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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obten¢do do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

REMOCAO DE DESREGULADORES ENDOCRINOS POR DISTINTAS
COMUNIDADES MICROBIANAS EM REATOR DE LEITO MOVEL COM
BIOFILME

Elisangela Edila Schneider

Novembro/2015

Orientadora: Marcia Walquiria de Carvalho Dezotti

Programa: Engenharia Quimica

Reatores de leito mével com biofilme (MBBR) com distintas comunidades
microbianas foram utilizados para avaliar o destino do 17f-estradiol (E2) e do 17a-
etinilestradiol (EE2), considerando tanto as concentragdes na fase aquosa quanto na
biomassa. Trés sistemas MBBR operaram em paralelo com distintos efluentes sintéticos
para o desenvolvimento de culturas ricas em bactérias heterotroficas (MBBR-H), em
bactérias autotroficas (MBBR-A) e com ambos os grupos (MBBR-HA). A adi¢do dos
estrogénios resultou na producdo excessiva de exopolimeros nos trés reatores, além da
inibi¢do da nitrificagdo no MBBR-A (com posterior recuperagdo). A biodegradagdo foi
a principal forma de remocao dos estrogénios. O MBBR-A apresentou as melhores
eficiéncias de remog¢ao do EE2 por biodegradacao (69,6 — 71,2%). Com relagdo ao E2, a
biodegradacao (87,1 — 93,1%) e a adsor¢@o na biomassa (1,2 — 7,4%) foram similares
entre as comunidades microbianas investigadas. A remocdo dos estrogénios por
adsor¢ao no biofilme correspondeu a valores inferiores a 0,001%, devido ao baixo
crescimento da biomassa aderida. J4 a adsor¢do aos sélidos em suspensdo se mostrou
mais evidente na biomassa heterotrofica (15,5 — 24,9%). A influéncia do tempo de
retengdo hidraulica (TRH) entre 8 ¢ 12 h ndo foi significativa na remog¢do global dos

estrogénios em cada um dos sistemas MBBR.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

ENDOCRINE DISRUPTORS REMOVAL BY DIFFERENT MICROBIAL
COMMUNITIES IN MOVING BED BIOFILM REACTOR

Elisangela Edila Schneider

November/2015

Advisor: Marcia Walquiria de Carvalho Dezotti

Department: Chemical Engineering

Moving bed biofilm reactors (MBBR) with different microbial communities
were used to evaluate 17B-estradiol (E2) and 17a-ethinylestradiol (EE2) fate,
considering concentrations in aqueous phase and biomass. Three MBBRs systems
operated in parallel with different synthetic wastewater for development of enriched
cultures of heterotrophic (MBBR-H), autotrophic (MBBR-A) and with both groups
(MBBR-HA). Estrogens addition resulted exopolymers overproduction in all MBBR
systems, and nitrification inhibition occurred in MBBR-A (with subsequent
recuperation). Biodegradation was the main removal pathway. MBBR-A presented
better EE2 removal efficiencies by biodegradation (69.6 — 71.2%). E2 biodegradation
(87.1 — 93.1%) and sorption (1.2 — 7.4%) were similar among the microbial
communities investigated. Biofilm sorption in mass balances represented less than
0.001% in comparison with all estrogens fates, due to the low increment observed in
attached biomass. EE2 removal by sorption in suspended biosolids was more evident in
heterotrophs biomass (15.5 — 24.9%). No significant influence of hydraulic retention
time (HRT) between 8 and 12 h was observed in global estrogens removal of each

MBBR system.
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1. INTRODUGCAO

Com o crescimento da populacdo e, consequentemente, com uma maior produgao
industrial e agricola, a demanda de 4gua no Brasil tem aumentado nos ultimos anos.
Somado a isso, o Brasil vem sofrendo com a crise hidrica na regido sudeste,
principalmente no ultimo ano, além do ja conhecido problema da seca no sertdo
nordestino e o impacto da reducdo dos volumes dos reservatérios na produgdo
energética brasileira (ANA, 2015). Por estes motivos, a preservacdo dos recursos
hidricos torna-se essencial para sobrevivéncia e desenvolvimento do pais.

Atrelado a situacdo atual dos recursos hidricos, o intenso e crescente
desenvolvimento de novos compostos sintéticos tem resultado em um niimero cada vez
maior de contaminantes encontrados no meio ambiente, seja em corpos hidricos, solo ou
ar (BOLONG et al., 2009; DIAZ-CRUZ et al., 2009). Apesar das inimeras pesquisas
realizadas nos ultimos anos, ainda se conhece muito pouco sobre as quantidades
despejadas, o comportamento, as formas de degradacdo, os destinos e os efeitos toxicos
de muitos dos compostos sintéticos que foram introduzidos no meio ambiente, oriundos
das atividades humanas (GABET-GIRAUD et al., 2010; GUITART ¢ READMAN,
2010; PLOSZ et al., 2010; SIPMA et al., 2010; HE et al., 2013).

O progresso na quimica analitica instrumental e nas técnicas de extragdo tem
permitido a detec¢do de uma faixa mais ampla de compostos € em concentragdes cada
vez menores em amostras ambientais, contribuindo para o conhecimento do problema
dos micropoluentes (poluentes que estdo presentes no meio ambiente em concentragdes
na ordem de microgramas e nanogramas por litro) (KUSTER et al., 2008; GUITART ¢
READMAN, 2010).

Dentre os compostos classificados como micropoluentes existem o0s
desreguladores enddcrinos (DE) que sdo substancias exogenas que interferem de
diversas formas no sistema endocrino dos organismos. De acordo com CONROY et al.
(2007), os estrogénios naturais e sintéticos sdo os desreguladores enddcrinos que
apresentam maior estrogenicidade. A principal fonte de estrogénios no meio ambiente ¢
o0 esgoto sanitario (SIM et al., 2011; SHI et al., 2013), devido a presenga de estrogénios
naturais (estrona, 17f-estradiol, estriol) e sintéticos (17a-etinilestradiol) que sdo
excretados pelos seres humanos diariamente através da urina e fezes.

As Estacoes de Tratamento de Esgoto (ETE) existentes foram projetadas

basicamente para a remog¢ao de particulados, substancias carbonéceas e, no melhor dos



casos, para remo¢ao de nutrientes (AURIOL et al., 2006; BOLONG et al., 2009;
LUNDSTROM et al., 2010; PLOSZ et al., 2010; RACZ e GOEL, 2010; SILVA et al.,
2012; TRAN et al., 2013; LUO et al., 2014b), que normalmente sdo eficientemente
removidos pelas ETEs, porém, a remocao dos desreguladores endocrinos ocorre apenas
parcialmente.

A maior parte dos desreguladores enddcrinos que entra nas ETEs ¢
constantemente despejada no meio ambiente devido ao desconhecimento dos
mecanismos completos de degradacdo e das melhores condi¢des operacionais que
favoregam a sua remocgao, além da auséncia de uma legislacao especifica (BOLONG et
al., 2009; LUO et al., 2014b). A prevengdo da contamina¢ao do meio ambiente através
da melhoria da eficiéncia de remog¢ao destes compostos nas ETEs deve ser o principal
foco das pesquisas, ja que inumeros efeitos adversos em animais tém sido relatados na
literatura (ROUTLEDGE et al., 1998; ALTMANN et al., 2012; HAMID e¢
ESKICIOGLU, 2012).

De acordo com o “Diagnéstico dos Servicos de Agua e Esgoto” publicado pela
Secretaria Nacional de Sancamento Ambiental (SNSA, 2012), no Brasil 48,3% do
esgoto gerado ¢ coletado e desses apenas 38,7% ¢ tratado, evidenciando a significativa
quantidade de esgoto in natura que ¢ descartada continuamente no meio ambiente. Estes
percentuais alarmantes geram uma necessidade de desenvolvimento e/ou melhoria de
tecnologias de tratamento que sejam eficientes e, principalmente, economicamente
viaveis, para aplicacdes em ETEs ja existentes no territorio nacional.

Intmeros tratamentos t€ém sido propostos e estudados para avaliar a remocao de
desreguladores endocrinos de forma mais efetiva, como por exemplo: adsor¢do em
carvao ativado (WESTERHOFF et al., 2005; SNYDER et al., 2007, CHANG et al.,
2009a), ozonizagao (HUBER et al., 2005; WESTERHOFF et al., 2005; AURIOL et al.,
2006; BILA et al., 2007; LARCHER et al., 2012; MARGOT et al., 2013), processo
Fenton (XU et al., 2013b; LI e ZHANG, 2014), UV solar (FRONTISTIS et al., 2012;
KOUTANTOU et al., 2013), oxidagdo catalitica (BISTAN et al., 2012; CHEN et al.,
2012a; HAN et al., 2012) e processos de separagdo por membranas (KIMURA et al.,
2004; NGHIEM et al., 2004; YOON et al., 2004; BOLONG et al., 2009; SILVA et al.,
2012). Entretanto, a maior parte destas tecnologias implica em um aumento
consideravel do custo operacional para o tratamento do esgoto sanitario, além do custo

adicional de instalacdo de uma nova etapa de tratamento.



Neste contexto, muitos tratamentos biologicos tém sido avaliados na remocgao de
desreguladores enddcrinos, tanto em estudos em escala de laboratério quanto em ETEs,
com o intuito de esclarecer as rotas de biodegradacdo, as melhores condicdes
operacionais € 0S micro-organismos responsaveis pela remoc¢do destes compostos
(TRAN et al., 2013). Estes estudos sdo realizados, na sua maioria, em sistemas com
biomassa em suspensdo, sendo pouco avaliado o desempenho dos reatores de biomassa
fixa. Na literatura aberta existem poucas pesquisas relacionadas com a remoc¢do de
estrogénios utilizando o reator de leito mdvel com biofilme (MBBR) como tratamento
biolégico principal (LUO et al., 2014a; LUO et al., 2015) ou como tratamento terciario
(GUNNARSSON et al., 2009; LUNDSTROM et al., 2010).

De acordo com alguns estudos da literatura, as bactérias que oxidam a amonia
(BOA) podem cometabolizar desreguladores endocrinos como os estrogénios (VADER
et al., 2000; SHI et al., 2004; YI ¢ HARPER, 2007; KHUNJAR et al., 2008; DE
GUSSEME et al., 2009; SKOTNICKA PITAK et al., 2009). Da mesma forma que
outros pesquisadores afirmam que bactérias heterotroficas seriam mais favoraveis a
biodegradacdo destes compostos do que as bactérias autotroficas (SHI et al., 2004;
GAULKE et al.2008; KHUNIJAR et al., 2011). Porém, a defini¢do de todas as rotas de
biodegradacdo de forma concisa ainda nédo foi estabelecida (TRAN et al., 2013).

Na presente tese buscou-se identificar qual ou quais das comunidades microbianas
estariam envolvidas na biodegradagdo dos estrogénios naturais e sintéticos em reator
com biomassa fixa, o MBBR. Este tipo de reator apresenta uma vantagem com relacao a
outros sistemas de biomassa em suspensdao devido ao elevado tempo de retencdo da
biomassa, o que conforme a literatura poderia favorecer a remoc¢do de desreguladores
endocrinos (CLARA et al., 2005; TRAN et al., 2013; YU et al., 2013; LUO et al.,
2014a).

Outra vantagem do sistema MBBR frente a tratamentos com lodo em suspensao ¢
a baixa geracdo de lodo que posteriormente precisa de um descarte adequado. O
processo de estabilizacdo de lodo tradicionalmente utilizado ¢ a digestdo anaerobia.
Entretanto, baixas remogdes de estrogé€nios tém sido atingidas em digestores anaerdbios
(CHAWLA et al., 2014; LI ¢ ZHANG, 2014), o que levaria a uma propagacdo da
contamina¢do por DE através da utilizacdo do lodo estabilizado como fertilizante na
agricultura (TERNES et al., 1999a; LIU ¢ WONG, 2013; YU et al., 2013). Por este

motivo, os processos de tratamento bioldgico que gerem uma menor quantidade de lodo



a ser descartado, como o0 MBBR, tornam-se mais atrativos, além de proporcionarem um
menor custo de disposi¢do e a preven¢do da contaminacao do solo.

Resultados contraditérios podem ser observados na literatura quanto a efetividade
da adsor¢do de DE na biomassa como um meio importante na remocao, além da
indefini¢do do local onde ocorreria a biodegradagao dos compostos: na fase aquosa ou
adsorvidos no lodo (BANIHASHEMI e DROSTE, 2014). Alguns autores observaram
que a adsor¢do de estrogénio no lodo corresponderia a apenas 10% da remogado global
(ANDERSEN et al., 2003; JOSS et al., 2004; TERNES et al., 2004; GABET-GIRAUD
et al., 2010), enquanto que outros relataram elevadas concentragdes de estrogénios
adsorvidas (CLARA et al., 2004; HOLBROOK et al., 2004; CIRJA et al., 2008; DE
GUSSEME et al., 2009; SHI et al., 2013). Poucas pesquisas tém investigado a
concentragdo de hormonios no lodo, possivelmente devido as dificuldades analiticas
para quantificar os estrogénios numa matriz tdo complexa quanto a biomassa. Por este
motivo, neste trabalho foram quantificadas as concentracdes de estrogénios tanto na
fase aquosa quanto na biomassa (biofilme e s6lidos em suspensao) e, através do balango
de massa, foi possivel quantificar a contribui¢do da biodegradacdo na remogao global

dos estrogénios.



2. OBJETIVOS DA TESE

O objetivo desta tese de doutorado foi avaliar a influéncia de distintas
comunidades microbianas na eficiéncia de remog¢ao de estrogénios (17p-estradiol, 17a-
etinilestradiol) através da operacdo de trés reatores de leito médvel com biofilme em
paralelo: reator autotrofico (MBBR-A), reator heterotrofico (MBBR-H) e reator
heterotrofico/autotrofico (MBBR-HA).

Os objetivos especificos desta tese de doutorado foram:

e Avaliar os efeitos da adicdo dos estrogénios na operagdo em estado estacionario

dos trés sistemas MBBR;

e Acompanhar a eficiéncia da nitrificacdo e da remocdo de matéria organica nos

reatores autotrofico, heterotrofico e autotrofico/heterotrofico;

e Investigar o destino dos estrogénios durante o tratamento biologico, através da

quantifica¢do na fase liquida e no biofilme (adsor¢do);

¢ Quantificar e comparar as eficiéncias de remog¢ao dos estrogénios estudados para

as trés comunidades microbianas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Desreguladores endocrinos

De acordo com uma publicagdo da Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
desregulador endécrino (DE) ¢ “uma substancia ou mistura exdgena que altera funcgdes
do sistema endocrino e consequentemente causa efeitos adversos a saude de um
organismo intacto, ou de seus descendentes, ou (sub) populacdes” (UNEP e WHO,
2013). Na literatura, distintos termos tém sido utilizados para designar desreguladores
enddcrinos, como por exemplo: perturbadores endocrinos, disruptores endocrinos,
interferentes endocrinos e interferentes hormonais (BILA e DEZOTTI, 2007;
GHISELLI e JARDIM, 2007; PADUA et al., 2009).

Inumeras substancias tém sido classificadas como desreguladores endocrinos, ou
apresentam fortes indicios de que sejam capazes de interferir no sistema endocrino dos
organismos. Os DE podem ser classificados em alguns grupos como ftalatos,
alquilfendis, organoclorados, bisfenol A, parabenos, hidrocarbonetos poliaromaticos,
metais pesados, pesticidas (inseticidas, herbicidas, fungicidas), bifenilas policloradas,
dioxinas, furanos, fitoestrogénios, estrogénios naturais e sintéticos (BIRKETT e
LESTER, 2003; BILA ¢ DEZOTTI, 2007; GHISELLI e JARDIM, 2007).

A lista de substancias que tém sido classificadas como desreguladores enddcrinos
continua aumentando, conforme dados apresentados por alguns 6rgaos como U.S.EPA
(United States — Environmental Protection Agency) (U.S.EPA, 2015), European
Comission (European Comission, 2015) ¢ ECHA (European Chemicals Agency)
(ECHA, 2015); comportamento este, ja esperado, devido a elevada complexidade do

sistema endécrino (FILALI-MEKNASSI et al., 2004; BOLONG et al., 2009).

3.1.1 Estrogénios

Os estrogénios naturais (estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3)) e
sintéticos (17a-etinilestradiol (EE2)) sdo hormdnios esteroides, cujas moléculas contém
um anel aromatico (anel A), dois anéis ciclohexano (anéis B e C) e um anel

ciclopentano (anel D) (YU et al., 2013), conforme identificado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Estrutura quimica dos estrogénios: a) estrona (E1), b) 17B-estradiol (E2)
(com identificag¢des dos carbonos e dos anéis da estrutura padrao de estrogénios) e c)

17a-etinilestradiol (EE2).

Os hormonios naturais sdo responsaveis pelo desenvolvimento do sistema
reprodutivo feminino nas mulheres, sendo produzidos principalmente pelos ovarios e
em pequenas quantidades pelas glandulas adrenais (U.S.EPA, 2011). E1, E2 e E3 sdo
produzidos naturalmente por todos dos vertebrados, incluindo os seres humanos (HAN
et al., 2012; YU et al, 2013). Os estrogénios sintéticos sao utilizados como
contraceptivos, em terapia hormonal na menopausa e no tratamento de alguns tipos de
cancer (prostata, mama e endométrio) (SBIB, 2015). O 17a-etinilestradiol ¢ o
estrogénio sintético mais comumente utilizado em pilulas anticoncepcionais (YU et al.,
2013).

Os estrogénios sao 0s compostos que apresentam os maiores valores de
estrogenicidade obtidos pelo ensaio YES (Yeast Estrogen Screen), com valores de
poténcia estrogénica relativa ao 17B-estradiol de 0,2 para estrona, 1,0 para 17f-estradiol
e 1,32 para 17a-etinilestradiol (CONROY et al., 2007). Por este motivo, os estrogénios
naturais e sintéticos podem ser biologicamente ativos em concentragdes tdo baixas
quanto na ordem de nanogramas por litro (ROUTLEDGE et al., 1998; BOLONG et al.,
2009). DESBROW et al. (1998) sugerem que os estrogénios sdo os principais
responsaveis pela estrogenicidade do esgoto sanitario in natura e tratado.

As propriedades fisico-quimicas dos estrogénios t€ém um papel importante na
predicdo do destino e comportamento destes compostos, tanto em sistemas de
tratamento quanto no meio ambiente (HAMID e ESKICIOGLU, 2012). Na Tabela 3.1
estdo detalhadas as principais propriedades dos estrogénios foco desta tese de

doutorado.



Tabela 3.1: Propriedades fisicas dos estrogénios (Fonte: U.S.EPA, 2013).

Estrogénio
Propriedade Estrona 17B-estradiol 17a-etinilestradiol

(E1) (E2) (EE2)
Foérmula quimica Ci3H» 0, Ci3H»40, C,0H»40,
Peso molecular (g/mol) 270,37 272,39 296,40
Solubilidade na agua (mg/L) 30,0 3,6 11,3
Pressdo de vapor (kPa) 3,00x 107 3,00x 10°® 6,00 x 107
Log Kow 3,13-3,43 3,94-4,01 3,67—-4,15
Log K. 3,02-438 2,90 — 4,01 2,71 -4,65

A partir dos valores de pressdo de vapor da Tabela 3.1 observa-se que os
estrogénios sdo compostos organicos com baixa volatilidade (CLOUZOT et al., 2008;
SILVA etal., 2012).

O coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) ¢ definido como a razdo entre a
concentragdo de uma substdncia em octanol e a sua concentracdo em agua. Este
coeficiente ¢ um indicador da hidrofobicidade de um composto e pode determinar a sua
afinidade pela matéria organica (GHISELLI ¢ JARDIM, 2007; CLOUZOT et al., 2008).
Conforme Tabela 3.1, os valores de log de Kow para os compostos estrogé€nicos
apresentam-se entre 3,13 e 4,15, sendo classificados com natureza hidrofébica (SILVA
et al., 2012) ou moderadamente hidrofobica (HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

Os hormoénios com valores de log Kow entre 3 e 5 sdo considerados hidrofobicos,
apresentando uma elevada tendéncia a acumular no lodo dos sistemas de tratamento
(TERNES et al., 2002; DIAZ-CRUZ et al., 2009) e uma baixa solubilidade em 4dgua
(HAMID e ESKICIOGLU, 2012), o que significa que a adsor¢do deve ser um fator
importante na redugdo destes compostos na fase aquosa (CLOUZOT et al., 2008;
SILVA etal., 2012).

Outro parametro relevante ¢ o coeficiente de adsorcdo (Koc) que define a
adsor¢do de um composto em carbono organico. Na auséncia de interagdes iOnicas
fortes, a adsor¢do dos compostos depende do conteudo organico no solo e sedimentos
(CLOUZOT et al., 2008). A movimentagdo dos estrogénios nas matrizes ambientais
parece ser influenciada pela presenca de carbono orginico na forma coloidal

(HOLBROOK et al., 2004). O coeficiente de adsor¢do tem relagdo direta com o




coeficiente de particdo octanol/agua, ou seja, quanto maior a hidrofobicidade de um

composto, maior serd a sua afinidade pela matéria organica.

3.2 Mecanismos de acdao dos DE

Em praticamente todos os animais multicelulares, ha dois principais sistemas que
controlam e coordenam conjuntamente o funcionamento do organismo como um todo: o
sistema nervoso e o sistema endécrino (EUROPEAN COMISSION, 2015).

O sistema endocrino ¢ uma rede complexa presente em inimeros organismos,
como por exemplo, mamiferos, passaros e peixes, sendo composto por: glandulas
enddcrinas, hormonios e receptores. O sistema endocrino regula todos os processos
biologicos do corpo incluindo o desenvolvimento do cérebro e do sistema nervoso, o
crescimento, sistema reprodutivo, metabolismo, niveis de aglicar no sangue, entre
outros. As glandulas enddcrinas, localizadas em todo o corpo, produzem os hormdnios
que sdo langados na corrente sanguinea ou em outros fluidos extracelulares, atuando
como mensageiros quimicos. Apesar dos hormonios atingirem todas as partes do corpo,
apenas as células alvo com receptores compativeis sdo capazes desencadear respostas
para regular o funcionamento normal do organismo (BIRKETT e LESTER, 2003;
U.S.EPA, 2011; EUROPEAN COMISSION, 2015). Na Figura 3.2 ¢ possivel observar o
sistema enddcrino no corpo do ser humano.

Os mecanismos pelos quais as substincias desregulam o funcionamento do
sistema enddcrino sao complexos e ainda nao foram totalmente elucidados (FILALI-
MEKNASSI et al., 2004). Sabe-se que as altera¢des ocorrem quando os desreguladores
endocrinos interagem de alguma forma com os receptores hormonais, modificando a
sua resposta natural.

De acordo com a literatura, alguns mecanismos de acdo podem ser atribuidos a
capacidade dos DE em (BIRKETT e LESTER, 2003; FILALI-MEKNASSI et al., 2004;
BOLONG et al., 2009; PADUA, 2009; U.S.EPA, 2011; SILVA et al., 2012):

a) Mimetizar os efeitos dos hormonios enddgenos: pode ocorrer o acoplamento dos
DE aos receptores hormonais, induzindo uma resposta similar as células ao

imitar a acao de um hormonio especifico (efeito agonista);



b) Bloquear o receptor: o DE pode se acoplar ao receptor hormonal sem produzir
nenhuma resposta, apenas bloqueando o acesso do horménio ao receptor (efeito
antagonista);

c) Desregular hormoénios e receptores: os DE podem alterar a sintese, o
metabolismo e a regulagao dos hormonios e receptores, estimulando ou inibindo

a producdo de hormonios naturais.
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Figura 3.2: Sistema enddcrino do ser humano (adaptado de U.S.EPA, 2011).

3.3 Fontes e destinos dos estrogénios

As principais fontes que contribuem para o aporte de estrogénios no meio

ambiente sdo os efluentes da pecuaria e o esgoto sanitario in natura e tratado (FILALI-
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MEKNASSI et al., 2004; KIMURA et al., 2004; NAKADA et al., 2006; CIRJA et al.,
2008; SIM et al., 2011; SHI et al., 2013).

De acordo com o estudo realizado por CHANG et al. (2009b) sobre os principais
contribuintes da contaminagdo por DE em um rio urbano, sugeriu-se que 62,7% seriam
devido a soma dos hormoénios presentes em esgoto in natura, 29,4% de esgoto sanitario
tratado e 7,9% de fonte desconhecida (possivelmente de uma industria farmacéutica).
Em regides com densidade populacional elevada, os efluentes de ETEs podem
representar parcelas significativas da vazao de corpos receptores, principalmente em
periodos secos onde ocorrera um menor efeito de diluicdo (RACZ ¢ GOEL, 2010). Em
todos os casos o aporte de estrogénios através do esgoto sanitario representa uma fonte
de contaminag¢do por DE significativa ao meio ambiente.

O ser humano produz estrogénios naturais que sdo excretados diariamente através
da urina e fezes (MARGOT et al., 2013), conforme valores estimados que estdo
apresentado na Tabela 3.2. Com relagdo aos estrogénios sintéticos, apenas uma parcela
¢ metabolizada pelo organismo e o restante ¢ eliminado pela urina e/ou fezes
(CARBALLA et al., 2004). No caso do EE2, valores maiores que 50% da quantidade
ingerida podem ser excretados pelo organismo sem ter sido utilizado (JOHNSON e

WILLIAMS, 2004).

Tabela 3.2: Excregao diaria (pg) per capita de estrogénios por humanos (adaptado de
JOHNSON et al., 2000).

Excrec¢ao diaria per capita (ng)
Categoria

E1l E2 EE2
Homens 39 1,6 -
Mulheres menstruando 8,0 3,5 -
Mulheres na menopausa 4,0 2,3 -
Mulheres gravidas 600 259 -
Mulheres utilizando anticoncepcional - - 35

Assim como os seres humanos, os animais produzem e excretam hormonios que
sdo eliminados através das fezes e urina; problema este que se intensifica em locais
destinados para criagdo de animais confinados (LEE et al., 2011; ZHENG et al., 2013).

Hormonios sintéticos sdo utilizados na criagdo de animais na prevengdo de doencas,
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como promotores de crescimento € para o aumento da produtividade (MANICKUM e
JOHN, 2014). Na Tabela 3.3 estdo apresentadas as concentracdes totais de estrogénios

excretadas por alguns tipos de animais.

Tabela 3.3: Valores estimados da concentragao de estrogénio total excretado por

animais (adaptado de HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

Concentracao total de estrogénio
Rebanho Tipo excretado (pg.d'l)
Urina Fezes
Bezerro 15 30
Bovino Fémea 99 200
Fémea gravida 320 -104.320 256 —7.300
Fémea 82 21
Suino :
Fémea gravida 700 —17.000 61
Fémea 3 20
Ovino
Macho 3 22

Os estrogénios sdo excretados dos seres humanos pela urina na forma de
conjugados dos compostos de origem e em menor quantidade (5 — 10% do total) na
forma livre pelas fezes (ADLERCREUTZ e JARVENAA, 1982 apud MARTI e
BATISTA, 2014). Estes compostos conjugados sdo formados pela adicdo de grupos
glucoronideos e sulfatos nas posi¢des C3 e/ou C17 dos estrogénios, conforme pode ser
observado na Figura 3.3. De acordo com os estudos de TERNES et al. (1999b), o 178-
estradiol foi encontrado quase que exclusivamente na forma E2-3-glucuronideo, a
estrona como El-3-sulfato e o 17a-etinilestradiol em ambas as formas conjugadas.
Apos esta modificagdo na estrutura quimica, suas propriedades fisico-quimicas tornam-
se distintas dos estrogénios livres, sendo mais soliveis em dgua e biologicamente
inativos (BIRKETT e LESTER, 2003; FILALI-MEKNASSI et al., 2004; HAMID ¢
ESKICIOGLU, 2012; MARTI e BATISTA, 2014).

Apo6s serem excretados, os hormonios conjugados sdo transformados novamente
em estrogénios livres/ativos pela agdo de processos bioldgicos ao longo dos sistemas de
coleta de esgoto ¢ durante o tratamento nas ETEs (TERNES et al., 1999a; TERNES et

al. 1999b). Esta clivagem ocorre pela agdo das enzimas glucuronidase e arilsulfatase,
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produzidas por alguns micro-organismos (GOMES et al., 2009 apud BANIHASHEMI e
DROSTE, 2014). A hidrdlise dos conjugados glucuronideos ocorre devido a alta
densidade populacional de bactérias como a Escherichia coli no esgoto sanitario, que
sdo capazes de sintetizar a enzima [-glucuronidase (TERNES et al.,, 1999b;
D’ASCENZO et al., 2003).
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Figura 3.3: Estruturas quimicas de alguns estrogénios conjugados: a) E1-3-
glucoronideo, b) E1-3-sulfato, ¢) E2-3-glucoronideo, d) E2-3-sulfato e e) E2-17-sulfato
(adaptado de RACZ e GOEL, 2010).

Esta transformac¢do dos glucuronideos inicia-se ainda nos tanques sépticos e nas
redes de coleta do esgoto sanitario, diferentemente dos conjugados com sulfato que
ocorre mais lentamente (D’ASCENZO et al., 2003). Como a estrona normalmente se
encontra na forma conjugada com sulfato (TERNES et al., 1999b), esta lentiddo na
clivagem de conjugados com sulfato seria um dos motivos pelos quais se observa o
aumento da concentracdo de estrona ao longo dos sistemas de tratamento, além de este
composto ser o primeiro subproduto da rota de biodegradagdo do E2 (TERNES et al.,
1999b; SHI et al., 2004; REN et al., 2007). De acordo com D’ASCENZO et al. (2003)
os conjugados glucuronideos sdo quase que completamente hidrolisados apds a
passagem por ETEs (84 — 97%), ao contrario dos conjugados com sulfato, como o E1-3-

sulfato, cuja conversao observada foi de apenas 61%.
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Intmeros estudos da literatura t€ém quantificado as concentracdes de estrogénios
em amostras de esgoto sanitario, cujos valores apresentam uma grande variabilidade a
partir dos limites de deteccdo até 3.180 ng/L, com uma distribuicdo de concentracio
normalmente na seguinte ordem E1 > E2 > EE2 (RACZ e GOEL, 2010), conforme pode
ser observado nos dados da Tabela 3.4. A avaliagdo da presenca de estrogénios em
efluentes e residuos provenientes da pecudria ¢ escassa na literatura. No estudo de SIM
et al. (2011), avaliou-se a presenca de estrogénios no efluente gerado na produgao de
animais confinados na Coré¢ia, com valores de 0,169 — 8,15 pg E1/L, 0,064 — 0,634 pg
E2/L e valores de EE2 menores que o limite de deteccao.

Os destinos dos estrogénios normalmente sdo o0s corpos receptores (aguas
subterraneas e superficiais) e/ou o solo, conforme apresentado no fluxograma da Figura
3.4. No caso da utilizacdo de lodo de excesso das ETEs e do proprio esterco como
fertilizante, observou-se um longo periodo para degrada¢dao do E2 no solo (12 — 18
meses), conforme estudos de STUMPE e MARSCHNER (2009). Os estrogénios
presentes nestes residuos podem ser carregados pela acdo da chuva ou de irrigacdo e,
desta forma, intensificar a contaminagao dos corpos receptores.

Estudos prévios t€ém demonstrado a presenca de estrogénios em concentragdes a
nivel trago em aguas superficiais principalmente devido a degradacdo incompleta nas
estagdes de tratamento de efluentes que sdo posteriormente descartados no meio
ambiente, além do efeito de diluicdo nos corpos receptores (KUSTER et al., 2008;
BOLONG et al., 2009; HAN et al., 2012; XU et al., 2013b). A aplicacdo de excesso de
lodo das ETEs como fertilizante ¢ uma forma de disposi¢ao deste residuo comumente
utilizada, que introduz nutrientes e matéria organica ao solo. Entretanto, um ponto
negativo desta pratica ¢ a presenga de estrogénios e outros micropoluentes adsorvidos
no lodo que podem acumular em plantas ou migrar através do solo até aguas
subterraneas (MANICKUM e JOHN, 2014; MARTI e BATISTA, 2014). A presenca de
estrogénios em aguas subterraneas foi comprovada nos Estados Unidos (79 — 230 ng/L)
e na Franga (0,4 — 1,2 ng/L) (LUO et al., 2014b), sendo devida, possivelmente, pela
utilizagdo de agua de retso para irrigagdo e/ou aplicacdo de lodo como fertilizante,
ambos provenientes de ETEs (TERNES et al., 1999a; DIAZ-CRUZ et al., 2009; LIU e
WONG, 2013; YU et al., 2013).

Destas matrizes aquosas, tanto superficiais quanto subterrdneas, podem ser
captadas as aguas para abastecimento publico. Entretanto, o tratamento convencional

das Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) ndo é capaz de destruir totalmente os
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estrogénios presentes, resultando no fato de que a agua potavel acaba sendo a principal

fonte de contaminag¢do dos seres humanos (BIRKETT e LESTER, 2003).

Tabela 3.4: Concentragdes de estrogénios encontradas em esgoto sanitario.

Concentracio média e desvio padrio

Pais (minimo — maximo) (ng/L) Fonte
E1l E2 EE2
Lo 84 +£97 119 £ 83 30+29
Africa do Sul MANICKUM e JOHN, 2014
) ) )
566 + 125 143 £ 139 421 + 166
PESSOA et al., 2014
(<LD-3050) | (<LD-776) | (<LD-3180)
870 £40 1.330+ 70 840 + 50
) ) )
. 890 £ 50 2.270 + 120 1.260 £ 90
Brasil FROEHNER et al., 2011
) ) )
1.380 = 70 1.450 =70 600 £ 30
) ) )
40 21 5
TERNES et al., 1999a
) ) )
Maéx. 104 Méx. 66,9 Max. 5,7 ATKINSON etal., 2012
20+ 3,1 30+£3,0 “ND SARAVANABHAVAN et
Canada ) ) al., 2009
49 15,6
- SERVOS et al., 2005
(19— 78) (2,4 - 26)
. - 17
Coréia *ND SIM et al., 2011
(13-52) )
71,2 20,4 GABET-GIRAUD et al.,
Franca *ND
(18,8 — 170) (5,1-37,9) 2010
Japio ) ) - NAKADA et al., 2006
(28,7 -197) (13,3- 25.8)

*ND: ndo detectado.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos divulgou em 2015 um

rascunho da quarta lista de contaminantes (Contaminant Candidate List 4 - CCL) onde

estdo incluidos os seguintes estrogénios: estrona, 17B-estradiol, estriol e 17a-

etinilestradiol. A CCL ¢ uma lista de contaminantes que atualmente ndo fazem parte do

escopo de nenhuma legislacdo, tanto proposta quanto promulgada, para agua potavel
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dos Estados Unidos, mas que ja foram detectados em sistemas de tratamento de agua

(U.S.EPA, 2015).
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Figura 3.4: Fontes e destinos de estrogénios no meio ambiente (adaptado de

HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

A Unido Europeia propds a inclusdo de estrogénios em uma lista de quimicos
perigosos prioritarios sugerindo padrdes de qualidade para a legislagdo de 3,0 ng.L™”,
04 ngL' e 0035 ngL' para El, E2 e EE2, respectivamente (EUROPEAN
COMISSION, 2015). Entretanto, at¢ o momento ndo existe nenhuma legislacio no
Brasil e em outros paises com concentracdes maximas permitidas destes estrogénios
para descarte de efluentes, utilizagdo de lodo ou como padrio de potabilidade (DIAZ-

CRUZ et al., 2009; MANICKUM e JOHN, 2014; MARTI ¢ BATISTA, 2014).
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3.4 Efeitos causados pela exposiciao a desreguladores enddécrinos

Conforme apresentado no capitulo 3.1, diversas substincias quimicas podem
interferir no sistema endocrino de animais e do ser humano. Nas ultimas décadas,
inimeros estudos tém sido publicados na literatura com evidéncias dos efeitos em
animais (moluscos, crustdceos, peixes, répteis, passaros, mamiferos) causados pelos
desreguladores enddcrinos, tanto em testes de laboratorio como no seu habitat natural
(BIRKETT e LESTER, 2003; FILALI-MEKNASSI et al., 2004; NGHIEM et al., 2004;
U.S.EPA, 2011).

Compostos estrogénicos com concentragdes na ordem de 0,1 a 1,0 ng.L'1 sdo
capazes de induzir respostas bioldgicas em organismos aquaticos, principalmente na
reprodugdo, desenvolvimento e crescimento destes organismos (ROUTLEDGE et al.,
1998; ALTMANN et al., 2012). De acordo com as revisdes bibliograficas publicadas
por BILA ¢ DEZOTTI (2007) e HAMID e ESKICIOGLU (2012), alguns efeitos foram
observados em animais pela acdo de DEs, isoladamente ou presentes em efluentes e
corpos receptores, como por exemplo, indugdo da sintese de vitelogenina (VTG) no
plasma sanguineo, feminizagdo de peixes, hermafroditismo, alteracdo nas gonadas,
declinio na reproduc¢do ¢ mudangas de comportamento no acasalamento.

O efeito da exposi¢do a desreguladores enddcrinos em plantas tem sido pouco
investigado na literatura em comparacdo ao efeito em animais. A presenca dos
estrogénios E1 e E2 influenciaram no crescimento, na morfologia e na floracdo de
mudas de girassol e batata (JANECZKO e SKOCZOWSKI, 2005; BROWN, 2006 apud
HAMID e ESKICIOGLU, 2012).

Apesar das inimeras evidéncias sobre os efeitos dos desreguladores enddcrinos
em animais, os efeitos adversos destes compostos a satde dos seres humanos s3o pouco
compreendidos e, algumas vezes, controversos cientificamente (U.S.EPA, 2011;
HAMID e ESKICIOGLU, 2012). Nas revisdes publicadas por BOLONG et al. (2009) e
MANICKUM e JOHN (2014) observa-se que alguns autores sugerem vinculos entre
DEs e efeitos nos seres humanos, incluindo diminuicdo da qualidade/quantidade de
esperma, aumento do risco de cancer (testiculo, prostata, ovarios € mama), defeitos no
sistema reprodutivo feminino (ovdarios policisticos, endometriose) e disfungdo da
tireoide.

Existem poucas evidéncias dos efeitos de desreguladores endodcrinos nos seres

humanos, exceto nos casos em que houve uma exposi¢cdo acidental a estes compostos
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(acidentes industriais, contaminacdo de alimentos ou ingestdo inadequada de
medicamentos) como os exemplos descritos na Tabela 3.5 (FILALI-MEKNASSI et al.,
2004). Um dos exemplos apresentados ¢ o caso em que dietilestilbestrol foi prescrito
para mulheres gravidas com o intuito de evitar o aborto espontdneo, o que resultou em
efeitos nos seus descendentes. As filhas destas mulheres apresentaram esterilidade e
cancer vaginal e nos filhos observaram-se anomalias em Orgdos sexuais, contagem
média de espermatozoides diminuida e risco de cancer nos testiculos (BIRKETT e
LESTER, 2003; U.S.EPA, 2011).

