdo de aménia, encontrados
nas amostras do permeado e do sobrenadante, foram de 0,10 *
0,08 mg/L e de 0,07 + 0,13 mg/L, respectivamente. Estes resultados
confirmam a alta capacidade de degradacdo de aménia exercida pela
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biomassa. Além disso, observou-se que a acdo das bactérias nitrificantes
ndo sofreu interferéncia do periodo de adaptacdo, sendo que os valores
obtidos, de eficiéncia de remocéo de amonia, foram superiores a 99,5%,
durante todo o periodo de funcionamento dos sistemas.

Figura 4.28 — Valores de concentracéo e eficiéncia de remogéo de amdnia nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e
saida MBR do reator MBR*.
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* Concentragio de N-NH," no esgoto sintético = 29,3 + 4,4 mg/L.

Os valores médios de eficiéncia de remogdo de amdnia, obtidos
para o reator LA, foram superiores aos valores obtidos por Racz, Muller
e Goel (2012) utilizando reatores SBR (98,7 = 3,2% para SBR
alimentado com peptona e 98,3 + 2,3% para SBR alimentado com
glicose). Estes autores observaram que o reator alimentado com peptona
apresenta uma maior velocidade de degradacdo de amonia, sendo que
este fato se deve a maior porcentagem de bactérias autotroficas existente
neste reator.

Observa-se que a remocgdo de amonia, obtidas em estudos com
biorreatores a membrana, apresentou elevada eficiéncia. O reator MBR
operado por Maeng et al. (2013) apresentou total remogdo de aménia,
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independente do TRS utilizado (8, 20 e 80 d), sendo que 0 composto ndo
foi detectado na amostra efluente ao reator MBR. Por outro lado, na
comparacdo de dois reatores (MBR e CAS) realizada por Loépez-
Fernandez et al. (2013), foram observadas altas eficiéncias de remogéo
de amonia, 96,4% para CAS e 98,2% para MBR ambos operados em
TRS de 20 dias, sendo que a remocdo obtida em TRS de 10 dias foi
inferior (92,7 e 94,6% respectivamente). Fan et al. (2014) avaliaram o
comportamento de um MBR com membrana submersa e obtiveram
eficiéncia média de remocédo de amonia de 88,6% em TRS infinito.

Os valores de concentracdo referentes as analises de nitrito e
nitrato estdo apresentados na Figura 4.29. Observa-se que tanto o nitrito
guanto o nitrato foram detectados nas amostras retiradas do interior dos
reatores logo apés o enchimento (LA 4L e MBR 5L), indicando que o
processo de nitrificagdo comeca logo no inicio do ciclo. O nitrito foi
raramente detectado nas amostras das saidas dos reatores e na amostra
do interior do reator no momento final do ciclo (MBR 4L), o que indica
a completa conclusdo do segundo estagio da nitrificagéo, resultado este
semelhante ao obtido por Racz, Muller e Goel (2012). Ja o nitrato foi
guantificado nestas amostras, indicando a ndo ocorréncia do processo de
desnitrificagdo, devido a auséncia de uma etapa anaerobia.

Figura 4.29 — Valores de concentracdo de nitrito (a, b) e nitrato (c, d) nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA (a, ¢) e nas amostras MBR 5L, MBR

4L e saida MBR do reator MBR (b, d).
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Os valores médios de nitrato, encontrados nas amostras referentes
a saida dos reatores, foram de 9,5 + 4,6 mg/L para LA e 10,1 2,4 mg/L
para MBR, sendo que a concentragdo média de N-NH," no esgoto
sintético foi de 29,3 + 4,4 mg/L. Estes resultados estdo de acordo com
os valores obtidos por Chiellini et al. (2013) (35,0 £ 7,7 mg/L de N-
NH," no afluente, e 12,4 + 2,8 mg/L e 11,0 + 3,1 mg/L de N-NOj’, para
o efluente dos reatores MBR e CAS, respectivamente).

Maeng et al. (2013), obtiveram valores de 37,6 = 0,9 mg/L de
nitrato e 0,2 + 0,02 mg/L de nitrito para o permeado do reator MBR
(TRS 20 d). Neste caso, os autores também verificaram a ocorréncia
apenas do processo de nitrificacdo.

As andlises de fosfato foram iniciadas a partir do segundo més de
operacdo dos reatores. Os resultados desta variavel sdo apresentados na
Figura 4.30, em que se observou que os sistemas avaliados ndo foram
eficientes para promover a remocéo de tal composto, conforme esperado
devido a auséncia de uma fase anaerdbia durante a operacdo dos
reatores. Maeng et al. (2013) também analisaram este pardmetro e
constataram que ndo houve remocéo de fosfato nas condi¢des adotadas.

Os valores médios de eficiéncia de remocao de carbono organico
dissolvido (COD), obtidos ao longo dos 120 dias de operagdo dos
reatores, foram de 94,3 + 10,1% para o reator LA e de 95,8 + 5,9% para
o reator MBR, com valores médios de COD nas amostras da saida dos
reatores MBR e LA iguais a 9,3 e 11,4 mg/L, respectivamente. Ja a
amostra de esgoto sintético apresentou um valor médio de COD de
221,9 + 69,1 mg/L. O perfil da concentracdo de COD encontrado nos
reatores ao longo do tempo, e a eficiéncia de remocéo, sdo apresentados
na Figura 4.31.

Os resultados obtidos por Kellner (2014), com um reator MBR,
mostraram uma eficiéncia de remocdo de COD de 95,9 £ 2,0%, sendo o
valor médio obtido para a amostra do permeado de 7,5 mg/L, bastante
semelhante aos valores obtidos neste estudo. Os valores de COD obtidos
por Maeng et al. (2013) foram de 81,0 + 1,5 mg/L para amostra de
entrada e de 1,7 + 0,2 mg/L para o permeado do reator MBR (TRS
20 d), sendo a eficiéncia de remocéo igual a 97,9%.
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Figura 4.30 — Valores de concentracdo de fosfato nas amostras LA 4L e saida
LA do reator LA (a) e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e saida MBR do reator

MBR (b).
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Figura 4.31 — Valores de concentracéo e eficiéncia de remog¢do de COD nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e
saida MBR do reator MBR*.
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* Concentragdo de COD no esgoto sintético = 221,9 + 69,1 mg/L.

45.2.2 Eficiéncia de remocdo de hormdénios

Os horménios foram quantificados, em todos os pontos de coleta,
para verificar o comportamento dos reatores na remocdo destes
compostos da fase liquida. Com relagdo ao composto 17p-estradiol (E2)
(Figura 4.32), no reator LA os valores de eficiéncia de remocdo
estiveram compreendidos entre 84,3 e 100% sendo a média de 99,2 +
2,9%, o menor valor obtido foi o Unico abaixo de 97,0% de remocao.
Para o reator MBR foi verificada uma eficiéncia média de remocéo de
99,9 + 0,3% de E2, e os valores estiveram compreendidos entre 98,8 e
100%. Sendo que para a amostra MBR 4L, ap6s 3 h de aeracdo, os
valores detectados foram inferiores a 0,8 pg/L.

O comportamento do composto estrona (E1), ao longo dos 120 de
operacdo dos reatores, pode ser visualizado na Figura 4.33. Durante a
operacdo do reator LA, valores de eficiéncia de remog¢do de E1 foram
verificados entre 78,8 e 100%, sendo que a eficiéncia média foi de 98,6
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+ 4,3%, e a maioria dos resultados foi igual a 100%. Para o reator MBR,
o0 valor médio de eficiéncia de remocdo foi de 99,8 + 0,5%, e os valores
estiverem compreendidos entre 97,4 e 100%. Sendo que para a amostra
MBR 4L, ap6s 3 h de aeracdo, os valores detectados foram inferiores a
1,6 pg/L.

Como verificado nos ensaios cinéticos de bancada, apresentados
na primeira etapa, o composto E2 é rapidamente convertido para E1, e
ambos sdo degradados ao longo do processo de tratamento.

Figura 4.32 — Valores de concentracao e eficiéncia de remocéo de E2 nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e
saida MBR do reator MBR*.
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* Concentragdo de E2 no esgoto sintético = 73,7 + 15,7 mg/L.