A exposi¢ao de organismos adultos a desreguladores enddcrinos pode resultar nos
efeitos detalhados anteriormente apenas em dosagens elevadas, cujos efeitos geralmente
desaparecem apos a interrupcao da exposi¢do aos compostos. Entretanto, sugere-se que
pequenas dosagens de desreguladores enddcrinos sejam suficientes para afetar o
desenvolvimento de fetos e recém-nascidos, com possibilidade de alteracdes
permanentes nestes organismos (COLBORN et al., 1993; BOLONG et al., 2009).

A Organizagdo Mundial da Satde publicou em 2012 um documento sobre
desreguladores enddcrinos com a janela de sensibilidade do desenvolvimento do ser
humano, apresentada na Figura 3.5 (WHO, 2012). Nesta figura estdo detalhados os
periodos em que cada Orgao/sistema ¢ formado e/ou modificado ao longo do
desenvolvimento do ser humano e que estaria suscetivel aos efeitos dos DEs. E
importante ressaltar que em alguns casos a janela de sensibilidade se estende até o
nascimento, infancia ou mesmo periodos apos a puberdade.

Neste contexto, investigacdes sistemdticas devem ser conduzidas para obter um
maior entendimento dos efeitos dos DEs em animais, plantas e na saide humana,
principalmente no que diz respeito a efeitos de longo prazo de exposi¢do. Entretanto,
cabe ressaltar a existéncia de dificuldades intrinsecas na avaliacdo de efeitos dos DEs,

principalmente em seres humanos.
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Tabela 3.5: Efeitos da exposicao de seres humanos a concentracdes moderadas de desreguladores endocrinos (adaptado de FILALI-MEKNASSI

etal., 2004).

Desregulador Enddcrino

Efeito

Dietilestilbestrol Exposicao durante o periodo pré-natal causa em mulheres: cancer vaginal, deformidades no
(DES) utero, infertilidade e em homens: baixa producdo de esperma, hipospadia e criptorquidia.
Kepone Exposicao ocupacional em homens causa azospermia e infertilidade.
Exposicao de adultos conduz a cloracne, aumenta o risco de doenca cardiovascular; aumenta o
Dioxina risco de cancer na tireoide, leucemia; exposi¢do em fetos leva ao aborto espontaneo, defeitos

de nascenga, crescimento reduzido dos dentes.

PCB e dibenzofuranos

Exposicao de adultos leva a mudangas na tireoide, lesdes na pele; exposicao em fetos conduz a
deficiéncias no desenvolvimento neural, imunodeficiéncias, problemas auditivos, alteragdes

nos 6rgaos genitais.

Consumo de peixes contaminados

(PCBs, metais pesados)

Em mulheres: ciclos menstruais menores; nos seus descendentes: deficiéncias cognitivas,

retardamento no desenvolvimento neural, nascimento de criangas com tamanhos menores.
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Figura 3.5: Janela de sensibilidade do desenvolvimento do ser humano a desreguladores

endodcrinos (adaptado de WHO, 2012).

3.5 Tipos de tratamento para remocao de desreguladores enddcrinos

Conforme descrito previamente no capitulo 3.3, o destino dos desreguladores
enddécrinos depende de inUimeros fatores: (a) caracteristicas intrinsecas dos
desreguladores endocrinos, como hidrofobicidade, biodegradabilidade, solubilidade,
volatilidade, entre outros, (b) caracteristicas do efluente (composi¢ao, pH, entre outros)
e (c) etapas existentes no sistema de tratamento de efluentes e suas condicdes
operacionais (LUO et al., 2014b).

A maioria das Estagdes de Tratamento de Esgoto existentes ndo foi projetada para
remog¢ao de desreguladores enddcrinos, resultando em baixas eficiéncias de remocgao
(AURIOL et al., 2006; BOLONG et al., 2009; LUNDSTROM et al., 2010; PLOSZ et
al., 2010; RACZ e GOEL, 2010; SILVA et al., 2012; TRAN et al., 2013; LUO et al.,
2014b). Os principais mecanismos envolvidos na remogao dos estrogénios nas ETEs

englobam:

e Adsorcdo: A adsor¢ao dos estrogénios pode ocorrer em particulas presentes no
efluente (so6lidos coloidais e em suspensdo, sedimentos, 6leos & graxas, micro-

organismos) ou adicionadas durante o tratamento (biomassa do tratamento
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biologico, carvao ativado, coagulantes), sendo um mecanismo importante na
remogao destes compostos do esgoto sanitario (FILALI-MEKNASSI et al.,
2004). Entretanto, ¢ importante ressaltar que na adsor¢do ndo ocorre a

mineralizagdo dos compostos, apenas a sua transferéncia de fase.

e Degradacao biotica e/ou abidtica: A degradagdo dos estrogénios normalmente
ocorre na etapa de tratamento biologico, principalmente de forma bidtica, tanto

em sistemas aerobios quanto em anaerdbios.

Tratamento Primario

Durante o tratamento primério de ETEs a remocao dos estrogénios pode ocorrer
por adsor¢ao/sedimentacdo, entretanto, baixas eficiéncias de remocdo tém sido
observadas, normalmente nulas ou até mesmo negativas (CARBALLA et al., 2004,
JOHNSON et al., 2005; SERVOS et al., 2005; GABET-GIRAUD et al., 2010). O
aumento da concentracdo dos estrogénios ao longo do tratamento primario foi
observado com a estrona em alguns estudos (CARBALLA et al., 2004), comportamento
este que pode ser explicado pela lentidao na clivagem da forma conjugada da estrona
com sulfato (D"ASCENZO et al., 2003). Os hormonios também podem se associar aos
6leos & graxas presentes no esgoto sanitario, sendo removidos por flotagdo
(CARBALLA et al., 2004; AURIOL et al., 2006; KOH et al., 2008; HAMID e
ESKICIOGLU, 2012).

Uma pequena melhora na remog¢do pode ser observada nos casos em que uma
etapa de coagulagdo/floculagdo ¢ inserida antes do processo de sedimentagdo. O
processo de coagulagdo com sais de ferro ou aluminio apresentou eficiéncias de
remog¢ao menores que 5% (WESTERHOFF et al., 2005; AURIOL et al., 2006; CHANG
et al., 2009a) e menores que 35% quando associado a adi¢do de polimero (GABET-
GIRAUD et al., 2010).
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Tratamento Biologico

Nas ETEs existentes, o tratamento bioldgico ¢ a etapa que apresenta maior
eficiéncia de remog¢do de estrogénios, tanto por adsor¢cdo na biomassa quanto por
biodegradagao (MARTI e BATISTA, 2014). Um maior detalhamento dos mecanismos
de adsorcdo e biodegradacdo dos estrogénios durante o tratamento bioldgico sera

apresentado nos capitulos 3.6 e 3.7, respectivamente.

A utiliza¢do de enzimas como lacase e manganés peroxidase tem sido estudada
por alguns autores na remocdo de estrogénios em amostras sintéticas com bons
resultados (eficiéncias de remocdo > 95%) (SUZUKI et al., 2003; LLORET et al.,
2012). A agdo enzimatica da lacase na remocao de estrogénios nao foi afetada pela sua
utilizagdo em efluentes municipais no estudo de AURIOL et al. (2007), sendo uma

opgao para melhoria do tratamento bioldgico que deve ser melhor investigada.

Tratamento Terciario

Com o intuito de aperfeigoar a remo¢ao de micropoluentes nas ETEs, tem-se
avaliado diversos tratamentos para polimento do esgoto tratado. A adicdo da maioria
destas tecnologias as ETEs melhora significativamente a eficiéncia de remocao dos
estrogénios. Entretanto, algumas desvantagens estdo atreladas ao seu uso, como alto
custo, aumento do consumo energético e producao de subprodutos téxicos, sendo pouco
utilizadas em tratamento de esgoto em escala industrial (KOH et al., 2008; DE
GUSSEME et al., 2009; LLORET et al., 2012).

A adsor¢do em carvao ativado em pé (CAP) ou granular (CAG) pode ser utilizada
para remocao de estrogénios atingindo elevadas remog¢des em testes com amostras
sintéticas limpas (WESTERHOFF et al., 2005; SNYDER et al., 2007; CHANG et al.,
2009a). Entretanto, no tratamento de efluentes reais pode ocorrer a competicdo por
adsor¢do nos sitios ativos com outros compostos presentes, com consequente redugdo
das eficiéncias de remog¢do (RACZ e GOEL, 2010; SILVA et al., 2012; LUO et al.,
2014b). As desvantagens intrinsecas do processo sdo: (a) reposicdo constante na

utilizagdo de CAP, (b) regeneracdo das colunas de CAG (aumento do consumo
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energético) e (c¢) transferéncia de fase dos estrogénios sem a sua destrui¢do (KOH et al.,

2008).

As membranas de microfiltracio (MF) e ultrafiltracdo (UF) removem apenas
estrogénios que estejam associados com particulas coloidais ou em suspensdo, devido
ao fato que as moléculas dos estrogénios sao menores que o didmetro do poro destas
membranas (AURIOL et al., 2006; KOH et al., 2008; RACZ ¢ GOEL, 2010; LUO et
al., 2014b). Nestes casos, observam-se rejeigoes baixas, menores que 40% (YOON et
al., 2004; YOON et al., 2006; SILVA et al., 2012), que podem ser melhoradas pelo
acoplamento com tratamento bioldgico nos biorreatores com membranas (CHANG et
al., 2009a; DE GUSSEME et al., 2009). Por outro lado, as membranas de nanofiltragao
(NF) e osmose inversa (OI) apresentam elevadas rejei¢des dos estrogénios (KIMURA et
al., 2004; NGHIEM et al., 2004; YOON et al., 2004; BOLONG et al., 2009; SILVA et
al., 2012). As desvantagens da utilizagdo de membranas para remoc¢ao de estrogénios
sdo: (a) geracdo do rejeito concentrado que precisa ser destinado corretamente; (b) custo
da implantacdo/substituicio das membranas de NF e OI; (c¢) problemas com
incrustagoes ¢ (d) elevado consumo de energia (AURIOL et al., 2006; KOH et al.,
2008; RACZ e GOEL, 2010).

Muitos estudos tém sido publicados a respeito da utilizagdo de Processos
Oxidativos Avangados (POA) com otimas eficiéncias de remogdo de estrogénios:
ozoniza¢do (HUBER et al., 2005; WESTERHOFF et al., 2005; AURIOL et al., 2006;
BILA et al., 2007; LARCHER et al., 2012; MARGOT et al., 2013), Fenton (XU et al.,
2013b; LI e ZHANG, 2014), radiagdo ultravioleta solar (FRONTISTIS et al., 2012;
KOUTANTOU et al., 2013), oxidagédo catalitica (BISTAN et al., 2012; CHEN et al.,
2012a; HAN et al., 2012) e as suas combinagdes (GERRITY et al., 2011).

A principal preocupacdo na utilizagdo de POAs no tratamento de efluentes com
estrogénios ¢ a oxidagdo parcial dos compostos com possibilidade de formagdo de
subprodutos que possuam estrogenicidade similar ou maior aos compostos de origem
(BILA etal., 2007; LARCHER et al., 2012; SILVA et al., 2012; LUO et al., 2014b). De
acordo com CHEN et al. (2012a), ¢ importante evitar a oxidag¢ao parcial através da
utilizacao de dosagens/tempo de contato maiores. Apesar dos POAs apresentarem boas
eficiéncias de remocdo, a sua utilizacdo ¢ restrita a sistemas de tratamento de agua,

devido ao seu alto custo de instalacdo e/ou operacao.

23



A remocdo de estrogénios por cloragdo durante o tratamento de agua tem sido
investigada resultando em remogdes parciais dos compostos (WESTERHOFF et al.,
2005; AURIOL et al., 2006). Apesar de a cloragdo ser um tratamento de menor custo
em comparacao aos POAs, ha a possibilidade de formagao de subprodutos clorados ndo

desejaveis (KOH et al., 2008).

3.6 Adsorcao de desreguladores endocrinos no lodo biolégico

Conforme apresentado anteriormente no capitulo 3.1.1, os estrogénios apresentam
uma tendéncia a adsor¢do em lodo bioldgico pela sua natureza hidrofébica (SILVA et
al., 2012) ou moderadamente hidrofobica (HAMID e ESKICIOGLU, 2012), observada

pelos coeficientes de particdo octanol/agua (Kow).

A adsorcao dos estrogénios ¢ um processo exotérmico (a concentragdo de
equilibrio da adsor¢do diminui com o aumento da temperatura) e rapido, atingindo o
equilibrio entre 10 min e 1 h (REN et al., 2007; YI ¢ HARPER, 2007; FENG et al.,
2010). Através de estudos termodinamicos observou-se que adsor¢do € espontinea (AG
=-15,18 a -16,35 kJ.mol™ para EE2) e ha a predominancia da adsor¢io fisica sobre a
quimica, devido as baixas energias de ligagdo dos estrogénios (FENG et al., 2010). A
afinidade de adsorcdo em lodo bioldgico observada entre os estrogénios geralmente

segue a ordem decrescente de EE2 > E1 > E2 (REN et al., 2007).

A maioria dos estudos da literatura que avaliam a presenca/remocgdo de
estrogénios em ETEs e amostras ambientais, ndo quantifica diretamente a concentragdo
dos compostos na fase sélida (lodo biologico, sedimento, etc.), apenas na fase aquosa.
Este problema ocorre possivelmente devido as dificuldades analiticas na quantificagdo
de estrogénios em amostras solidas, onde sdo necessarias algumas etapas adicionais de

limpeza.

Na literatura ndo existe um consenso a respeito de a adsor¢ao corresponder ou nao
a uma parcela significativa da remoc¢ao de estrogénios em ETEs. Em alguns estudos,
observou-se que a remogdo dos estrogénios por adsorgdo ¢ significativa (CLARA et al.,

2004; HOLBROOK et al., 2004; CIRJA et al., 2008; DE GUSSEME et al., 2009),
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atingindo 40 a 50% do estrogénio removido no estudo de SHI et al. (2013). Porém,
outros autores contabilizam que a remoc¢do dos estrogénios por adsor¢do tipicamente
ndo atinge 10% (ANDERSEN et al., 2003; JOSS et al., 2004; TERNES et al., 2004;
GABET-GIRAUD et al., 2010). Em um sistema de lodo ativado estimou-se que 50 a
75% dos estrogénios presentes adsorveram nos flocos em suspensdo no tanque de
aeracdo, porém menos de 2% dos estrogénios presentes na alimentacdo foram
removidos juntamente com o excesso de lodo (ANDERSEN et al., 2005). Na Tabela 3.6
estdo apresentados alguns casos em que as concentragdes dos estrogénios foram

quantificadas em amostras de lodo bioldgico.

Tabela 3.6: Concentragdes de estrogénios adsorvidos em lodo biologico.

Concentracao (ug.kg’l, peso seco)
Fonte
E1l E2 EE2
6,8+0,3 7,1+0,2 0,7+0,1 CHEN et al. (2012b)
- - 1,1x10°~2,4x10° | FENG etal., 2010
3,16 — 351 17,6 —202 - SIM et al., 2011
<2-3)7 5-49 <2-17 TERNES et al., 2002

Esta variabilidade nos resultados de adsor¢do dos estrogénios na literatura pode
ser atribuida as caracteristicas de cada efluente (pH, temperatura, quantidade de matéria
organica), do tipo de tratamento bioldgico e das condi¢des operacionais de cada sistema
(CLARA et al., 2004; STASINAKIS, 2012). O efeito da variacdo do pH do efluente na
adsor¢do de EE2 em lodo ativado foi avaliado por FENG et al. (2010), onde conclui-se
que entre pH de 2,0 e 6,0 ndo houveram diferencas na concentracdo de equilibrio
atingida; diferentemente de valores de pH maiores que 6,0 onde a concentracdo
diminuiu.

Na investigagdo de PETRIE et al. (2014a) a adsor¢do dos estrogénios E2 ¢ EE2
foi influenciada pelo TRS, porém o incremento na adsor¢cdo ndo resultou em aumento
de biodegradagdo dos compostos. BANIHASHEMI e DROSTE (2014) também
avaliaram o efeito do TRS na adsor¢do do EE2 em um sistema de lodo ativado e

concluiram que as maiores constantes de adsor¢ao foram obtidas com TRS de 10 dias.
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Isto pode ocorrer devido as mudancas morfoldgicas da biomassa em reatores operando
com distintos TRS. Desta forma, a quantidade adsorvida também depende das
caracteristicas do lodo bioldgico como tamanho dos flocos em suspensdo, rugosidade,
area disponivel para adsor¢do e da composi¢do de exopolimeros que pode ser afetada
pelas condigdes operacionais ¢ caracteristicas do efluente (AURIOL et al., 2006;

BANIHASHEMI e DROSTE, 2014).

As concentracdes de estrogénios encontradas em lodo biologico remetem a uma
preocupacdo com a utilizagdo do excesso de lodo das ETEs como fertilizantes na
agricultura. Conforme mencionado no capitulo 3.3, os estrogénios presentes no lodo
podem atingir corpos receptores (dguas superficiais e subterraneas) resultando na sua

contaminagdo (MANICKUM e JOHN, 2014; MARTI ¢ BATISTA, 2014).

3.7 Remocao dos estrogénios por biodegradacio

A biodegradacao de estrogénios ¢ considerada a principal etapa de remocao dos
estrogénios nas ETEs, onde as maiores eficiéncias de remocdo sdao observadas
(ANDERSEN et al., 2003; TRAN et al., 2013; YU et al., 2013; LUO et al., 2014b).
Entretanto, distintas eficiéncias de remog¢do tém sido observadas nos tratamentos
bioldgicos investigados na literatura, possivelmente devido a alguns aspectos: a) tipo de
tratamento bioldgico, (b) caracteristicas do esgoto sanitario in natura (capitulo 3.7.1.1),
(c) condicdes operacionais do sistema (capitulo 3.7.1.2), (d) caracteristicas da
comunidade microbiana (capitulo 3.7.1.3) e (e) metodologias de amostragem e de

analise das amostras.

Um ponto que ainda ndo foi completamente esclarecido € a respeito do local onde
a biodegradagdo ocorre: (a) na superficie do floco (ou biofilme), (b) no interior do floco
(ou biofilme) ou (¢) no meio reacional através de enzimas extracelulares (JOSS et al.,
2004; BAGNALL et al., 2012). De maneira geral, o que se observa ¢ a rapida adsorgdo
dos estrogénios ao lodo bioldgico, com posterior redugdo das suas concentragdes tanto
na fase liquida quanto na fase solida (URASE e KIKUTA, 2005; REN et al., 2007,
HASHIMOTO e MURAKAMI, 2009; ZENG et al., 2009; MARTI e BATISTA, 2014).
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O tratamento bioldgico normalmente faz parte do projeto convencional de ETEs e
por este motivo, torna-se mais econdmico e sustentavel aperfeicoar a remocao dos
estrogénios nesta etapa, ao invés de inserir novos tratamentos terciarios ao sistema
(JONES et al., 2007). A seguir estdo detalhados alguns fatores que podem influenciar a

remogao dos estrogénios por biodegradacao.