O reator LA apresentou eficiéncia média de remocdo do
hormonio sintético 17a-etinilestradiol (EE2) superior a 91,0% (Figura
4.34). Ja o reator MBR apresentou eficiéncia média de remocéo superior
a 83,0% para EE2. Os menores valores de eficiéncia foram obtidos no
inicio do tratamento, sendo observada uma tendéncia de aumento da
eficiéncia, ao longo do periodo operacional. A partir desta observagdo, é
possivel sugerir que durante o periodo inicial, onde os reatores foram
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operados por trés vezes o TRS, ocorreu a adaptacdo dos sistemas as
novas condi¢des impostas, no quarto més de funcionamento, periodo em
gue a biomassa estava plenamente adaptada as condic@es, os valores de
eficiéncia de remogdo de hormdnios foram mais elevados e mais
estaveis. Estes resultados séo confirmados pelos dados apresentados na
Tabela 4.6.

Figura 4.33 — Valores de concentracao e eficiéncia de remocéo de E1 nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e

saida MBR do reator MBR*.
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* Concentra¢do de E1 no esgoto sintético = 76,8 + 25,0 mg/L.

Neste estudo foi verificado que o composto sintético EE2 foi
mais persistente do que 0s compostos naturais em ambos 0s sistemas de
tratamento avaliados. Devido as suas caracteristicas quimicas, como a
presenga de um grupo etinil, a degradacéo da molécula de EE2 é mais
dificil do que das moléculas de E1 e E2 (COMBALBERT;
HERNANDEZ-RAQUET, 2010). Estes resultados foram obtidos em
varios estudos em que foi avaliada a remogdo destes compostos em
biorreatores (MAENG et al., 2013; PHOLCHAN et al., 2008;
ESTRADA-ARRIAGA; MIJAYLOVA, 2011).
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Figura 4.34 — Valores de concentracéo e eficiéncia de remocédo de EE2 nas
amostras LA 4L e saida LA do reator LA e nas amostras MBR 5L, MBR 4L e

saida MBR do reator MBR*.
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* Concentragdo de EE2 no esgoto sintético = 79,4 + 16,2 mg/L.

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores de eficiéncia média de
remogdo dos compostos, durante o periodo total de operagdo de ambos
0s reatores, e em dois periodos distintos (trés primeiros meses e o Gltimo
més). Observa-se que no Ultimo més de tratamento, a eficiéncia de
remogdo foi maior para todos 0s compostos, quando comparado com 0s
valores obtidos para os trés primeiros meses, sendo que um aumento
mais pronunciado (aproximadamente 10,0% no reator MBR e 6,0% no
reator LA) ocorreu para 0 composto sintético. Além disso, a remogéo
dos estrogénios naturais foi superior a 99,9% para o Gltimo més de

tratamento.

Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) avaliaram um reator MBR
apos funcionamento por um periodo de duas vezes o TRS de 60d, e
observaram uma mudanca na taxa de biodegradagdo dos hormdnios (E1,
E2 e EE2) a partir do dia 135. Esta taxa aumentou de 8,0 a
45,0 ng/gSSV.d (até 120 d) para 170,0 a 195,0 ng/gSSV.d (apos 135 d),
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indicando que o principal processo envolvido na remocdo dos
estrogénios em MBRs é a biodegradacédo.

Tabela 4.6 — Eficiéncia média e desvio padrdo de remogao dos estrogénios em
diferentes periodos de operagdo dos reatores™.
Periodo EE2 (%) El (%) E2 (%)
120 dias MBR 83674 99,8 £0,5 99,9+0,3
1-90d MBR 80,9+6,9 99,7+0,6 99,8 +0,3

91-120d MBR 90,8+1,4 100+0,0 100+ 0,0
120 dias LA 915+88 98,7+43 99,2+29
1-90dLA 89,9+98 98,2+49 98,9+3,3

91 -120d LA 95,7+2,3 99,9+0,2 99,9 £ 0,03
*91 — 120 d corresponde ao periodo de operagdo superior a 3 vezes TRS.

A remoc&o quase completa de E2 nos reatores LA e MBR, obtida
neste trabalho, também foi verificada por Pholchan et al. (2008), Zhou
et al. (2011) e Lopez-Fernandez et al. (2013). Pholchan et al. (2008)
observaram este resultado em um reator SBR operado em TRS de 1,7 a
17,1 d. Os autores concluiram que a remocdo de E2 ndo foi, portanto,
altamente dependente da composi¢do da comunidade microbiana. Zhou
et al. (2011) compararam dois sistemas, um MBR e um SBR (TRS =
10 d), e observaram que a eficiéncia de remogdo de E2 foi superior a
95,0% em ambos os reatores. Ja LOpez-Fernandez et al. (2013)
obtiveram uma alta remocdo de E2, superior a 99,0%, utilizando dois
reatores, um MBR e um lodo ativado convencional (CAS). Fan et al.
(2014) avaliaram o comportamento do composto E2, em um MBR,
obtendo eficiéncia média de remog&o de 90,0%.

Altos valores de eficiéncia de remogdo de E1 e EE2 também
foram obtidos por Zhou et al. (2011) em um reator MBR com TRS de
20 e 40d, sendo a eficiéncia média de remocdo de E1 de
aproximadamente 90,0%, e superior a 90,0% para 0 composto EE2.
Neste caso, a remocdo de EE2 foi semelhante, e a remocdo de E1 foi
inferior, aos valores obtidos neste trabalho.

No trabalho realizado por Racz, Muller e Goel (2012), os autores
avaliaram a remocdo de E2 e EE2 em dois reatores SBR e obtiveram de
99,4% a 99,9% de remocdo de ambos 0s estrogénios, ao longo dos
experimentos em cada reator.
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As andlises realizadas nas amostras, MBR 4L e saida MBR,
apresentaram valores de 0,07 + 0,21 e 0,06 + 0,14 pg/L de E2; 0,21 £
0,44 e 0,14 + 0,31 pg/L de E1; e 10,60 * 4,67 e 13,22 + 6,76 pg/L de
EE2, respectivamente. Provavelmente, o valor referente a concentracéo
de EE2 mais alto na saida do reator, é atribuido ao fato de que a amostra
do permeado é composta, ou seja, sua retirada se inicia apds a primeira
hora de aera¢do, e se estende por 3 h, ao longo do ciclo de tratamento do
MBR.

Desta forma observa-se, pela proximidade dos valores obtidos
nas amostras MBR 4L e saida MBR, que os compostos ndo foram
retidos pela membrana, nem adsorvidos ao lodo aderido & superficie da
membrana. Zhou et al. (2011) apresentaram resultados semelhante apés
a avaliagdo da concentracdo dos estrogénios em amostras do
sobrenadante do reator MBR, para verificar a concentragdo dos
compostos antes e depois de passar pela membrana.

Os resultados obtidos para os hormonios naturais apresentaram
elevada eficiéncia de remocdo. Esta remocgdo foi atribuida
principalmente ao processo de biodegradacdo, sendo que provavelmente
uma porcdo dos compostos é removida também por adsorcdo nas
particulas de lodo. Estes resultados estdo de acordo com as observagdes
de Maeng et al. (2013). Estes autores observaram ainda um aumento na
remoc¢do de EE2 com o aumento do TRS de 8, 20 e 80 d, sendo que as
eficiéncias de remocédo foram de 39,5, 70,6 e 78,1%, respectivamente.

Valores de eficiéncia de remocdo, inferiores aos obtidos neste
estudo, foram verificados por Bagnall et al. (2012) (92,0% para XE1 +
E2 + E3, e 75,0% para EE2) com um piloto CAS, Yang, Zhou e Cicek
(2012) (89,0% de E2 e 70,9% de EE2) com um piloto MBR e Petrie et
al. (2014) (41,0% de EE2) com um piloto de CAS. Esta diferenca pode
ser atribuida a fatores como: diferenca entre as concentracdes utilizadas
por estes autores e a adotada neste estudo (foi utilizada uma
concentracdo elevada devido as limitagGes analiticas); diferentes taxas
de nitrificacdo; diferentes quantidades de microrganismos responsaveis
por realizar a biodegradagdo dos compostos de interesse; diferentes
condi¢Bes operacionais como TRS e TDH; diferentes formas de
operacdo dos sistemas, neste estudo os sistemas foram operados em
batelada sequencial.
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4.6 CONSIDEF\’NA(;OES RELACIONADAS A EFICIENCIA DE
REMOCAO DE HORMONIOS NOS REATORES LA E MBR

De acordo com os resultados obtidos é possivel dizer que estes
foram condizentes com as propriedades dos compostos apresentadas na
Tabela 2.1. Observou-se que para EE2 com Ky, entre 1 e 8 L/gSS.d a
remocdo esteve compreendida entre 80 e 96% utilizando os reatores
aerobios. Joss et al. (2006) concluiram que substancias com Ky, entre
0,1 e 10 L/gSS.d devem ser parcialmente biodegradadas com eficiéncia
de remocéo de 20 a 90%. J& os hormdnios naturais que apresentam Ky,
entre 10 e 950 L/gSS.d foram removidos com uma porcentagem
superior a 98% pelos reatores aeréhios. Segundo JOSS et al. (2006) para
0s compostos com Ky, superiores a 10 L/gSS.d espera-se uma
degradacdo biolégica acima de 90%, sendo esta dependente das
configuragdes do reator.