3.7.1 Fatores que influenciam na biodegradacao dos estrogénios

Assim como para a adsor¢ao dos estrogénios, observa-se comportamento similar
na sua biodegradagdo, com ampla variabilidade na eficiéncia de remocdo destes
compostos entre distintos sistemas de tratamento biologico. Apesar de nem todos os
fatores que influenciam a biodegradagdo terem sido completamente elucidados até o
momento, alguns estudos da literatura tém sugerido que as condi¢des operacionais dos
sistemas biologicos e as caracteristicas da comunidade microbiana envolvida seriam os

fatores com maior efeito na eficiéncia de remocao de estrogénios em ETEs.

Na busca pelo entendimento dos fatores que influenciam a remog¢do dos
estrogénios, bem como os mecanismos pelos quais isto ocorre, torna-se possivel elencar
modificacdes nas ETEs existentes para potencializar a remoc¢do destes compostos.

Alguns destes fatores investigados na literatura estdo detalhados a seguir.

3.7.1.1 Caracteristicas do efluente

A temperatura ¢ o pH podem afetar a atividade microbiana, pois cada micro-
organismo possui uma faixa adequada para seu crescimento, além do efeito destes
parametros sobre a atividade de enzimas (TERNES et al., 1999a; TRAN et al., 2013;
LUO et al., 2014b).

Uma reducdo na temperatura pode resultar em uma diminui¢do na eficiéncia do
tratamento como um todo, devido a redugdo no metabolismo dos micro-organismos

presentes. Entretanto, o efeito da temperatura ndo foi tdo efetivo nas investigacdes de
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GABET-GIRAUD et al. (2010), onde nenhuma altera¢ao na eficiéncia de remogao de
El ¢ E2 foi observada entre as temperaturas de 10 ¢ 20 °C. O mesmo ocorreu na
remog¢ao de estrogénios em 17 ETEs em escala industrial, onde ndo houve correlagdo
linear entre a temperatura do efluente e a eficiéncia de remogdo (R* = 0,005)
(JOHNSON et al., 2005). MANICKUM ¢ JOHN (2014) ndo observaram correlagdo
entre a temperatura (12 — 24 °C) e a remogdo de estrogénios em um sistema de lodo
ativado de ETE. O efeito da temperatura foi observado por LI et al. (2005) em sistema
de lodo ativado em escala de bancada. Neste estudo quanto maior a temperatura (5, 20 e

35 °C) maior a constante da taxa de degradagio de E2.

Baixos valores de pH podem desfavorecer o desenvolvimento de bactérias e, em
contrapartida, favorecer o crescimento de fungos no sistema, diminuindo assim a
remogdo de estrogénios do sistema de tratamento (BOTHE et al., 2000 apud TRAN et
al., 2013).

3.7.1.2 Condicdes operacionais

Relacdo Alimento/Micro-organismos (A/M)

Nos sistemas de lodo ativado utiliza-se o pardmetro operacional A/M que
relaciona a quantidade de alimento disponivel com a quantidade de micro-organismos
presentes. Em sistemas que operam com uma relagdo A/M alta (1 — 5), os micro-
organismos preferem degradar compostos mais facilmente biodegradaveis ao invés de
compostos como os estrogénios. Desta forma, na operacdo de sistemas com aplicagdo
de baixos valores de A/M (< 0,15) os micro-organismos podem ser forcados a
biodegradar os estrogénios e assim, aumentar suas eficiéncias de remocdo (URASE e

KIKUTA, 2005; KOH et al., 2008).
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Tempo de Retencdo Hidraulica (TRH) e Tempo de Retencéo de Solidos (TRS)

A literatura tem apresentado diversas investigagdes sobre a influéncia do tempo
de retengdo hidraulica (TRH) e principalmente do tempo de retencdo de solidos (TRS)
na remog¢do de compostos estrogénicos em tratamentos bioldgicos. Quanto maiores 0s
valores de TRS e TRH melhores eficiéncias de remocao tém sido observadas (TERNES
et al., 1999a; ANDERSEN et al., 2003; JOSS et al., 2004; SERVOS et al., 2005;
HASHIMOTO ¢ MURAKAMI, 2009; CLOUZOT et al., 2010; ESTRADA-ARRIAGA
e MIJAYLOVA, 2011; RACZ et al., 2012).

Um tempo de retengdo de solidos elevado (> 10 d) possibilita o desenvolvimento
de uma maior diversidade microbiana, principalmente no que diz respeito a bactérias de
crescimento lento em sistemas de biomassa em suspensdo, como as nitrificantes que
podem cometabolizar os estrogénios (conforme serd descrito posteriormente) (CLARA
et al., 2005; YU et al., 2013; LUO et al., 2014b). Além disso, longos TRS permitem
que os micro-organismos tenham um tempo maior de exposicdo aos compostos,
desenvolvendo, assim, as enzimas correspondentes para a biodegradacdo dos

estrogénios (TRAN et al., 2013).

Na investigagdo de SERVOS et al. (2005), avaliou-se a remogao de E1 ¢ E2 em
18 ETEs e as maiores eficiéncias de remog¢ao dos estrogénios foram observadas nos dois
sistemas de tratamento com os maiores valores de TRH (> 27 h) ¢ TRS (> 35 dias). No
extremo oposto, os dois sistemas de tratamento com os menores TRS (2,7 e 4,7 dias)
apresentaram as maiores concentragdes de E1 no efluente final produzido, em relagdo a
alimentacdo. De acordo com os resultados obtidos por KOH et al. (2009) e MCADAM
et al. (2010), sugere-se que eficiéncias de remogao por biodegradagdo maiores que 70%

e 80% podem ser atingidas com TRS maiores do que 10 dias e 20 dias, respectivamente.

Entretanto, ao avaliar as relagdes entre a concentracao de E1 no efluente tratado e
os valores de TRS e TRH de 17 ETEs na Europa, JOHNSON et al. (2005) observaram
baixos valores do coeficiente de correlagdo em escala logaritmica dupla, com R? = 0,28
para TRS, R* = 0,39 para TRH total da ETE ¢ R*> = 0,16 para TRH do tratamento

bioldgico apenas.
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3.7.1.3 Comunidade microbiana

Intimeros estudos da literatura t€ém demonstrado que a composi¢ao da comunidade
microbiana afeta diretamente a biodegradagdo de desreguladores enddcrinos, tanto em
escala de bancada quanto em ETEs (YI e HARPER, 2007; DE GUSSEME et al., 2009;
KHUNIJAR et al., 2011). As caracteristicas do efluente (pH, temperatura, concentra¢do
de matéria orginica, concentracdo de estrogénios) e as condi¢cdes operacionais do
sistema (TRS, TRH) podem influenciar direta ou indiretamente a composi¢do da

comunidade microbiana no reator bioldgico.

A relacdo entre as populagdes microbianas esta diretamente relacionada com as
cinéticas de biodegradacdo de estrogénios, conforme apresentado na revisdo
bibliografica de HAMID e ESKICIOGLU (2012), onde estdo compiladas as constantes
de biodegradagdo de diversos estudos. Na investigacdo de KHUNJAR et al. (2011),
concluiu-se que a biodegradagao do EE2 pelas bactérias que oxidam a amdnia € cinco
vezes mais rapida do que pelas bactérias heterotroficas (sem considerar a sua

mineralizagdo).

Na biodegradagdo convencional, conhecida como metabolismo, 0s micro-
organismos utilizam compostos organicos, incluindo os estrogénios, como substratos
primarios e fonte de energia e/ou carbono para o seu crescimento (VADER et al., 2000;
REN et al., 2007; TRAN et al., 2013). Outra forma de biodegradacdo dos estrogénios ¢
o cometabolismo, onde os micro-organismos utilizam outros compostos como fonte de
energia e carbono para o crescimento microbiano e/ou para induzir a expressao de
enzimas que atuam na assimila¢do dos estrogénios (REN et al., 2007, TRAN et al.,
2013; LUO et al., 2014b). Nas Figuras 3.6 ¢ 3.7 estdo apresentados os esquemas
representativos do metabolismo e do cometabolismo, respectivamente, adaptados de

TRAN et al. (2013).
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Figura 3.6: Esquema da biodegradacao dos estrogénios via metabolismo (adaptado de

TRAN et al., 2013).
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Figura 3.7: Esquema da biodegradacao dos estrogénios via cometabolismo (adaptado de

TRAN et al., 2013).
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As bactérias que oxidam a amoénia sdo capazes de cometabolizar os estrogénios
pela enzima amonia monooxigenase (AMO), enquanto que as bactérias heterotroficas
podem metabolizar ou cometabolizar os estrogénios (KHUNJAR et al., 2011; TRAN et
al., 2013). Como os estrogénios encontram-se no esgoto sanitario em concentragdes na
ordem de pug.L™" e ng.L™', ¢ de se esperar que a sua biodegradagio por cometabolismo
seja um mecanismo importante para sua remocao nas ETEs. Entretanto, ainda ndo esta
claro qual ¢ a rota de biodegradacdo dominante na remocdo dos estrogénios: o
metabolismo ou o cometabolismo (YT et al., 2011; TRAN et al., 2013), necessitando-se
de novos estudos para elucidar completamente as rotas de degradagdo/mineralizagdo

dos estrogénios por biodegradagao.

Além do metabolismo e cometabolismo, GAULKE et al. (2008) defendem a
possibilidade de um terceiro mecanismo para transformacdo de estrogénios em reatores
biologicos: a nitritacdo abiodtica. Neste mecanismo ocorre uma reagao indireta abidtica
entre o nitrito produzido durante a nitrificacdo e os estrogénios, com formagdo de
estrogénios nitrogenados (como, por exemplo, 2-nitro-EE2, 4-nitro-EE2, 2.,4-nitro-
EE2). De acordo com os autores, esta reacdo ¢ favorecida pela elevada concentracdo de
nitrito, devido a concentra¢des altas de N-NH;~ (200 — 500 mg.L™"), sendo mais
dificilmente observada em ETEs convencionais onde as concentragdes de nitrito

normalmente sao inferiores a 1 mg.L” A [ o . .
1 30 inferi 1 mg.L" (JORDAO e PESSOA, 2009

A remogdo de estrogénios naturais e sintéticos por lodo ativado nitrificante vem
sendo investigada desde os estudos de VADER et al. (2000). Posteriormente, a partir de
pesquisas com culturas puras de Nitrosomonas europaea pode-se identificar
subprodutos e confirmar que a transformagdo ocorria por cometabolismo
(SKOTNICKA-PITAK et al., 2009). O papel da amdnia monooxigenase (enzima
envolvida na primeira etapa da nitrificacdo) na degradagdo de EE2 foi comprovado por
diversos autores com culturas puras de bactérias que oxidam amoénia (BOA) (SHI et al.,
2004; KHUNJAR et al., 2008; SKOTNICKA PITAK et al., 2009), culturas
enriquecidas de BOA (VADER et al., 2000; YI ¢ HARPER, 2007) ¢ em lodo
nitrificante (REN et al., 2007; DE GUSSEME et al., 2009).

Em alguns estudos da literatura foi observada uma relacdo linear entre a
nitrifica¢@o e a remog¢do de EE2 por culturas enriquecidas de BOA (SHI et al., 2004; Y1
¢ HARPER, 2007, ESTRADA-ARRIAGA ¢ MIJAYLOVA, 2011). Em sistemas

bioldgicos onde a nitrificagdo ndo se estabeleceu devido a, por exemplo, baixos valores
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de TRS e temperatura, observaram-se baixas eficiéncias de remoc¢ao do estrogénio

sintético EE2 (VADER et al., 2000; ANDERSEN et al., 2003; MAENG et al., 2013).

Alguns autores sugerem que a remocao dos estrogénios no tratamento bioldgico ¢é
devido a atividade microbiana heterotréfica ao invés da degradagdo somente por
cometabolismo por bactérias nitrificantes (SHI et al., 2004; GAULKE et al.2008). Isto
foi demonstrado no estudo de BAGNALL et al. (2012) com a alteragdo da fonte de
nitrogénio de amonia para nitrato, o que resultou na diminuicdo do numero de bactérias
que oxidam a amdnia sem afetar a biodegradagao dos estrogénios.

A avaliagdo da atuagdo das bactérias que oxidam a amoénia foi realizada por
alguns autores pela adicdo do composto 1-alil-2-tiouréia (ATU), que possui agdo
inibitoria a enzima AMO, responsavel pela primeira etapa da nitrificacdo (SHI et al.,
2004; DE GUSSEME et al., 2009; FORREZ et al., 2009; KHUNJAR et al., 2011;
RACZ et al., 2012; XIE et al., 2012; MAENG et al., 2013). Uma redugao da eficiéncia
de remocao de EE2 de aproximadamente 40% foi observada nos sistemas com biomassa
nitrificante (cultura ndo pura), apds a adi¢do de ATU na investigacdo realizada por SHI
et al. (2004). Ao se adicionar ATU a cultura pura de N. europaea, verificou-se a
inibigdo completa da remocdo de E2 (SHI et al., 2004). Resultados similares foram
obtidos por RACZ et al. (2012) em que E2 foi quase completamente convertido em dois

reatores em batelada sequencial operando com e sem adigdo de ATU.

SHI et al. (2004) trouxeram pela primeira vez o conceito de que as bactérias que
oxidam a amoénia sdo capazes de biotransformar sem levar a mineralizacdo do EE2, que
ocorre posteriormente pela acdo de bactérias heterotroficas. Posteriormente, outros
autores confirmaram esta teoria nos seus estudos com a identificacdo dos subprodutos
formados na primeira etapa de biotransformacao realizada pelas BOA (YI e HARPER,
2007; DE GUSSEME et al., 2009; KHUNIJAR et al., 2011). Além disso, conclui-se que
as bactérias heterotroficas também sdo capazes de levar a mineralizacdo do EE2
(KHUNIJAR et al., 2011). As bactérias heterotroficas presentes nos reatores biologicos
produzem uma variedade de enzimas monooxigenase ¢ dioxigenase que sdo capazes de
atuar na degradagdo dos estrogénios nestes sistemas (Y1 e HARPER, 2007; GAULKE et
al., 2008).

Muitas bactérias heterotroficas sdo capazes de metabolizar ou cometabolizar
estrogénios naturais e sintéticos, conforme a lista de estudos que isolaram micro-

organismos apresentada na revisdo de YU et al. (2013). WEBER et al. (2005) isolaram
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duas cepas que utilizaram E2 (0,1 — 5,5 mg.L™") e E1 como substrato para crescimento,
mas ndo metabolizaram o EE2: Achromobacter xylosoxidans e Ralstonia sp.. No estudo
de TASUR-KRUH et al. (2011), oito cepas capazes de degradar E2 (80 mg.L™") em E1
foram isoladas, entretanto, destas nenhuma metabolizou EE2 e somente uma foi capaz
de degradar também o E1: EDB-LI1, 98% similaridade com Novosphingobium JEM-1,
identificada como um membro da familia das Sphingomonadaceae. Na investigagdo de
PAUWELS et al. (2008), foram isoladas seis cepas capazes de cometabolizar EE2
somente com a metabolizagdo concomitante de E1, E2 e E3, tanto em concentragdes
altas (5 — 10 mg.L") quanto baixas (100 — 500 ng.L™") dos estrogénios. As cepas
isoladas pertencem aos seguintes filos: proteobactéria alfa (Phyllobacterium
myrsinacearum), proteobactéria beta (Ralstonia pickettii) e proteobactéria gama

(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.).

Uma cepa capaz de degradar EE2 (25 mg.L™") como tnica fonte de carbono foi
isolada por SHI et al. (2002): Fusarium proliferatum (cepa HNS-1), atingindo
eficiéncias de remocdo de 97%. LARCHER e YARGEAU (2013) mostraram a
habilidade de degrada¢do de EE2 por bactérias heterotroficas isoladas, comumente
encontradas em sistemas de lodo ativado (B. subtilis, P. aeruginosa, P. putida, R. equi,
R. erythropolis, R. rhodochrous, R. sopfii). A maior eficiéncia de remogdo foi obtida
com R. rhodochrous, onde EE2 e seus metabdlitos ndo foram detectados apds 48 h. As
outras bactérias apresentaram eficiéncias de remoc¢do na faixa de 21 a 61%. Os autores
avaliaram o efeito da atuagdo de todas as bactérias isoladas conjuntamente, atingindo

uma remocao de 43% ap6s 300 h, sem a observacgdo de efeitos aditivos ou sinérgicos.

De acordo com KHUNJAR et al. (2011), existem diversas rotas para
biodegradacdo dos estrogénios na presenca de bactérias heterotréficas e nitrificantes que
podem variar dependendo das condi¢des operacionais do sistema. De maneira geral,
sugere-se que sistemas com bactérias nitrificantes podem auxiliar na remogao dos
estrogénios, atuando concomitantemente com bactérias heterotréficas para obtengdo de

melhores eficiéncias de remogao destes compostos.
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3.7.2 Rotas de biodegradacio dos estrogénios

Apesar das evidéncias quanto a remog¢ao dos estrogénios naturais e sintéticos por
micro-organismos, existem poucas informagdes a respeito das suas rotas de

biodegradacao.

A biodegradacdo do estrogénio natural E2 normalmente ocorre rapidamente em
sistemas de lodo ativado onde mais de 90% do E2 foi convertido para E1 em 30 min
(TERNES et al.,, 1999b). De acordo com YU et al. (2013), a primeira etapa da
biodegradacdo aerobia do E2 pode ocorrer de quatro formas, sendo uma delas a
dehidrogenacao do anel D em C-17 com formagdo de E1, cuja conversao foi confirmada
experimentalmente por outros autores (TERNES et al., 1999b; SHI et al., 2004; REN et
al., 2007). Na Figura 3.8 estdo apresentadas as rotas de biodegradagio do E2
confirmadas e propostas na literatura (adaptado de YU et al., 2013).
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Figura 3.8: Rotas de biodegradacdo do E2 por bactérias aerobias: (i) hidroxilagdo do
anel A em C-4, (ii) hidroxilacdo do anel saturado, (iii) desidrata¢do do anel D em C-17
e (iv) desidrogenagao do anel D em C-17 (adaptado de YU et al., 2013; rotas

confirmadas em linhas sélidas e rotas propostas em linhas tracejadas).
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O estrogénio sintético 17a-etinilestradiol ¢ mais dificilmente biodegradado em
ETEs devido ao seu grupo etinil, o qual impediria estericamente a atua¢do da enzima e
o metabolismo do composto (PAUWELS et al., 2008). De acordo com YU et al. (2013),
a primeira etapa da biodegradacdo do EE2 pode ocorrer por cinco rotas, conforme
apresentado na Figura 3.9. As rotas de biodegradacao identificadas com as letras (b), (¢)
e (e) sdo realizadas por algas, j& as rotas de interesse nesta tese sdo: (a) hidroxilacdo do
anel A em C-2 e ruptura do anel A por bactérias nitrificantes e (d) conversdo do anel D

em C-17 por bactérias heterotroficas com formagao de El.
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Figura 3.9: Rotas de biodegrada¢do do EE2 por bactérias e algas: (a) hidroxilacdo do
anel A em C-2 e ruptura do anel A por bactérias nitrificantes; (b) conversdao de 3-OH no
anel A por algas; (c) hidroxilagdao do anel B em C-6 por algas; (d) conversao do anel D
em C-17 por bactérias heterotroficas; (¢) conjugagao por algas (adaptado de YU et al.,

2013; rotas confirmadas em linhas so6lidas e rotas propostas em linhas tracejadas).

E importante ressaltar que a remogio da estrona nos sistemas de tratamento deve
ser avaliada com cuidado, ja que além da sua desconjuga¢ao na forma com sulfato ser
mais lenta que outros estrogénios (TERNES et al., 1999b; D’ASCENZO et al., 2003), a
estrona também ¢ um subproduto da biodegradacdo do 17B-estradiol e do 17a-
etinilestradiol podendo apresentar constantes de biodegradacdo ndo condizente com a
realidade. No estudo de TERNES et al. (1999b) a estrona aparentemente permaneceu

resistente a biodegradagao por 4h, sendo entdo removida em 50% ap6s 24h.
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3.8 Reator de leito movel com biofilme

O reator de leito movel com biofilme (Moving Bed Biofilm Reactor — MBBR) foi
desenvolvido no final da década de 80 na Noruega, sendo considerado um reator
hibrido, onde a biomassa se desenvolve aderida em suportes que se movimentam
livremente pelo meio reacional. Na Figura 3.10 estdo apresentados dois esquemas
representativos da operagdo do MBBR de forma aerdbia, onde a movimentacdo dos
suportes ocorre devido a aeracdo, e andxica/anaerdbia, onde a movimentagdo ocorre por
agitacdo mecanica. Em ambos os casos, os suportes sdo retidos no reator pela instalagao

de peneiras na saida.
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Figura 3.10: Esquema operacional do MBBR (a) aerobio e (b) andxico/anaerdbio

(adaptado de VEOLIA, 2012).

Neste tipo de reator s@o utilizados suportes plasticos para maximizar a area
superficial disponivel para o desenvolvimento do biofilme. Existem inumeros formatos,
tamanhos e, consequentemente, areas superficiais dos suportes disponiveis, sendo os da
AnoxKaldnes® os mais comumente utilizados. Na Tabela 3.7 ¢ na Figura 3.11 estio
apresentadas as caracteristicas ¢ as imagens dos principais suportes da AnoxKaldnes®,

respectivamente.
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Tabela 3.7: Caracteristicas dos suportes da AnoxKaldnes® (adaptado de VEOLIA,

2012).
Biofilm | Biofilm
Caracteristica K1 K3
Chip-P | Chip-M
Diametro nominal (mm) 9 25 45 48
Comprimento nominal (mm) 7 12 3 2,2
Area especifica superficial (m*.m™) 500 500 900 1.200

(a) (b) (c) (d)
Figura 3.11: Suportes da AnoxKaldnes®: (a) K1, (b) K3, (c) Biofilm Chip-M e (d)
Biofilm Chip-P (VEOLIA, 2012).

Um dos parametros operacionais mais importantes no MBBR ¢ razao de recheio
(Vs/VR), definida como a razdo entre o volume ocupado pelos suportes e o volume total
do reator. De acordo com AYGUN et al. (2008), recomenda-se que a razdo de recheio
seja inferior a 0,7, para que haja uma boa hidrodinamica dos suportes no interior do
reator biologico.

O correto funcionamento/dimensionamento do sistema de aeracdo nos MBBRs
aerdbios ¢ de extrema importancia, pois esta diretamente relacionado a transferéncia de
oxigénio aos micro-organismos ¢ a manuten¢do da espessura do biofilme, além de
manter 0s suportes em movimento e evitar zonas estagnadas (RUSTEN et al., 2006).
Esta aeracdo intensiva resulta em um aumento no consumo energético que encarece 0s
custos operacionais do MBBR, sendo esta a principal desvantagem do processo.

O sistema MBBR apresenta uma menor perda de carga quando comparado a
outros reatores com biofilme em suportes fixos (RUSTEN et al., 2006). Ao se comparar
o MBBR com sistemas bioldgicos convencionais, como sistema de lodos ativados,
algumas vantagens sdo citadas na literatura: redu¢@o na area requerida para construgao,
com possibilidade de eliminacdo do decantador secunddrio, além da necessidade de
menores TRH; area interfacial elevada entre biofilme e substratos; resisténcia a cargas

de choque; baixa dependéncia das caracteristicas do lodo para obten¢do de efluente de
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qualidade; TRS elevado com sistema sem recirculagao de lodo; estabilidade operacional
(RUSTEN et al., 2006; @DEGAARD, 2006; AYGUN et al., 2008). De acordo com
KHAN et al. (2013), a utilizagdo de sistemas MBBRs no tratamento de efluentes
domésticos e industriais vem crescendo, principalmente quando a etapa de nitrificagdo ¢

requerida.

3.9 Remocio de estrogénios por sistemas com biomassa fixa

Nos ultimos anos, uma grande quantidade de estudos tem sido conduzida com o
intuito de avaliar a remog¢do de estrogénios em sistemas de tratamento biologico.
Entretanto, a maior parte destes estudos utilizou reatores bioldgicos com biomassa em
suspensdo, principalmente sistemas de lodos ativados (CARBALLA et al., 2004;
JOHNSON et al.,, 2005; LI et al., 2005; REN et al., 2007, HASHIMOTO e¢
MURAKAMI, 2009; CLOUZOT et al., 2010; GABET-GIRAUD et al., 2010; PLOSZ
etal., 2010; SCHAAR et al., 2010; SUAREZ et al., 2010; RACZ et al., 2012; HE et al.,
2013; SHI et al., 2013; PESSOA et al., 2014; PETRIE et al., 2014a; MANICKUM ¢
JOHN, 2014), sendo pouco investigada a remog¢ao destes compostos em sistemas com
biofilme (KHAN et al., 2013). Apesar disso, LUO et al. (2014b) afirmam que os
resultados obtidos nos poucos estudos com sistemas de biomassa fixa sdo promissores

na remog¢ao de micropoluentes.

De maneira geral, os sistemas com biomassa fixa apresentam algumas vantagens
quanto a sistemas com biomassa em suspensdo, que podem auxiliar na remocao de
estrogénios, como: a) melhor transferéncia de oxigénio e nutrientes no biofilme, b)
elevadas concentracdes de biomassa, c) elevado tempo de retengdo de sélidos e d)
maiores taxas de nitrificagdo (JOHNSON et al., 2005; CLOUZOT et al., 2008; KOH et
al., 2008; SILVA et al., 2012; KHAN et al., 2013). Somado a isso, o descarte de lodo
em excesso nestes sistemas ¢ reduzido quando em comparagcdo com sistemas de
biomassa em suspensdo, o que diminui o problema da propaga¢ao da contaminagdo dos

micropoluentes em lodo utilizado como fertilizante na agricultura.

A remocdo de estrogénios em filtros biologicos de percolagdo normalmente &

incompleta na fase aquosa e inferior as eficiéncias obtidas em outros reatores bioldgicos
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em estudos comparativos (TERNES et al., 1999a; SERVOS et al., 2005; MARTI e
BATISTA, 2014). Estas diferencas observadas na eficiéncia de remoc¢ao dos estrogénios
tém sido atreladas as distintas condi¢cdes operacionais dos sistemas, principalmente o
TRH que normalmente ¢ menor do que 1 h nos filtros biologicos de percolagdo (KOH et

al., 2008) e baixos TRS (BOLONG et al., 2009).

Em um reator de biomassa fixa partindo de concentracdes baixas de E2 e EE2 (45
e 160 pg.L™" respectivamente), obteve-se a remogio quase completa do E2 e eficiéncia
de remocdo de 67% EE2 com TRH de 8 h; ja com TRH de 32 h a eficiéncia de remogao
do EE2 aumentou para 80% (PIEPER ¢ ROTARD, 2011). No estudo de FORREZ et al.
(2009) também foi observada a influéncia do TRH em um reator de leito fixo submerso
na eficiéncia de remocao de EE2, com 96%, 81% e 74% para TRH de 4,3 d,24 he 7,2
h, respectivamente. Entretanto, de acordo com as investigagoes de JOSS et al. (2004), o
TRH teria pouco ou nenhum efeito na remoc¢ao de estrogénios em um reator de leito
fixo de uma ETE, sendo o elevado TRS dos sistemas de biofilme o responsavel pelas
eficiéncias de remocdo de 90 + 3% para E1, >95% para E2 e 69 + 9% para EE2 com
TRH de 35 min.

Na investigacdo de KHAN et al. (2013) o objetivo principal foi avaliar os efeitos
do material do suporte na adesao do biofilme, e por este motivo, a formacao do biofilme
ocorreu em placas (20 x 20 x 0,16 cm) de distintos materiais utilizados para fabricagdo
dos suportes do MBBR. Concomitantemente, também se investigou a remocdo de
estrogénios (1 pg.L"') em sistema de batelada com biofilme nitrificante aderido as
placas, onde se observou que a constante de velocidade de degradagao de EE2 foi
similar ao E1 e E2.

Na literatura aberta existem poucas pesquisas relacionadas com a remogao de
estrogénios utilizando o reator de leito mével com biofilme (MBBR). O sistema MBBR
tem sido avaliado na remocgao de estrogénios como tratamento terciario apds tratamento
convencional de esgoto com ou sem tratamento posterior com 0zonizagdo
(GUNNARSSON et al., 2009; LUNDSTROM et al., 2010). Nestes casos a eficiéncia de
remocao dos estrogénios foi superior a 90%, entretanto as caracteristicas do efluente
alimentado no MBBR eram completamente diferentes de esgoto sanitario. J& como
tratamento bioldgico principal, a remoc¢do de micropoluentes (incluindo os estrogénios)
pelo sistema MBBR foi investigada por LUO et al. (2014a). Os autores atingiram
eficiéncias globais de remog¢ao de 89,6 + 8,5%, 96,2 + 2,2% e 85,2 + 4,5% para E1, E2
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e EE2, respectivamente, com TRH de 24 h em efluente sintético com concentragao

inicial de estrogénios de 5 pg.L™".
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1 Sistemas reacionais

Trés reatores de leito movel com biofilme (MBBR) foram operados em paralelo
para desenvolvimento de distintas comunidades microbianas (Figura 4.1). Os reatores
utilizados foram construidos em acrilico, com dimensdes de 21,5 cm x 15,0 cm x 8,0 cm

(altura, largura e profundidade), resultando em um volume qutil de 2 L para cada reator.
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Figura 4.1: Representacdo esquematica do sistema reacional utilizado (os efluentes

sintéticos estdo detalhados no capitulo 4.2).

O leito movel utilizado para desenvolvimento do biofilme foi o suporte K1 da
AnoxKaldnes®, produzido em polietileno no formato de pequenos cilindros (7,2 mm de
comprimento ¢ 9,1 mm de didmetro), conforme apresentado na Figura 4.2. Este suporte
apresenta densidade aparente de 150 kg.m™ e area superficial disponivel para adesdo de
500 m>.m™ (parte interna). Utilizou-se uma fracdo de enchimento (Vs/Vg) do suporte
K1 de 50% que permaneceu constante nos trés sistemas reacionais, resultando em uma

area disponivel para adesdo do biofilme de 250 m*.m™.
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Figura 4.2: Suporte K1 da AnoxKaldnes®.

Para assegurar a adequada transferéncia de oxigénio aos micro-organismos ¢ a
movimentagdo dos suportes K1, a aeracdo foi promovida pelo borbulhamento de ar
comprimido por meio de difusores porosos (2,5 cm de didmetro e 3,0 cm de

comprimento), sendo a vazao ajustada por um rotdmetro para cada reator.

Com o intuito de minimizar a sua degradacdo e/ou contaminagdo, 0s trés
efluentes sintéticos, descritos no item 4.2, foram mantidos em compartimentos
separados sob refrigeragdo a 4 °C. Os sistemas reacionais foram operados em fluxo
continuo utilizando uma bomba peristaltica da Watson Marlow, modelo 323 com trés

cabegotes — um para cada conjunto efluente/reator.

A partida dos reatores biologicos ocorreu com a adi¢ao do inoculo proveniente
do reciclo de lodo do sistema de lodo ativado da Esta¢do de Tratamento de Esgoto
Alegria da Companhia Estadual de Aguas e Esgotos (CEDAE). A amostra de lodo foi
concentrada por sedimentacdo imediatamente apo6s a sua chegada ao laboratério, sendo
posteriormente adicionada aos trés reatores. Os MBBRs operaram em regime de
batelada nas primeiras 24 h e, posteriormente, em fluxo continuo em duas condigdes

operacionais com tempo de reten¢ao hidraulica (TRH) de 12 e 8 h.

A definicdo das condi¢des operacionais baseou-se nos resultados da literatura
em que aumentando os valores de TRH e TRS (tempo de retengdao dos soélidos)
obtiveram-se as melhores eficiéncias de remoc¢ao de estrogénios (CLARA ef al., 2005;
TRAN et al., 2013; YU et al., 2013; LUO et al., 2014b). Nos sistemas com biofilme o
TRS ¢ elevado devido ao fato que os micro-organismos permanecem aderidos nos

suportes € apenas uma pequena parcela da biomassa se desprende dos suportes e €
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carreada juntamente com o efluente. De acordo com a literatura, para sistemas com lodo
em suspensdao um TRH na ordem de 12h resultou em altas eficiéncias de remocao de

estrogénios (ESTRADA-ARRIAGA e MIJAYLOVA, 2011).

Apds o periodo de estabilizagdo do sistema para adesdo e desenvolvimento do
biofilme nos reatores, adicionou-se a alimentagdo dos estrogénios (E2 e EE2) com o

auxilio de uma bomba peristaltica multicanais da Longer Pump, modelo BT100-2J.

4.1.1 Hidrodinamica dos reatores bioldgicos

A selegdo da vazao de ar comprimido adequada para movimentagao dos suportes
plasticos nos trés reatores bioldgicos ocorreu a partir dos resultados de testes
hidrodindmicos de tempo de mistura. Estes testes devem ser realizados antes do inicio
da operacdo dos sistemas para evitar a existéncia de zonas estagnadas nos reatores
aerdbios, que podem resultar em uma diminuicdo da eficiéncia de remocdo devido a
falta de oxigenacdo e reducdo do coeficiente de transferéncia de massa na regido

estagnada.

Os testes hidrodindmicos para determinagao do tempo de mistura (t,,) dos trés
reatores ocorreram através da técnica de estimulo e resposta, com a adicdo de uma
solugdo concentrada de cloreto de sodio como tragador salino (160 g.L™"). Um pulso
instantaneo de 10 mL do tragador salino foi injetado no ponto de alimentacdo de cada
um dos reatores operando em batelada com agua destilada e suportes plasticos limpos
(sem biofilme). Distintas vazdes de ar (Qg) e, consequentemente, distintas velocidades
ascensionais de ar (Ug) foram testadas nos trés sistemas reacionais, sempre em
duplicata, conforme apresentado na Tabela 4.1. A condutividade na saida dos reatores
foi acompanhada ao longo do tempo utilizando um condutivimetro da Digimed, modelo

DM-32, até a estabilizacdo dos valores observados.
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Tabela 4.1: Vazoes de ar e velocidades ascensionais de ar utilizadas nos testes de tempo

de mistura nos reatores bioldgicos.

MBBR-A MBBR-H MBBR-HA

Qo (L.hY | Us(m.h?) | Qe (L.h?) | Us(mh™) | Qs (L.h™) | Us(m.h™
181 15,1 189 15,8 179 14,9
216 18,0 226 18,8 221 18,4
251 20,9 258 21,5 256 21,3
268 22,4 279 23,3 274 22,8

4.2 Efluentes sintéticos

De acordo com os dados da literatura apresentados anteriormente no capitulo 3.7,
a biodegradacdo dos estrogénios em reatores biologicos aerdbios ¢ devida a
contribuicdo tanto de bactérias heterotroficas quanto de bactérias nitrificantes; cada
comunidade microbiana com cinética ¢ mecanismos de degradagao distintos (RACZ et
al., 2012). Para avaliar a eficiéncia de remocao destas comunidades microbianas em
sistemas com biofilme, trés reatores de leito mével com biofilme (MBBR) foram
operados em paralelo. Efluentes sintéticos distintos foram alimentados em cada um dos
trés reatores, com o intuito de favorecer o desenvolvimento de diferentes comunidades
microbianas em cada sistema em detrimento de outras: 1) cultura enriquecida em
bactérias autotroéficas (MBBR-A), 2) cultura enriquecida em bactérias heterotroficas
(MBBR-H) e 3) cultura com ambos os grupos: bactérias heterotréficas e autotroficas
(MBBR-HA).

Nos experimentos utilizou-se efluente sintético com o intuito de diminuir a
variabilidade da sua composicdo (pH, concentragdo de matéria organica, soélidos
suspensos, entre outros) durante a operacdo. Além disso, o conhecimento dos
compostos presentes auxilia no entendimento da contribui¢do das comunidades
microbianas na remocao de estrogénios nos reatores com biofilme operando em estado

estacionario.
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Efluente Autotrofico

Para o desenvolvimento e enriquecimento do biofilme nitrificante, o reator
autotrofico foi alimentado com um efluente sintético, cuja composicao foi baseada em
LIANG et al. (2011), com algumas adaptagdes em relagdo a concentragdo de cloreto de
amoénio e bicarbonato de sddio para que o reator operasse com pH em torno de 7,0

(Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Composicao do efluente sintético para sistema MBBR-A baseado em

LIANG et al. (2011) com algumas modificacdes.

; o Concentragao

Composto Formula quimica 1

(mg.L™)
Bicarbonato de sodio NaHCO; 900
Cloreto de amonio NH4C1 400
Fosfato de potassio monobasico KH,PO4 140
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0,4.7H,0 30

Efluente Heterotrofico

De acordo com HOOPER e TERRY (1973), alguns compostos sdo capazes de
inibir a enzima amonia monooxigenase (AMO) que ¢ responsavel pela primeira etapa
do processo de nitrificagdo. Com o intuito de avaliar a degradag¢do dos estrogénios
majoritariamente pelas bactérias heterotroficas, utilizou-se o composto 1-alil-2-tiouréia
(ATU) que possui agao inibitoria as bactérias nitrificantes. Desta forma, o ATU (pureza
de 98%, Sigma-Aldrich) foi adicionado ao efluente sintético heterotrofico com
concentracao de 10 mg.L'l, assim como utilizado por diversos autores (SHI et al., 2004;
DE GUSSEME et al., 2009; FORREZ et al., 2009; KHUNJAR et al., 2011; RACZ et
al.,2012; XIE et al., 2012; MAENG et al., 2013).

Para o desenvolvimento de um reator com predominancia de bactérias
heterotréficas utilizou-se o efluente sintético, cuja composicdo foi baseada em
KHUNIJAR et al. (2008) com algumas modificacdes (Tabela 4.3). A fonte de carbono
foi alterada para glicose, simulando um substrato facilmente biodegradavel, com um
valor de DQO em torno de 400 mg.L™' e a concentracdo de nitrogénio amoniacal foi
reduzida para 20 mg.L™", valores médios normalmente observados em esgoto sanitario
(JORDAO e PESSOA, 2009).
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Tabela 4.3: Composicao do efluente sintético para sistema MBBR-H baseado em

KHUNIJAR et al. (2008) com algumas modificagdes.

Composto Formula quimica Concentragao
(mg.L™)
1-alil-2-tiouréia (ATU) C4HgN,S 10
Cloreto de amonio NH,4Cl1 76,4
Cloreto de calcio dihidratado CaClL,.2H,0 5,3
Fosfato de potassio dibasico K>HPO4 136
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 54
Glicose CeH 1205 375
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS04.7H,0 30

Efluente Autotrofico e Heterotrofico

O efluente sintético para desenvolvimento

simultaneo das

comunidades

microbianas autotrofica e heterotrofica foi similar ao efluente heterotrofico descrito

anteriormente (baseado em KHUNJAR et al, 2008), com algumas modificagdes:

aumento da concentragdo de nitrogénio amoniacal ¢ adicdo do bicarbonato de sodio

para controle do pH do meio devido a nitrificagao, conforme detalhado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Composicao do efluente sintético para sistema MBBR-HA baseado em

KHUNIJAR et al. (2008) com algumas modificagdes.