Com relacdo aos processos de eliminagdo de DQO e nitrificacéo,
verificou-se que ambos ndo apresentaram relacdo direta com a remocao
de E2. Esta constatacdo também foi aplicada aos resultados obtidos por
Ldpez-Fernandez et al. (2013). Maeng et al. (2013) também constataram
gue a remocédo dos hormonios naturais ndo ¢ afetada pela nitrificacéo.

A temperatura de 25 + 2 °C foi mantida durante todo o periodo de
funcionamento dos sistemas. Hai et al. (2011) verificaram que a
eficiéncia de remocdo dos estrogénios, superior a 90,0% durante a
operacdo de um MBR em 20 °C, foi mantida em temperaturas de 10 a
35 °C. Entretanto, a remoc&o foi significativamente reduzida em 45 °C,
para E1 e EE2.

A partir do monitoramento dos sistemas LA e MBR, foi possivel
verificar o estabelecimento de condicOes estiveis para o crescimento de
microrganismos especializados, capazes de remover compostos de
dificil biodegradacdo. Os resultados revelaram a presenca no lodo dos
reatores, de uma comunidade bacteriana flexivel e capaz de se adaptar as
mudancas no ambiente em que estdo inseridas (diferentes condigdes
operacionais). Estas caracteristicas sdo importantes para o bom
desempenho de reatores no tratamento de esgoto, conforme também
observado por Miura et al. (2007) e Molina-Mufioz et al. (2009).

A biodegradacdo, provavelmente, € o mecanismo dominante de
remocao de estrogénios, observado nos reatores LA e MBR, operados
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em batelada sequencial, durante todo o periodo de monitoramento. Com
base nos resultados obtidos, e nas consideragdes apresentadas na
literatura, € possivel concluir que os compostos naturais sdo removidos
com maior facilidade pelas bactérias presentes nos sistemas, do que o
composto sintético. Além disso, o reator MBR, operado com baixa
eficiéncia do processo de nitrificacdo (secdo 4.4), apresentou elevada
remocdo dos hormonios naturais, portanto, conforme também verificado
por Racz, Muller e Goel (2012), os microrganismos mais provaveis de
serem responsaveis pela degradacdo de E2 e E1 foram os heterotréficos.

Neste trabalho, a eficiéncia média de remocdo de EE2, obtida no
reator MBR na auséncia do processo de nitrificacdo (secdo 4.4), foi de
65,1%. Portanto, os microrganismos responsaveis por esta remocao,
foram os heterotr6ficos. Assim como neste estudo, Racz, Muller e Goel
(2012) também observaram que as bactérias heterotréficas podem
contribuir significativamente com a transformagdo de EE2. Os autores
obtiveram estes resultados em testes realizados na presenga de apenas
microrganismos heterotréficos ativos.

Por outro lado o reator MBR, operado com eficiéncia de remogéo
de aménia superior a 99,0% (secdo 4.5), apresentou eficiéncia de
remocdo de EE2, de 83,6 + 7,4%, durante todo o periodo operacional,
sendo que este valor é ainda maior no ultimo més de monitoramento,
90,8 * 1,4%. Desta forma, foi verificado um aumento aproximado entre
11,1 e 27,1% de remogdo de EE2, quando a nitrificacdo foi efetiva e
provavelmente esta remocdo foi mediada pelo processo de
cometabolismo. Racz, Muller e Goel (2012) também observaram que a
presenca de bactérias nitrificantes contribuiu para uma remocdo mais
eficiente do composto EE2, sendo observado um aumento de 10,0 a
18,0%. Valor bastante semelhante ao verificado neste estudo.

Maeng et al. (2013) realizaram a inibicdo da atividade das
bactérias AOB (nitrificacdo reduzida em 80,0%), e constataram que esta
inibicdo afeta significativamente a eficiéncia de remocédo de EE2, sendo
verificada uma reducédo de 70,6% para menos de 10,0%. Ja a adicdo de
azida sodica, realizada com o objetivo de inibir a respiragdo aerdbia para
suprimir a atividade microbiana da biomassa, promoveu uma redugdo
substancial na eficiéncia de remogéo dos compostos de 100% (E2 e E1),
e 78,1% (EE2), para apenas 13,0, 23,0 e 6,9% para E2, E1 e EE2,
respectivamente. Desta forma, os autores concluiram que 0s
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microrganismos heterotroficos exercem um papel fundamental na
remocdo dos compostos E1, E2 e EE2. Apesar de ndo ter sido realizada
tal inibicdo neste trabalho, também € possivel supor que a remogao dos
compostos foi realizada, em grande parte, por este grupo de
microrganismos, devido a alta eficiéncia obtida no reator da secéo 4.4,
onde nao foi verificada a acdo dos microrganismos autotréficos.

Yi e Harper (2007a) observaram que o processo de nitrificacdo é
acompanhado pela biodegradacdo de EE2, sendo ambos inibidos na
presenca de ATU. A biotransformacdo de EE2 pode ser
cometabolicamente mediada em biorreatores que sdo enriquecidos com
bactérias autotroficas nitrificantes. Por outro lado, os autores
consideram que a presenca de bactérias heterotroficas, microrganismos
de rapido crescimento presentes em sistemas de lodos ativados, pode
contribuir ou até mesmo dominar a transformagdo de micropoluentes.
Os microrganismos nitrificantes podem inicialmente degradar EE2 em
intermediarios, e estes podem ser consumidos pelas bactérias
heterotroficas.

Estrada-Arriaga e Mijaylova (2011) também observaram que o
processo de nitrificacdo estd diretamente relacionado com a remogéo
dos horménios. Os autores observaram que 0 aumento nas taxas de
nitrificacdo e de remocdo de E1, E2 e EE2 sdo diretamente
proporcionais.

Desta forma, considerando os trabalhos de Racz, Muller e Goel
(2012), Maeng et al. (2013), Yi e Harper (2007a) e Estrada-Arriaga €
Mijaylova (2011) é possivel considerar que, nas condi¢fes adotadas, 0
desempenho dos sistemas de tratamento é afetado pela presenca das
bactérias nitrificantes. Entretanto, a presencga das bactérias heterotroficas
é crucial para a remocdo dos estrogénios e de outros compostos de
elevado interesse ambiental.

Através das analises respirométricas foi determinada a taxa de
consumo de oxigénio, realizada tanto por bactérias autotré6ficas como
por bactérias heterotrdficas. Observou-se que as bactérias autotroficas
apresentaram atividade elevada, resultado este corroborado pelos
valores de amdnia, nitrito e EE2 obtidos nas amostras do permeado e do
sobrenadante dos reatores, MBR e LA, respectivamente. A presenca das
bactérias heterotroficas também foi bastante significativa, sendo que
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este resultado também é confirmado pelas altas eficiéncias de remocao,
apresentadas pelos reatores em nivel de DQO e horménios.

Larcher e Yargeau (2013) observaram que a remogdo de EE2
pode ser obtida na presenca de bactérias heterotréficas, tanto fazendo
uso de uma bactéria Gnica quanto na presenca de um grupo de bactérias.
Além disso, os autores observaram que uma mesma bactéria nédo
apresenta 0 mesmo comportamento nestes dois casos.

Em oposicdo ao verificado até 0 momento os autores Bagnall et
al. (2012) realizaram ensaios sem a presenca de ambnia, com
consequente reducdo na quantidade de AOB, e observaram que a
remocdo dos estrogénios ndo foi afetada por tal condicdo, incluindo
EE2. Petrie et al. (2014) observaram que a inibicdo do processo de
nitrificacdo (adicdo de ATU) ndo teve qualquer impacto na
biodegradacdo dos estrogénios. Estes autores concluiram que, nas
condicdes estabelecidas, as reagfes enzimaticas que seguem a oxidacéo
da amonia (oxidacdo de nitrito) ndo contribuem para a biodegradacéo
dos estrogénios. Os autores sugerem que a acdo das bactérias
heterotrdficas é significativa na biodegradacéo destes compostos.