Composto Formula quimica Concentrsiu;éo
(mg.L™)
Bicarbonato de sodio NaHCO:s 400
Cloreto de amonio NH4C1 190
Cloreto de calcio dihidratado CaCl,.2H,O 53
Fosfato de potassio dibasico K,HPO, 136
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 54
Glicose CsH 1206 375
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS04.7H,0 30
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Solugdo de Micronutrientes

Uma solucdo de micronutrientes (Tabela 4.5), baseada na composi¢do proposta
por VISHNIAC e SANTER (1957), foi adicionada aos trés efluentes sintéticos descritos
anteriormente na propor¢io de 0,1 mL.L", conforme utilizado por VADER et al.

(2000).

Tabela 4.5: Composicao da solucdo de micronutrientes (baseado em VISHNIAC e
SANTER, 1957).

Composto Formula quimica Concentzagéo
(9.L7)

Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) Ci0H16N,0g 50

Cloreto de calcio dihidratado CaClL,.2H,0 7,34
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0O 1,61
Cloreto de manganés tetrahidratado MnCl,.4H,0 5,06
Molibdato de amonio tetrahidratado (NH4)6M070,4.4H,0 1,10
Sulfato de cobre II pentahidratado CuS04.5H,0 1,57
Sulfato de ferro II heptahidratado FeSO4.7H,O 4,99
Sulfato de zinco ZnSOy 12,4

4.3 Estrogénios

Os estrogénios utilizados neste estudo foram 17B-estradiol (pureza >98%), 17a-
etinilestradiol (pureza >98%) e estrona (pureza >99%), todos da marca Sigma-Aldrich.
Solugdes padrio dos estrogénios com concentragdes de 5 mg.L™"' foram preparadas com
acetona e armazenadas em frasco ambar a 4 °C, sendo utilizadas para obten¢do das
curvas de calibragdo e inje¢ao de padroes para controle analitico durante as analises por
cromatografia gasosa.

Posteriormente ao periodo de estabilizacdo dos reatores bioldgicos os estrogénios
17B-estradiol e 17a-etinilestradiol foram adicionados aos reatores, separadamente dos
efluentes sintéticos, a partir de uma solucdo estoque mantida sob refrigeracdo a 4 °C
para obtencio de concentragio no efluente de 1.000 pgL”'. A estrona ndo foi

alimentada aos reatores para que fosse possivel quantificar este composto que,
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conforme a literatura, ¢ um produto intermediario na biodegradacdo do 17B-estradiol
(TERNES et al., 1999b).

De acordo com CLOUZOT et al. (2008), para concentracdo por extracdo em fase
solida (EFS) de estrogénios em amostras ambientais ¢ necessaria a utilizagdo de
volumes em torno de 1 L. Devido a baixa vazao de alimentagao utilizada nos reatores
bioldgicos, para a obtencdo de amostras com volumes em torno de 1 L seria necessario
um periodo de aproximadamente 6 h de coleta (TRH de 12 h), o que poderia ocasionar a
degradagdo/alteracio da amostra. Desta forma, optou-se pela utilizacdo de uma
concentragdo maior de estrogénios na alimentacdo para facilitar a etapa analitica de
quantificagdo dos hormonios na fase liquida e reduzir o volume utilizado para EFS.
Além disso, utilizando concentragdes maiores de estrogénios € possivel descriminar
mais claramente as diferencas nos resultados obtidos nos trés reatores biologicos.

Outros autores também utilizaram concentragdes de estrogénio similares ou
superiores (SHI et al., 2004; WEBER et al., 2005; YI e HARPER, 2007; KHUNJAR et
al., 2008; SKOTNICKA-PITAK et al., 2009; CLOUZOT et al., 2010; RACZ et al.,
2012; KHAN et al., 2013; LARCHER ¢ YARGEAU, 2013). De acordo com os estudos
de inibi¢do das bactérias nitrificantes realizados por KHUNJAR et al (2008), a
concentracdo de EE2 de até 1 mg.L" ndo é capaz de inibir as bactérias Nitrosomonas

europaea.

4.4 Metodologia analitica

4.4.1 Demanda quimica de oxigénio

O parametro global utilizado para quantificagdo da matéria organica nos sistemas
foi a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) que representa a quantidade de oxigénio
necessaria para oxidar os compostos biodegradaveis e ndo biodegradaveis de uma
amostra através da acdo de um agente oxidante forte.

O método colorimétrico 5220 do Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2005) foi utilizado para determinacdo da DQO, onde o agente
oxidante ¢ o dicromato de potassio em meio acido (acido sulfurico). A analise ¢
conduzida em uma placa digestora da PoliControl com temperatura de 150°C durante

duas horas. A leitura da absorbancia a 420 nm (DQO na faixa de 10 a 100 mg.L'l) ou
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600 nm (DQO na faixa de 100 a 1000 mg.L™) foi realizada em um espectrofotdmetro da
Hach, modelo DR 2800. Os resultados de DQO séo expressos em mg O,.L™! baseados
em curvas de calibracdo previamente montadas pela analise de padrdes de biftalato de
potassio. As analises deste parametro foram realizadas em triplicata. No Anexo A
encontram-se exemplos das curvas de calibragdo utilizadas para determinacao da analise
de DQO.

Os resultados de DQO soluvel (DQOs) foram obtidos a partir da filtragao das
amostras com membranas de nitrato de celulose (didmetro médio de poro de 0,45 um) e

bomba de vacuo da Prismatec, modelo 121.

4.4.2 Nitrogénio amoniacal

A determinagdo de nitrogénio amoniacal (N-NH4") foi realizada pelo método
colorimétrico de Nessler de acordo com a metodologia 4500-C do Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1992).

O reagente de Nessler ¢ uma solucdo alcalina de iodeto de mercurio e potassio que
reage com a amonia ionizada, formando uma dispersdao coloidal com coloragao
castanho-amarelada. A intensidade de cor produzida ¢ proporcional a concentracdo de
nitrogénio amoniacal presente na amostra, sendo quantificada pela medida da
absorbancia a 425 nm em um espectrofotometro da Hach, modelo DR 2800, e com uma
curva de calibracdo (padrao de cloreto de amodnio). As amostras foram previamente
filtradas em membranas de nitrato de celulose (didmetro médio de poro de 0,45 um) e
bomba de vacuo Prismatec, modelo 121. A quantificagdo de nitrogénio amoniacal foi
realizada sempre em triplicata. No Anexo A encontra-se a curva de calibracdo utilizada

para determinacgdo da analise de nitrogénio amoniacal.

4.4.3 Nitrato e nitrito

A quantificacdo concomitante de anions como nitrato (NOs’) e nitrito (NO;') pode
ser realizada somente por cromatografia idnica cuja metodologia ¢ padronizada (se¢do

4110 — APHA, 2005).
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No cromatografo de ions da marca Dionex, modelo ICS-90, a amostra filtrada em
membranas de nitrato de celulose (didmetro médio de poro de 0,45 um) foi injetada em
uma coluna anionica (modelo AS14A 4-mm). A amostra foi carregada pelo eluente
(solugdo de carbonato de sodio 8 mmol.L™") sendo bombeada até a coluna onde os
anions foram segregados com base na afinidade com os sitios ativos da coluna. Uma
solucdo de 4cido sulfarico (25 mmol.L™") foi utilizada como regenerante da coluna. A
concentragdo dos anions foi determinada pela medida da condutividade no final da
coluna anidnica, juntamente com curvas de calibracdo de nitrato e nitrito. As analises
foram realizadas em duplicata. No Anexo A encontram-se as curvas de calibragdo

utilizadas para determinagdo das analises de nitrito e nitrato.

4.4.4 Alcalinidade

A alcalinidade ¢ uma medida da capacidade da dgua/amostra de neutralizar um
acido, ou seja, a capacidade de resistir as mudangas de pH; sendo devida,
principalmente, a presenga de carbonatos e bicarbonatos.

O método utilizado para determinagdo da alcalinidade foi o titulométrico da secao
2320 da APHA (2005), que consiste na titulacdo da amostra com acido sulftrico até o
pH de 8,3 (alcalinidade a fenolftaleina) ou 4,5 (alcalinidade total). A determinagdo da
alcalinidade total até o pH 4,5 ocorreu com o auxilio de um medidor de pH da Digimed,

-1

modelo DM-23. Os resultados sdo expressos em mg de CaCOs;.L" e as analises

realizadas em duplicata.

4.4.5 Solidos suspensos totais e volateis

As analises de Soélidos Suspensos Totais (SST) e Soélidos Suspensos Volateis
(SSV) foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita no Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005) nas secdes 2540D e E,
respectivamente.

A metodologia para analise de SST consiste na filtragdo das amostras (20 — 200
mL, dependendo da quantidade de solidos suspensos) com membrana de fibra de vidro

(didmetro médio de poro de 0,45 um) e bomba de vacuo (Prismatec, modelo 121).

51



Posteriormente, as membranas passam por uma etapa de secagem durante 12 h a 105 °C
(estufa da Fabbe-Primar, modelo 219), sendo determinada a concentragdo de SST pela
sua pesagem. A membrana € entdo submetida a calcina¢do a 550 °C durante 30 min
utilizando uma mufla da Pyrotec e a partir da pesagem do material determina-se a
concentracdo de solidos suspensos fixos (SSF), e por diferenca com SST obtém-se a
concentragdo de SSV. A balanga analitica da Mettler Toledo, modelo XS205 foi

utilizada para as pesagens, sendo todas as determinagdes realizadas em duplicata.

4.4.6 pH e temperatura

As determinagdes de pH foram realizadas com um medidor de pH da Digimed,
modelo DM-23, pelo método potenciométrico (secdo 4500) (APHA, 2005). O
equipamento foi calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. A temperatura das

amostras foi determinada pelo mesmo equipamento, sendo expressa em graus Celsius

©C).

4.4.7 Turbidez

A turbidez é a medida da opacidade de um efluente comparada com certos
padrdes, sendo definida como a leitura de intensidade de luz desviada pelas particulas
finamente divididas em suspensdo ou dispersdo coloidal num angulo de 90° em relagdo
a luz incidente — o principio nefelométrico. A turbidez de uma amostra ¢ proporcional a
intensidade de luz espalhada, sendo expressa em unidades nefelométricas de turbidez
(UNT).

A quantificacdo dos valores de turbidez foi realizada pelo método nefelométrico
em um turbidimetro AP-2000 da PoliControl, calibrado com padrdes de formazina,

conforme o método padronizado 2130 (APHA, 2005).
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4.4.8 Biomassa seca aderida

A quantifica¢do do biofilme aderido aos suportes dos MBBRs foi realizada pela
determinagdo da biomassa seca aderida. O procedimento proposto baseia-se na secagem
dos suportes, retirados dos reatores, em estufa a 105 °C por 12 h com posterior
resfriamento e pesagem, cujo valor descontado-se a massa do suporte limpo. Com os
valores de biomassa seca aderida pode-se ter uma boa estimativa da variabilidade da

quantidade de biomassa aderida ao longo da operacdo de cada reator.

4.4.9 Polissacarideos e proteinas totais

Os polissacarideos totais (PS) e proteinas totais (PT) da biomassa aderida ao
suporte referem-se tanto ao material intracelular quanto ao extracelular. Primeiramente,
as amostras foram submetidas a uma etapa de lise completa das células pela imersdo de
dois suportes com biofilme em 5 mL de NaOH 1 N em um tubo que permaneceu em
banho-maria a 100 °C por 5 min. Utilizou-se uma centrifuga da Quimis, modelo Q222T,
para separacgdo das fases com 1.500 x g por 15 min. A fase liquida foi entdo filtrada em
membrana de éster celulose (diametro médio de poro de 0,22 pm) utilizando bomba de
vacuo da Prismatec, modelo 121.

O método de DUBOIS (1956) foi utilizado para determinagdo de polissacarideos
totais das amostras. Nesta metodologia, as amostras sdo aquecidas pela adi¢ao de acido
sulfurico e fenol para desenvolvimento de cor proporcional a concentracdo de
polissacarideos. O método de BRADFORD (1976) foi utilizado na determinagdo de
proteinas totais no qual as proteinas reagem com o composto Coomassie Brilliant Blue
G-250. Para a analise de polissacarideos e proteinas utilizou-se o espectrofotometro da
Hach, modelo DR 2800, para leitura da absorbancia a 500 nm e 595 nm, utilizando a
glicose e a albumina de soro bovina como padrdes das curvas de calibragdo,
respectivamente. Ambas as analises foram realizadas sempre em triplicata. No Anexo A
encontram-se as curvas de calibracdo utilizadas para determinagdo das analises de

polissacarideos e proteinas totais.

53



4.4.10 Microscopia Optica

A andlise por microscopia Optica da microfauna presente nos biofilmes permitiu
observar: a) alteragdes ocorridas ao longo do periodo de estabilizacdo e apos a adigdo
dos estrogénios, b) estrutura do biofilme e c) presenca de protozoarios € metazoarios.
As observacdes foram realizadas por meio do microscopio Optico da Boeco, modelo
BM-800, com camera acoplada para a obtencdo das imagens. As amostras de biofilme
foram removidas dos suportes por raspagem, sendo transferidas para laminas de

microscopio e recobertas com laminulas.

4.4.11 Estrogénios

Os estrogénios naturais (E1, E2) e estrogénios sintéticos (EE2) podem ser
analisados simultaneamente devido a similaridade das suas propriedades fisico-
quimicas (TERNES, 2001; FILALI-MEKNASSI et al., 2004). Entretanto, devido as
baixas concentragcdes dos estrogénios e/ou a complexidade das matrizes ambientais,
tanto em amostras de agua e efluente quanto em amostras de lodo bioldgico e
sedimento, faz-se necessario algum tipo de tratamento e concentragdo das amostras
antes da quantificacdo.

Na literatura existem inumeras metodologias propostas para as etapas de preparo e
quantificagdo das amostras, sendo realizadas separadamente, e de forma distinta, para a
fase liquida e fase solida. Na Figura 4.3 estdo apresentados dois fluxogramas com as
metodologias utilizadas na quantificacdo de estrogénios baseadas em TERNES et al.
(1999a) e TERNES et al. (2002) para amostras liquidas e amostras de lodo biologico,
respectivamente. O detalhamento de cada etapa das metodologias esta descrito nos

capitulos a seguir.
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Amostra Liquida

Filtragdo
Acidificacdo

Extragdo em Fase Solida

|

Eluicdo
l

Secagem

l

Derivatizacao

!

Quantificagdo CG/DIC

(a)

Amostra de Biofilme

Centrifugacado
Liofilizagdo

Extracao

!

Limpeza— silica gel

!

Secagem

|

Derivatizacao

|

Quantificagdao CG/DIC

(b)

Figura 4.3: Métodos analiticos para quantificagdo de estrogénios: a) na fase liquida
(baseado em TERNES et al., 1999a) e b) no biofilme (baseado em TERNES et al.,
2002).

4.4.11.1 Concentracgéo e limpeza das amostras

Amostras Liquidas

Conforme mencionado no item 4.2, concentragdes de estrogénios maiores do que
as observadas em amostras de esgoto sanitario foram utilizadas para alimentacdo dos
reatores. Por este motivo, foi possivel utilizar volumes menores das amostras para a
etapa de concentragdo. As andlises das amostras aquosas foram realizadas
imediatamente apos a coleta com o proposito de evitar alteracoes devido a
biodegradacdo dos estrogénios, além de evitar a alteragdo das mesmas pela adicdo de
algum tipo de preservante.

Primeiramente, a amostra passou por uma etapa de filtragio em membrana de
acetato de celulose (didametro médio do poro de 0,45 pum) para evitar o entupimento do
cartucho da extragcdo em fase solida, na fase posterior (GUITART e READMAN, 2010;
PESSOA et al., 2014). O pH de cada amostra foi ajustado para 3,0 com uma solucio de

acido fosforico.
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Os métodos comumente utilizados para determinacdo de desreguladores
endocrinos em amostras aquosas englobam uma etapa de pré-concentracdo para
enriquecimento e limpeza das amostras. Esta etapa ¢ necessaria para minimizar o efeito
das matrizes durante a andlise, que pode resultar na supressdo ou ampliagdo da
intensidade do sinal obtido no cromatografo, alterando as recuperagdes do método
analitico e piorando a reprodutibilidade dos resultados (CHEN et al., 2012b). Para esta
etapa de pré-concentra¢do utilizou-se a extragdo em fase sélida (EFS) baseada na
metodologia proposta por TERNES et al. (1999a).

Um esquema da etapa de extragdo em fase solida das amostras esta detalhado na
Figura 4.4. Os cartuchos HF Bond Elut C18 OH da Varian (500 mg, 3 mL) foram
utilizados para extragdo sendo previamente condicionados pela passagem de 3 x 2 mL
de hexano (pureza de 95%, Tedia), seguido por 1 x 2 mL de acetona (pureza >99,9%,
Sigma-Aldrich) e 3 x 2 mL de metanol (grau CG, Tedia), com posterior lavagem com 5
x 2 mL de agua Milli-Q em pH 3. Os cartuchos foram acoplados a um sistema
automatico de EFS (Manifold da Agilent Technologies) e este a uma bomba de vacuo
(modelo 121, Prismatec) cujo vacuo foi utilizado para regulagem da vazdo de
alimentacio das amostras (200 mL) para aproximadamente 20 mL.min™', com posterior

descarte do eluato.

Hexano (3x2 mL)

Amostras filtradas
Acetona (1x2 mL) (pH 3)
YWVVWVVY

Metanol (3x2 mL) b-l-L-l-
YVVWVV

Acetona (2x2 mL)
888 o, T,
. s TIITE ;

2 mL
lilr!l LI L
-

I 2 1 2 mw =2 Vv 9 v

Agua pH3 (5x
YWWVWWY

Figura 4.4: Procedimento esquematico da EFS: I — condicionamento do cartucho; IT —
extracao; I — secagem do cartucho; IV — eluicdo; V — secagem da acetona (adaptado de

DIAS et al., 2010).

A secagem dos cartuchos ocorreu por vacuo durante 30 min. Os compostos
adsorvidos no cartucho foram eluidos com 4 x 1 mL de acetona (sob gravidade), sendo
coletados em vials. A evaporagdo completa do solvente foi conduzida por uma corrente

de nitrogénio, seguindo entdo para a etapa de derivatizagdo.
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A recuperacdo da etapa de extragdo em fase solida foi verificada através da
comparac¢do dos resultados obtidos na quantificacdo dos estrogénios por dois caminhos
distintos: (a) adi¢ao de concentracdo conhecida dos estrogénios em uma amostra aquosa
com posterior EFS e (b) solu¢do padrao dos estrogénios (Figura 4.5). As andlises para
avaliacdo da recuperacdo da EFS foram determinadas com concentracdo de 10 pg.L™”

dos estrogénios e cinco réplicas.

Solugdo aquosa de hormdnio Solu¢do de hormdnio em acetona
l |
EFS Secagem em N,
|
Eluicao cin acetona Derivatizagio
Secagei em N, Quantiﬁcac;éi em CG/DIC

l

Derivatizacao

!

Quantificagdo em CG/DIC
(a) (b)
Figura 4.5: Fluxograma das metodologias analiticas utilizadas para avaliar a eficiéncia
do processo de extragdo em fase solida para (a) solugdo aquosa de hormdnio e (b)

solu¢ao de hormonio em acetona.
Amostras Solidas

A metodologia para extracdo dos estrogénios do biofilme foi baseada em
TERNES et al. (2002), utilizada para amostra de biomassa de sistemas de lodo ativado.
As amostras do biofilme aderido foram removidas dos suportes por agitacdo, sendo
concentradas em uma centrifuga da Quimis, modelo Q222T, com 1.500 x g durante 15
min e entdo congeladas, com o intuito de prevenir a acdo dos micro-organismos.
Posteriormente, as amostras foram liofilizadas em um equipamento da Thermo Electron
Corporation, modelo Modulyod Freeze Dryer.