Observa-se, portanto, que o tema de remocdo de hormonios em
processos biolégicos de tratamento de esgoto apresenta divergéncias
significativas entre os trabalhos realizados. Isto ocorre devido,
principalmente, a dindmica envolvida nestes processos, onde pequenas
variagBes em condicdes operacionais ou ambientais sdo responsaveis
por causar diferencas nas respostas obtidas em cada estudo.
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Conclusdes da primeira etapa:

Os resultados obtidos para esta etapa demostraram a confirmacédo da
hiptese formulada. Observou-se que a eficiéncia na degradacdo de
horménios diferiu em fungdo das diferentes condi¢des operacionais
introduzidas em um sistema de tratamento, conforme conclusdes detalhadas
descritas a seguir:

» A concentracdo de E2 foi rapidamente reduzida pelo lodo ativado em
todas as condig¢bes consideradas. Sendo observada a oxidacdo de E2
para E1;

» Quando foi utilizado o lodo inativado, EE2 teve a maior remocao,
provavelmente devido a adsorcdo de EE2 no lodo;

» E1 e EE2 foram mais facilmente removidos da fase aquosa, quando
elevados teores de SSV e concentragdes de metanol estavam presentes
e gquando 0 meio sintético, rico em amdnia, foi utilizado;

» A adsorcdo dos estrogénios sobre a lodo pode contribuir para a sua
remocdo da fase aquosa (remocdo de 76,7% de E1; 81,5% de E2 e
94,0% de EE2 ap6s 24 h de ensaio);

» A remocdo do estrogénio sintético, EE2, foi mais dificil, mas também
ocorreu por adsor¢ao no lodo e/ou por cometabolismo;

» As amostras de lodos ativados provenientes da mesma ETE, porém
coletadas em diferentes dias, apresentaram comunidades bacterianas
similares;

» O lodo inativado, obtido através de autoclavagem, resultou numa
semelhanca de menos de 50,0% em relagdo ao lodo ativado;

» A biodegradacdo aer6bia, que ocorre em sistemas convencionais, como
lodos ativados, é um importante mecanismo para atenuar 0s horménios
de aguas residuais domésticas (principalmente horménios naturais). A
eficiéncia deste mecanismo depende das condigBes operacionais, que
sdo favorecidas na presenca de fontes de carbono e de aménia, quando
se trata da remogdo de E1 e EE2.

Conclusdes da sequnda etapa:

A partir da operacdo do reator de enriquecimento foi possivel
verificar que a hipdtese formulada é verdadeira. A presenca de horménios,
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como principal fonte de carbono externa, em reatores bioldgicos,
possibilitou o desenvolvimento de microrganismos especificos, capazes de
realizar a degradacdo destes compostos. Especificamente, algumas
conclusdes podem ser feitas:

>

>

As bactérias aerdbias, selecionadas no reator de enriquecimento, tém
uma elevada capacidade para degradar os horménios naturais, E1 e E2;
As bactérias aerdbias ndo foram capazes de remover do reator de
enriquecimento 0 hormbdnio sintético, EE2, quando os horménios
naturais estavam presentes;

Na presenca dos horménios, as bactérias mais adaptadas foram
selecionadas e permaneceram no reator por um longo periodo de
tempo;

As bactérias aer6bias que permaneceram no reator de enriquecimento
podem usar os horménios naturais como fonte de carbono e energia
para seu crescimento;

Observou-se o0 acimulo do horménio sintético EE2 no reator, pois as
bactérias ndo foram capazes de assimilar tal composto recalcitrante;
Depois de trinta dias de funcionamento do reator, o nimero de bandas,
identificadas pela anélise de PCR-DGGE, foi menor em comparagéo
com o primeiro més de operagdo. Isso pode indicar que a solucdo de
alimentacdo foi apropriada para selecionar um grupo de bactérias
heterotrdficas capazes de degradar horménios naturais (E1 e E2).