A extragdo por ultrassom com solvente ocorreu em 0,5 g da amostra liofilizada
com 2 x 4 mL de metanol e 2 x 3 mL de acetona. Em cada uma das quatro etapas da

extragdo a amostra foi colocada durante10 min em um ultrassom da marca Thornton,
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modelo MS 200. A mistura foi entdo centrifugada com 1500 x g durante 5 min e os
sobrenadantes coletados todos em um mesmo frasco.

Para a determinacdo de estrogénios em amostras de sedimento ou lodo, ¢
necessaria uma etapa de limpeza da amostra para eliminar as interferéncias da matriz
(GOMES et al., 2003). Diversos métodos de limpeza podem ser aplicados; optou-se
pela limpeza com coluna de silica gel, também de acordo com o que foi proposto por
(TERNES et al., 2002).

A silica gel (grade 7734, tamanho de poro 60 A, 70 — 230 mesh da Sigma-
Aldrich) foi aquecida a 150 °C durante 8 h e posteriormente desativada com 1,5% de
agua (m/m). Para a montagem da coluna adicionou-se 1 g de silica gel (ap6s mistura
com 5 mL de hexano/acetona (65:35, v/v)) em um cartucho de vidro de 6 mL. Os
sobrenadantes provenientes da extragdo com ultrassom foram transferidos para a coluna
de silica gel, sendo entdo eluidos com 5 mL de hexano/acetona (65:35, v/v). A amostra
coletada passou por uma corrente de nitrogénio para secagem completa, e sendo,
posteriormente, direcionada para a etapa de derivatizacgao.

Amostras de biofilme foram coletadas durante o periodo de estabilizagdo dos
reatores bioldgicos para avaliacdo da recuperagdo da extracdo/limpeza das amostras
solidas, cuja metodologia foi baseada em TERNES et al. (2002). Solugdes padrao em
acetona dos trés estrogénios com concentragdes de 0,10 pg.g”' foram adicionadas as
amostras liofilizadas. A mistura foi agitada vigorosamente sendo deixada em repouso
por 24 h em capela para que ocorresse o contato dos estrogénios com o lodo e a
evaporacdo do solvente. A recuperacdo da extragdo/limpeza foi determinada pela
analise destas amostras em cinco réplicas comparando-se o resultado obtido com as

concentragdes iniciais adicionadas as amostras de lodo.

4.4.11.2 Cromatografia gasosa

Um pré-requisito para determinagdo de compostos por cromatografia gasosa € que
estes sejam volateis e termicamente estaveis. Os estrogénios sdo substancias nado
volateis e por este motivo, uma etapa de derivatizagdo, anterior a analise por
cromatografia gasosa, deve ser realizada (GOMES et al., 2003; FILALI-MEKNASSI et
al.,2004).
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A derivatizagdo ¢ uma reacdo quimica de modificagao da estrutura da molécula
para melhorar suas propriedades cromatograficas. A reacdo de derivatizacdo de
compostos organicos que contenham os grupos funcionais, como por exemplo —COOH,
—NH, —SH e —OH, ¢ a sililacdo que ocorre pela substitui¢do dos hidrogénios ativos dos
compostos pelos grupos trimetilsilila (—Si(CHs);), denominados TMS (ZUO e ZHANG,
2005). O agente derivatizante comumente utilizado para sililagao de estrogénios, devido
ao seu baixo custo, ¢ 0 N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(CF3;C=NSi(CHj3);08Si(CHs3)3), também conhecido pela sigla BSTFA (SHAREEF et al.,
2006). Com o intuito de potencializar a eficiéncia da sililacdo, o produto comercial do
BSTFA ¢ apresentado também em combinagdo com o catalisador trimetilclorosilano
(CISi(CHs)3), denominado como TMCS (SHAREEF et al., 2006).

Durante a sililacdo do estrogénio sintético 17a-etinilestradiol com BSTFA pode
ocorrer a formagdo de trés compostos 3-TMS-EE2, 17-TMS-EE2 e 3,17-di-TMS-EE2,
resultando na deteccdo de compostos distintos por cromatografia gasosa. De acordo
com ZUO e ZHANG (2005), a utilizacdo de um solvente como a piridina juntamente
com o BSTFA favorece a formagdo apenas de um produto de sililagdo, o 3,17-di-TMS-
EE2. Além disso, a piridina ¢ utilizada para facilitar a eficiéncia da reagdo e prevenir a
hidrolise dos produtos formados (SHAREEEF et al., 2006).

A metodologia utilizada para derivatizagdo foi a proposta por ZUO e ZHANG
(2005) onde a amostra seca foi dissolvida com 50 pL de piridina (pureza >99,9%,
Sigma-Aldrich) com posterior adicdo de 50 pL de BSTFA/TMCS (99:1, Supelco
Analytical), permanecendo por 30 min a 60 °C. No estudo realizado por SHAREEF et
al. (2006), foram avaliados os efeitos da temperatura e do tempo de reagcdo da
derivatizacdo. A conversio do TMS-EE2 para TMS-E1 ocorreu em alguns
experimentos, sendo evitada com a utilizagdo da piridina e em temperaturas menores
que 75 °C. Os tempos de reagio de derivatizagio de 30, 60 ¢ 120 min nio apresentaram
resultados distintos entre si. Desta forma, a utilizacdo da piridina juntamente com o
agente derivatizante BSTFA/TMCS viabiliza a determinagdo concomitante dos
estrogénios E1, E2 e EE2 por cromatografia gasosa.

Posteriormente, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente e entdo
transferidas para os vials com insert de 250 pLL (marca CRS) e, na sequéncia, analisadas
em até 24 h apds a etapa de derivatizagdo.

A quantificagdo dos estrogé€nios foi realizada por cromatografia gasosa (CQG)

utilizando-se o equipamento GC System 7890A, acoplado a um detector por ionizagao
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em chama (DIC) e equipado com injetor automatico Autosampler 7693, todos da marca

Agilent Technologies. A coluna DB-17ht, indicada para quantificagdo de estrogénios

pelo fabricante, possui didmetro de 0,25 mm, comprimento de 30 m e filme de

espessura de 0,15 um. A aquisicdo de dados e controle da analise foram realizados

através do software da Agilent Technologies GC ChemStation (Rev. B.04.02[96]).

A metodologia proposta para determinagdo simultanea dos trés estrogénios (E1,

E2 e EE2) esta detalhada na Tabela 4.6, sendo baseada na metodologia para E1 e E2

proposta por MACHERONE (2012), com diversas modificagdes. As curvas de

calibragdo dos estrogénios El, E2 e EE2 foram preparadas com dez pontos e

concentracdes na faixa de 0,5 a 100 pg.L" a partir de solu¢des padrido dos estrogénios

em acetona.

Tabela 4.6: Condig¢des de operagdo do sistema CG/DIC para quantificagdo simultinea

dos estrogénios E1, E2 e EE2.

o Temperatura do injetor 180 °C
_?;’" Volume de inje¢ao 1 ul
£ Modo de injecao Split (1:50)
Coluna DB-17ht
Gas de arraste H,
Fluxo do gés de arraste 1,22 mL.min™'
8 - | 180 °C 3 min
Rampa de aquecimento o °C.min'1 250°¢ ]
2,5 °C.min° 270 °C -
10 °C.min™ | 300°C 2 min
o Tipo Ionizacao de chama (DIC)
g Temperatura do detector 320°C
8 Fluxo de H, 30 mL.min"'

Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) da metodologia analitica para

quantificacdo dos estrogénios por CG-DIC foram determinados de acordo com a

Resolugdo n°® 899/2003 (ANVISA, 2003), conforme apresentado nas Equagoes 4.1 e 4.2,

respectivamente.
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_3.DP,

LD Equacao 4.1
C (Equag )
10.DP

LO = 4 Equacao 4.2
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onde: DP, ¢ o desvio padrao da intersec¢do com o eixo y de trés curvas de calibragdo de
cada estrogénio e /C ¢ a inclinagdo da curva de calibragao obtida.

A cada grupo de amostras analisadas, foram avaliados os resultados obtidos na
inje¢do de padrdes de estrogénio preparados independentemente dos padrdes utilizados
para as curvas de calibragdo. Apds a analise de cada amostra, injetou-se um branco para
evitar possiveis interferéncias nos resultados obtidos entre as amostras. A repetibilidade

da anélise cromatografica foi verificada pela inje¢ao em duplicata de cada amostra.

4.5 Balanco de massa dos estrogénios

Com o intuito de investigar o destino dos estrogénios E2 e EE2 no sistema
MBBR, realizou-se o balanco de massa baseado nas metodologias propostas por
SUAREZ et al. (2010) e LUO et al. (2014a). A adsor¢do na biomassa (aderida e em
suspensdo) e a biotransforma¢do foram considerados como mecanismos de remocao
destes compostos. A volatilizagdo dos estrogénios através do stripping com o ar do
sistema de aeragao nao foi considerado, com base nos baixos valores das constantes da
lei de Henry de 1,5 x 10 e 3,3 x 10"° ug.m™ no ar/ug.m™ no efluente para E2 ¢ EE2,
respectivamente (SUAREZ et al., 2010).

A carga de cada estrogénio (representado por E;) alimentada nos reatores
biologicos (Lgieyr em pg) foi calculada conforme a Equagdo 1, apenas a partir da
concentragdo de estrogénio na fase aquosa, ja que ndo existiam sélidos em suspensdo
nos trés efluentes sintéticos utilizados. A carga de estrogénio dissolvida que deixava os

sistemas MBBR na fase aquosa (Lg;s4ip4 €m pg) foi calculada através da Equacgao 2.

LE,,ENT = Q'CEI-,ENT‘At (Equacao 1)
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LE,,SA[’DA = Q°CEi,SAiDA At (Equagéo 2)

onde, O ¢ a vazdo afluente no sistema MBBR (em L.d'l), Ceient © Cgisaips S20 as
concentragdes médias de estrogénio no afluente sintético e no efluente final,
respectivamente (em pg.L™), e Az é o tempo de operacdo considerado para os célculos
(em d). Neste caso, utilizou-se um periodo de operagao dos reatores biologicos de 80 d,
sendo o inicio do periodo ap6s 40 d da adigcdo dos estrogénios (do dia 41 a 120, para o
TRH de 12 h) e apds 40 dias da alteragdo do TRH (do dia 161 a 240, para TRH de 8 h).

O equilibrio de adsor¢do dos estrogénios na biomassa ocorre rapidamente em
sistemas de tratamento biologico, sendo necessario um tempo de apenas alguns minutos
até horas para ser estabelecido (REN ef al., 2007; FENG et al., 2010; PETRIE et al.,
2014b). Pode-se considerar que o biofilme formado durante o longo periodo de
estabilizacdo dos reatores biologicos de 240 dias ndo possuia estrogénios adsorvidos, ja
que os substratos adicionados para o seu desenvolvimento ndo continham estes
compostos. No periodo logo apos a adi¢do dos hormonios, ocorreu uma rapida adsor¢ao
destes compostos presentes na fase aquosa a biomassa aderida nos suportes. Por esta
razdo, no estado estacionario da operacdo continua dos biorreatores, a contribuicdo da
adsor¢do na remocao de estrogénios pode ser atribuida apenas a nova biomassa
produzida, uma vez que teoricamente o equilibrio da adsor¢do ja foi atingido (JOSS et
al., 2005).

De acordo com REN et al. (2007), a adsor¢do dos estrogénios ¢
predominantemente fisica devido as baixas energias de ligacao, o que torna a dessorc¢ao
uma possibilidade porém, como a taxa de dessor¢@o ¢ mais lenta do que a adsor¢do, esta
pode ser desconsiderada. A adsor¢do dos estrogénios no material plastico dos suportes
K1 também pode ser negligenciada, baseada nos experimentos realizados por FORREZ
et al. (2009). Desta forma, a carga de estrogénios removida por adsor¢cao a biomassa
(Lgiaps em pg) pode ser calculada de acordo com a Equacdo 3, composta pelas

contribui¢des dos solidos em suspensdo e da biomassa aderida.
LE,-,ADS = Q'CE,-,SST SST At + ABIO‘CE,- ,BIO (Equagéo 3)

onde, Cg;sst € Cgipio sa0 as concentragdes dos estrogénios adsorvidos nos sélidos em

suspensdo e no biofilme (em pg.g™), respectivamente, apresentados na Tabela 5.6. SST
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¢ a concentracdo média de solidos suspensos totais no efluente final de cada reator (em
mg.L™") e A0 ¢ a diferenca entre a biomassa aderida aos suportes plasticos (em g) no
inicio e no final do periodo de operagao de 80 dias considerado nos célculos de cada
TRH investigado.

O calculo da carga de estrogénios correspondente a biotransformacgdo (Lg; g0 em
pg) foi realizado pela Equacdo 4, entre as cargas de estrogénios: entrando no sistema, no

efluente final e adsorvido no lodo.

LE,-,BIO = LE[,ENT - LEi,SAiDA - LE[,ADS

= Q.At ‘(CE,-,ENT - CE,,SA[DA - CE,-,SST SST ) - ABIO'CEI.,BIO (Equagdo 4)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Hidrodinamica dos reatores biolégicos

Conforme abordado no capitulo 4.1.1, a avaliacdo hidrodindmica dos reatores
MBBR aerébios ¢ importante para identificar possiveis zonas estagnadas e determinar
as vazdes de ar adequadas para a correta movimentagdo dos suportes. A partir de uma
solugdo padrio com concentragdo do tragador salino de 160 g.L", foi construida uma
curva de calibragdo para relacionar a condutividade medida com a concentracdo de
NaCl nos testes hidrodinamicos dos reatores bioldgicos. Nos testes de mistura
realizados para diferentes velocidades ascensionais de ar (Ug), os reatores biologicos
MBBR apresentaram uma boa homogeneizac¢do, sem a formacdo de zonas estagnadas
(resultados apresentados no Anexo B). A partir destes experimentos obtiveram-se os
tempos de mistura (tv), apresentados na Tabela 5.1, que correspondem a 95% da
concentragdo maxima da solugdo do tragador salino registrada (valor de plateau). Na
Figura 5.1 observam-se os perfis de variagdo do tempo de mistura com Ug para os trés

reatores bioldgicos investigados.

Tabela 5.1: Valores de tempo de mistura para distintas velocidades ascensionais de ar

(Ug), para o reator autotrofico e para o reator heterotrofico.

MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
Us(mh™) | tu(s) | Us@mh™) | tu(s) | Ug(mh™) | tu(s)
15,1 25 15,8 30 14,9 25
18.0 20 18,8 20 18,4 20
20,9 15 21,5 15 21,3 15
22.4 15 23,3 15 22,8 15
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Figura 5.1: Perfil de varia¢ao dos tempos de mistura com Ug para os trés sistemas

MBBR.

Nos perfis apresentados na Figura 5.1, observa-se um decaimento de ty com
incrementos de Ug até um patamar, a partir do qual o tempo de mistura ndo diminui,
sendo este valor caracteristico de cada sistema reacional. O maior tempo de mistura
obtido com a faixa de Ug investigada nos reatores bioldgicos foi de 30 s, que
corresponde a 0,07% e 0,10% do TRH dos sistemas MBBR de 12 e 8 h,
respectivamente. A partir destes resultados conclui-se que os reatores bioldgicos MBBR
podem ser considerados de mistura perfeita na faixa de vazoes de ar investigada. Desta
forma, optou-se pela utilizacdo das menores vazdes de ar utilizadas de 15,1, 15,8 e 14,9

m.h™! para MBBR-A, MBBR-H ¢ MBBR-HA, respectivamente.

5.2 Recuperacio dos estrogénios

Os percentuais de recuperagdo de cada estrogénio isoladamente no processo de
extracdo em fase solida (EFS) das amostras liquidas e nas etapas de extracdo e limpeza
das amostras solidas foram determinados e estdo apresentados nas Tabelas 5.2 ¢ 5.3,
respectivamente. Nas amostras liquidas adicionou-se concentracdes de 10 pg.L™" dos
estrogénios para avaliagio das recuperacdes. Uma concentracio de 0,10 pg.g” foi

adicionada as amostras de biofilme dos trés reatores bioldgicos, extraidos durante o
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periodo de estabilizagdo, para obtencdo dos percentuais de recuperacao das etapas de

extragdo e limpeza.

Tabela 5.2: Recuperacao de estrogénios na EFS das amostras liquidas.

Concentraciao Recuperaciao
Estrogénios ;
(ng.L7) EFS (%)
Estrona 10 92,1+5,6
17B-estradiol 10 97,3+4,9
17a-etinilestradiol 10 94,0 £3,8

amostras solidas.

Tabela 5.3: Recuperacdo de estrogénios nas etapas de extragdo e de limpeza das

Concentracao Recuperacao
Estrogénios 4
(ng.g") (%)
Estrona 0,10 80,1 £9.,6
17B-estradiol 0,10 85,3+ 6,3
17a-etinilestradiol 0,10 84,5+7,2

As recuperagdes da EFS das amostras liquidas com as duas concentragdes
investigadas apresentaram resultados estatisticamente semelhantes. Em ambos os casos,
com amostras liquidas e so6lidas, as recuperacdes obtidas encontraram-se na faixa ampla
que ¢ encontrada na literatura com valores de 61,1 a 125% (GOMES et al., 2004;
MARTI e BATISTA, 2014), devido as distintas metodologias de extra¢ao e/ou limpeza
utilizadas entre os trabalhos, bem como o efeito das matrizes e suas caracteristicas

fisico-quimicas. As concentracdes finais dos estrogénios apresentadas nesta tese foram
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calculadas utilizando-se as recuperagdes apresentadas nas Tabelas 5.2 e 5.3 para as

amostras liquidas e solidas, respectivamente.

5.3 Cromatografia Gasosa

As curvas de calibragcdo obtidas para 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e estrona
estdo apresentadas nas Figuras 5.2, 5.3 e 5.4, respectivamente, com as respectivas
equacdes das regressdes lineares e coeficientes de correlagdo. A metodologia de
quantificagdo dos estrogénios por cromatografia gasosa resultou em curvas de
calibragdo com boa linearidade na faixa de concentragdes investigada, com coeficientes
de correlacdo (R?) superiores a 0,99, de acordo com o que preconiza a ANVISA na
Resolugdo n® 899 de 2003 (ANVISA, 2003). A repetibilidade dos resultados foi
confirmada pela andlise das amostras de duplicata onde se quantificaram desvios padrao

na faixa de 2 a 20% na anélise dos estrogénios.
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Figura 5.2: Curva de calibracdo do 17f-estradiol (E2).
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Figura 5.3: Curva de calibragdo do 17a-etinilestradiol (EE2).

400 -
y=3,7223x-3,5182 4
R2=0,9975
300 - <
w
2
<200 -
©
g
\< ’
100 -
3
0 T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120

Massa (ug.L?)

Figura 5.4: Curva de calibragdo da estrona (E1).

O cromatograma apresentado na Figura 5.5 ¢ referente a injecdo de uma amostra
composta de 50 pL de BSTFA + 1% TMCS e 50 pL de piridina, utilizados como
composto derivatizante e solvente, respectivamente, na determinacdo dos estrogénios.
Observa-se que os reagentes e seus subprodutos apresentaram alta volatilidade devido
aos picos cromatograficos com baixo tempo de retengdo (entre 1,2 e 1,4 min), o que ndo
interferiu na quantificacao dos estrogénios.