Concluses da terceira etapa:

A prévia operagdo do biorreator a membrana deu subsidio para
entender melhor o funcionamento do sistema;

O piloto de MBR utilizado no tratamento de esgoto sintético apresentou
eficiéncia de remocéo dos hormdnios de 98,4, 99,6 e 65,1% para E1,
E2 e EE2, respectivamente, confirmando a potencialidade de tal
sistema para o tratamento de esgotos com foco na remocgdo destes
compostos;

Foi verificada baixa eficiéncia de remocdo de aménia no sistema de
tratamento avaliado, indicando a necessidade de aprimorar tal remogéo.
Provavelmente esta melhoria ird aumentar a eficiéncia de remogéo de
EE2, pois observou-se que esta remogdo esta diretamente relacionada a
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eficiéncia do processo de nitrificacdo e acdo das bactérias autotroficas,
devido a ocorréncia do processo de cometabolismo;

Observou-se que o in6culo do sistema ndo possuia a presenca, em
guantidades adequadas, de microrganismos nitrificantes, bem como a
composicdo do esgoto sintético ndo foi apropriada, pois apresentou
baixos valores de pH, ocasionando valores reduzidos no interior do
reator. Ambos 0s casos sdo responsaveis pela baixa eficiéncia de
remocao de amonia observada. Desta forma, verificou-se a necessidade
de substituir tais condi¢Bes para possibilitar a ocorréncia do processo
de nitrificacdo e consequentemente o aumento da eficiéncia de remocéo
do composto sintético EE2 através do processo de cometabolismo.

Conclusdes da quarta etapa:

Ap6s o monitoramento de dois sistemas piloto de tratamento de

esgoto, constatou-se que tanto o biorreator a membrana quanto o reator de
lodos ativados, ambos operados em batelada sequencial, foram capazes de
promover a retencdo e o desenvolvimento de bactérias degradadoras de
hormdnios. Portanto a hipotese de que o0 MBR seria mais eficiente néo foi
confirmada. As principais conclus6es obtidas sdo apresentadas a seguir:

>

>

Os reatores MBR e LA apresentaram resultados bastante satisfatorios
em termos de remocao das variveis fisico-quimicas e de horménios;
Observou-se que a existéncia do processo de nitrificacdo € crucial para
a eliminacdo de EE2 do esgoto doméstico, pois permite a ocorréncia do
processo de cometabolismo;

A eficiéncia de remog¢do dos hormdnios naturais (E1 e E2) foi superior
a 98% em ambos os reatores, durante todo o periodo operacional de
120 dias. JA o composto sintético (EE2) foi removido com uma
eficiéncia de 90,8 + 1,4% pelo reator MBR e de 95,7 + 2,3% pelo
reator LA, no Gltimo més de monitoramento, ap6s a operagdo do reator
por trés vezes a idade do lodo de 30 dias;

Ndo foram observadas diferencas significativas relacionadas a
eficiéncia dos reatores, em termos de remocao das variaveis avaliadas,
devido as diferengas operacionais existentes em cada sistema;
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>

51

O sistema de lodos ativados operado em batelada sequencial
demonstrou ser tdo eficiente quanto um biorreator a membrana também
operado em batelada sequencial;

A elevada eficiéncia obtida no sistema LA foi possivel devido a
presenca de um sistema de separacdo entre sélidos e liquidos que
permitiu a retirada apenas do liquido sem provocar a perda dos sélidos,
permitindo a total retencdo dos mesmos no sistema. Desta forma, a
principal vantagem atribuida aos sistemas MBR foi conseguida em um
reator de lodos ativados bem operado em batelada sequencial.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Identificar os microrganismos que apresentaram capacidade em
degradar os hormdnios;

Realizar o estudo da genémica dos microrganismos presentes em
reatores que apresentam elevada capacidade de degradacdo de
hormonios por comparagéo;

Avaliar menores concentragGes de hormonios, para possibilitar a direta
extrapolacéo dos resultados obtidos para um ambiente real,

Monitorar a presenca de desreguladores endécrinos em estacdes de
tratamento de esgoto, para verificar a ocorréncia dos principais
compostos, bem como a quantidade excretada e a eficiéncia obtida em
diferentes processos;

Realizar o estudo de biodegradagdo dos compostos juntamente com a
identificacdo de intermediarios e avaliar o potencial poluidor dos
subprodutos gerados;

Avaliar a quantidade de horménios adsorvidos ao lodo dos reatores
para possibilitar a realizacdo de um balango de massa no sistema de
tratamento;

Avaliar a toxicidade do efluente gerado em sistemas de tratamento
bioldgico operados objetivando a remocao de micropoluentes;

Realizar o estudo da remocdo do residual de hormonios obtido no
efluente tratado a partir de processos oxidativos avancados.
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