Andlises dos trés efluentes sintéticos sem e com a adicdo dos estrogénios foram
realizadas com o intuito de averiguar possiveis interferéncias das matrizes aquosas na
determinagdo e quantificagdo dos estrogénios (Figuras 5.6 a 5.8). Além disso,
averiguou-se a eficacia dos processos de concentracdo e limpeza pela utilizacdo de 1 L
das matrizes nas andlises sem estrogénios e 250 mL das matrizes com estrogénio.

Conforme observado nos cromatogramas apresentados nas Figuras 5.6 a 5.8, pode-se
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observar que a utilizacdo de um volume menor das amostras na etapa de EFS auxiliou
na quantifica¢do dos estrogénios devido a menor interferéncia dos compostos presentes
nas matrizes. Desta forma, evidenciou-se que as etapas de pré-tratamento das amostras
foram suficientes para analise dos compostos em questdo, sem a necessidade de etapas
adicionais de limpeza. Os tempos de retencao dos estrogénios obtidos na metodologia
utilizada foram de 11,75 min (E2), 13,25 min (EE2) e 13,4 min (E1).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) dos estrogénios investigados
nesta tese, determinados de acordo com a Resolugdo n°® 899 da ANVISA (2003), estdo

apresentados na Tabela 5.4.
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Figura 5.5: Cromatograma do BSTFA + 1% TMCS e da piridina.
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Figura 5.6: Efeito do efluente sintético autotréfico (a) sem estrogénio e (b) com

estrogénio na quantificacao dos estrogénios pela metodologia proposta.
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Figura 5.7: Efeito do efluente sintético heterotrofico (a) sem estrogénio e (b) com

estrogénio na quantificacao dos estrogénios pela metodologia proposta.
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Figura 5.8: Efeito do efluente sintético heterotrofico/autotrofico (a) sem estrogénio e (b)

com estrogénio na quantificacao dos estrogénios pela metodologia proposta.

Tabela 5.4: Limites de detec¢do e quantificacdo dos estrogénios para a metodologia

analitica utilizada.

Estrogénio LD (pg.L™) LQ (ng.L™)
El 0,04 0,14
E2 0,04 0,12
EE2 0,03 0,10
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5.4 Periodo de estabilizacdo dos reatores biologicos

A partida dos reatores bioldgicos ocorreu pela adi¢do de indculo proveniente do
reciclo de lodo do sistema de lodos ativados da ETE Alegria (CEDAE). Inicialmente, os
sistemas MBBR foram alimentados com os distintos efluentes sintéticos na auséncia dos
estrogénios, para que o biofilme se desenvolvesse nos suportes e 0s sistemas reacionais
atingissem o estado estacionario de operacdo. Durante o periodo de start-up e posterior
estabilizagdo dos reatores bioldgicos, os sistemas MBBR operaram com TRH de 12 h
durante oito meses, apresentando operagdes estaveis e atingindo eficiéncias de remogao

de matéria organica e nitrogénio amoniacal conforme apresentado na Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Resultados dos sistemas MBBR durante os 240 dias do periodo de
estabilizacdo em relacdo a DQO e N-NH,".

Parametro MBBR-A | MBBR-H | MBBR-HA
Carga organica (kg DQO.m>.d™) - 0,80 0,80
DQO saipa (mg.LT) - 208+44 | 24,7+47
Remocgao de DQO (%) - 948 +1,1% | 93,9+ 1,2%
Carga de nitrogénio (kg N-NH; .m™.d") 0,20 0,04 0,10
N-NH; saipa (mg.L™") 16,4 + 3,8 - 7,8+2,0
Remogio de N-NH," (%) 84,0 + 3,7% - 84,4 +4,1%

Na Tabela 5.5 também estdo detalhadas as cargas organicas e de nitrogénio
amoniacal aplicadas em cada reator biologico durante o periodo de estabilizagao. Nota-
se que os valores de carga orgénica de 0,80 kg DQO.m™.d" sio similares ao que é
aplicado em sistemas de lodos ativados de ETE com aerag@o prolongada (SANT ANNA
JUNIOR, 2010). Apesar dos valores de DQO em torno de 400 mg.L™ dos efluentes
sintéticos dos sistemas MBBR-H e MBBR-HA (valor tipico de esgoto sanitdrio com
carga orginica média (JORDAO e PESSOA, 2009)), estes valores de carga organica
relativamente baixos se devem ao elevado TRH utilizado nesta tese (12 h) para
obtencao de uma melhor eficiéncia de remog¢ao dos estrogénios.

O mesmo ocorreu para as cargas de nitrogénio amoniacal, cujos valores foram de
0,20, 0,04 e 0,10 kg N-NH,"m>.d' para MBBR-A, MBBR-H ¢ MBBR-HA,

respectivamente. Utilizaram-se concentragdes de N-NH," na alimentagio do MBBR-H e
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do MBBR-HA de 20 e 50 mg.L", respectivamente, referentes aos valores de esgoto
médio e forte em relagdo a este parametro (JORDAO e PESSOA, 2009). No sistema
MBBR-A a concentragio de N-NH," no efluente sintético foi de 100 mg.L™".

No que diz respeito a nitrificagdo no MBBR-A e no MBBR-HA, o ion nitrito ndo
foi detectado nos efluentes provenientes dos reatores (< LQ), indicando que este foi
consumido na segunda etapa do processo de nitrificacdo, com gera¢do do ion nitrato.
Quantificou-se as concentragdes de nitrato nos efluentes sintéticos, cujos valores sempre
foram inferiores que o limite de quantificagio (< 0,07 mg.L™"), e na saida os valores
médios observados foram de 140 + 22 mg.L" e de 10,1 + 2,5 mg.L"' para 0o MBBR-A ¢
o MBBR-HA, respectivamente. No efluente proveniente do sistema MBBR-H foram
realizadas as andlises para quantificacdo de nitrito e nitrato, cujos valores foram sempre
inferiores aos limites de quantificagdo de 0,06 e 0,07 mg.L'l, respectivamente,
confirmando a ndo ocorréncia da nitrificagdo neste reator pela adi¢do do inibidor ATU.

Os valores de pH nos reatores bioldgicos foram mantidos na faixa de 6,5 a 7,0, de
acordo com os valores preconizados na literatura para um melhor desenvolvimento da
maioria das bactérias presentes em sistemas de tratamento bioldgico de efluentes
(TCHOBANOGLOUS e BURTON, 1991). A queda do pH decorrente da oxidacao da
amonia com liberagdo de ions H' foi controlada pelo ajuste da alcalinidade do efluente
sintético através da adicdo de bicarbonato de sddio (NaHCO;). Este fato foi mais
impactante no MBBR-A, onde uma maior carga de nitrogénio amoniacal foi alimentada
no reator bioldgico. Com o intuito de averiguar o efeito da nitrificagdo na possivel
queda do pH, realizou-se um acompanhamento do consumo da alcalinidade total nos
reatores bioldgicos ao longo da operagdo dos sistemas no inicio do periodo de
estabilizacdo. De acordo com a literatura (GERARDI, 2002), estima-se que 7,1 kg de
alcalinidade (CaCOj3) sdo consumidos por cada kg de N-NH," oxidado e, a partir deste
valor, ajustou-se a alcalinidade total dos efluentes sintéticos.

Os reatores bioldgicos operaram sem nenhum controle de temperatura, cuja média
de temperatura ambiente foi de 23,6 + 2,7 °C nos trés sistemas investigados ao longo do
periodo de operagdo. As faixas de concentracdo de SST observadas nos efluentes finais
produzidos pelos reatores MBBR-A, MBBR-H ¢ MBBR-HA ao longo do periodo de
estabilizacao foram de 10,5 a 17,6, 13,0 a 32,7 ¢ 15,2 a 25,7 mg.L'l, respectivamente.

Todos os resultados das andlises dos afluentes e efluentes dos trés sistemas

MBBR do periodo de estabilizagdo encontram-se detalhados no Anexo C.
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5.5 Alteracdes nos reatores biolégicos apds a adi¢ao dos estrogénios

Durante os primeiros 40 dias apos a adicdo dos estrogénios aos reatores
bioldgicos, algumas modificacdes importantes foram observadas. No MBBR-A
operando com TRH de 12 h ocorreu uma reducao acentuada na eficiéncia de remogao
de nitrogénio amoniacal e, consequentemente, um decréscimo da taxa de remog¢ao de N-
NH;" de 0,69 para 0,16 g N-NH; .m>.d" (Figura 5.9). A remogio do nitrogénio
amoniacal apresentou comportamento similar no MBBR-A com TRH de 8 h, entretanto,
a queda de eficiéncia foi menos acentuada. O efeito deletério na nitrificagdo ocorreu
possivelmente em decorréncia da toxicidade da corrente de estrogénios na comunidade
microbiana ¢ a maior sensibilidade das bactérias nitrificantes as alteracdes nas
condi¢des operacionais, incluindo a presenga de compostos toxicos (JULIASTUTI et

al., 2003).
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Figura 5.9: Efeito dos estrogénios na nitrificacio do MBBR-A.

Analisando os perfis de concentragdo de nitrito e nitrato no efluente produzido
pelo MBBR-A (Figura 5.10) observa-se que o efeito de inibi¢do na nitrificagdo também
pode ser evidenciado pela queda na produgao do ion nitrato. Os valores de nitrito foram
menores que o LQ em quase a totalidade do periodo de operagdo, exceto no periodo

inicial da estabilizacdo e apos a adicdo dos estrogénios no qual os valores chegaram a
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75 mg.L"". Desta forma, conclui-se que as bactérias responsaveis pela segunda etapa da
nitrificagdo, a nitratacdo, ¢ que sofreram a inibicdo com a adicdo dos estrogénios.
Entretanto, apds a diminuicdo do TRH do reator bioldégico ndo se observou um aumento

na concentracao dos ions nitrito.
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Figura 5.10: Perfil de concentracao dos ions nitrito e nitrato no MBBR-A.

Outro efeito adverso observado ap6s a adigdo dos estrogénios foi um crescimento
intenso na concentragdo de sélidos em suspensdo nos trés sistemas MBBR, conforme
evidenciado nas Figuras 5.11 e 5.12 pelas concentragdes de SST e SSV,
respectivamente. Devido a grande similaridade entre as concentragdes dos sélidos em
suspensdo totais e volateis de cada amostra, conclui-se que praticamente a totalidade
dos so6lidos em suspensdo ¢ proveniente da superproducdo de exopolimeros (EPS), ou
seja, de origem organica. Apesar das elevadas concentragdes de s6lidos em suspensio
nos efluentes produzidos pelos trés sistemas reacionais (170 — 305 mg.L™' e 240 — 410
mg.L" para os TRH de 12 e 8 h, respectivamente), os lodos bioldgicos apresentaram
boa sedimentabilidade. Este fato pode ser evidenciado pelo perfil de turbidez das
amostras apds uma rapida sedimentacdo de 10 min, conforme apresentado na Figura
5.13. A excec¢ao ocorreu no periodo logo ap6s a adigao dos estrogénios, onde os valores

de turbidez foram levemente superiores.
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Figura 5.11: Perfis de concentracdo de SST dos trés sistemas MBBR.
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Figura 5.13: Valores de turbidez dos sobrenadantes dos efluentes dos sistemas MBBR

apos sedimentacao por 10 min.

Além do incremento nas concentragdes de solidos em suspensdo, a quantidade de
biofilme nos suportes plasticos também aumentou, conforme apresentado na Figura
5.14 com os valores de biomassa aderida, calculada em base seca para todo o volume
dos reatores. Os principais componentes do lodo que envolve os agregados microbianos
em biofilmes e flocos em suspensdo sdo as substancias poliméricas extracelulares,
também denominadas de expolimeros (EPS). Um grande numero de polimeros compde
a matriz de EPS, onde a maior propor¢do ¢ atribuida a polissacarideos e proteinas,
enquanto que acidos nucleicos e lipideos sdo encontrados em menores quantidades
(FLEMMING e WINGENDER, 2010; SHENG et al, 2010). Para evidenciar a
superproducdo de EPS, nas Figuras 5.15 e 5.16 estdo apresentados os perfis de
concentragdes de polissacarideos totais (PS) e proteinas totais (PT) da biomassa aderida

dos trés sistemas MBBR.
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Figura 5.14: Massa de biofilme aderido aos suportes dos sistemas MBBR (base seca).
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MBBR investigados.
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Figura 5.16: Perfil de concentracao de proteinas totais no biofilme dos sistemas MBBR

investigados.

A concentragdo e a composicdo dos exopolimeros (em termos de PS e PT) estdo
diretamente relacionadas com a composi¢ao do efluente, temperatura, forcas de
cisalhamento e a comunidade microbiana presente (FLEMMING e WINGENDER,
2010). Uma resposta natural dos micro-organismos a exposicao a condi¢des ambientais
desfavoraveis ¢ a estimulagdo da produgdo de EPS, sendo um indicador da sensibilidade
dos micro-organismos a estas alteragdes (AVELLA et al., 2010). Uma das fung¢des dos
EPS ¢ atuar na comunidade microbiana como uma barreira contra a presenga de
compostos toxicos, atrasando ou evitando o contato com estes compostos devido as
limitacdes difusionais e/ou a a¢do de enzimas (FLEMMING e WINGENDER, 2010).

Na investigacdo de YANG e LI (2009), um comportamento similar foi
evidenciado durante o periodo de transi¢ao inicial apos a imposicao de uma condic¢ao de
estresse ao sistema de lodos ativados. Inicialmente, os autores observaram um aumento
intenso na producdo de EPS atingindo concentragdes elevadas, com subsequente
reducdo apos a aclimatacdo dos micro-organismos as novas condigdes operacionais. No
presente trabalho, esta variabilidade foi mais evidente no sistema MBBR enriquecido
com bactérias nitrificantes (MBBR-A), onde a atividade biolégica foi afetada com a

reducdo da taxa de remoc¢do de nitrogénio amoniacal. PASQUINI et al. (2013)
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estudaram o efeito de alguns micropoluentes com distintas concentragcdes no
comportamento microbiano de sistema de lodos ativados. Os autores observaram que
com todos os compostos em concentragdes elevadas houve um aumento da producao de
EPS, sendo esta uma reagdo de protecdo para manutencdo da integridade funcional dos
micro-organismos.

Apesar do aumento ocorrido nas concentragdes de proteinas e polissacarideos
totais apds a adicdo dos estrogénios, a razdo entre as suas concentragdes (PT/PS)
permaneceu praticamente inalterada ao longo de toda a operagdo com valores médios de
2,7+ 0,2 (MBBR-A), 2,4 £ 0,3 (MBBR-H) ¢ 2,4 + 0,3 (MBBR-HA). Na Figura 5.17
evidencia-se que houve um aumento gradual desta razdo média com a adicdo dos
estrogénios e posteriormente com a diminui¢do do TRH. Esta variabilidade pode ser
melhor visualizada na Figura 5.18, onde estdo apresentados os perfis da razdo PT/PS

para os trés reatores biologicos investigados ao longo dos 480 dias de operagao.
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Figura 5.17: Valores médios da razdo PT/PS dos trés sistemas MBBR nas condic¢des

operacionais investigadas.
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Figura 5.18: Variagao da razao PT/PS nos trés sistemas MBBR investigados.

As razdes PT/PS calculadas nesta tese estdo de acordo com o que foi exposto por
SHENG et al. (2010), onde foi reportado que os micro-organismos produziram
exopolimeros com maior propor¢do de proteinas do que polissacarideos sob condi¢des
de estresse. Entretanto, resultados opostos foram observados na investigacdo de
SPONZA (2003) em distintas estagdes de tratamento de efluente industrial e de esgoto
operando sob condi¢des de estresse, onde as razdes de PT/PS foram menores do que
1,0. Alguns autores tém relatado na literatura o efeito das condi¢des ambientais na
composi¢ao dos exopolimeros produzidos pelos micro-organismos, incluindo situagdes
de estresse como cargas de choque, toxicidade, temperatura, entre outros (BRANDA et
al., 2005). Isto exemplifica a complexidade dos fatores que afetam a produgao de EPS
e, consequentemente, o desenvolvimento e a manutencao da microbiota no biofilme.

Na presente tese, apenas os parametros de PS e PT da biomassa foram
determinados por causa da complexidade da matriz que forma o agregado microbiano
dos biofilmes. De acordo com que o foi apresentado na revisdo feita por KUNACHEVA
e STUCKEY (2014), poucos pesquisadores tém focado seus estudos na identificagdo
detalhada das substancias que constituem os EPS e os produtos microbianos soluveis

(PMS) devido a complexidade analitica, principalmente no que tange o pré-tratamento
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das amostras, além da heterogeneidade estrutural e propriedades funcionais complexas
dos biofilmes (RAS et al., 2011).

Em relagdo aos resultados de matéria organica, ap6s a adicdo da corrente de
estrogénios e consequente aumento na producdo de EPS, observou-se um gradual
incremento nas concentragdes de DQO soluvel (DQOs) nos efluentes produzidos pelos
sistemas MBBR, conforme apresentado na Figura 5.19. Ambos os reatores que
receberam carga organica carbondcea apresentaram variagdes similares na DQO
soluvel, como era esperado, j4 que a carga organica aplicada foi a mesma. De acordo
com MORGAN-SAGASTUME e ALLEN (2005), em sistemas com operagao continua
pode ocorrer a solubilizagdo, gerando os produtos microbianos soliveis (PMS), com
consequente decréscimo na qualidade do efluente produzido, principalmente no que diz
respeito a matéria organica soluvel. Nos casos em que hé a presenca de compostos que
apresentem toxicidade ou quando ocorrem alteracdes bruscas na alimentacdo do reator
bioldgico, a produgdo de PMS pode elevar a DQO do efluente final em até 17% a mais

do que a DQO do afluente (KUNACHEVA e STUCKEY, 2014).
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Figura 5.19: Perfis de concentragdo de DQOs nos sistemas MBBR-H e MBBR-HA.

Através das observagdes no microscopio Optico identificou-se que possivelmente

ocorreu um aumento do nlimero de bactérias filamentosas presentes no biofilme aderido
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aos suportes apods a adi¢do dos estrogénios, conforme apresentado nas microfotografias

da Figura 5.20. Este efeito foi mais evidente nos reatores bioldgicos com adig¢do de

carga organica carbondcea, ou seja, nos sistemas MBBR-H e MBBR-HA.

(b1) | (b2)

(cl) (c2)
Figura 5.20: Microfotografias da biomassa aderida nos sistemas (a) MBBR-A, (b)
MBBR-H e (c) MBBR-HA durante (1) o periodo de estabilizagdo e (2) TRH de 8 h

(aumento de 10x).
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Diversos fatores podem resultar no crescimento intensivo de bactérias
filamentosas em sistemas de tratamento biologico. Entretanto, os dados apresentados na
literatura estdo relacionados normalmente a sistemas de lodos ativados, € ndo a sistemas
com biomassa aderida. Nestes casos, as condigdes operacionais ¢ as caracteristicas do
efluente sdo as principais causas relacionadas com a abundancia de micro-organismos
filamentosos. De acordo com SANT ANNA JUNIOR (2010), podem-se destacar como
responsaveis pelo bulking filamentoso a relacdo entre alimento e biomassa (A/M), a
deficiéncia de nutrientes e a falta de oxigénio dissolvido (OD). O pardmetro A/M ¢
utilizado em sistemas de lodos ativados, ndo existindo um parametro correspondente
para sistemas com biofilme. Nos trés sistemas MBBR ndo houve auséncia de nutrientes
nem de oxigénio dissolvido, que foi mantido acima de 4 mg.L"' dentro do meio
reacional. Entretanto, acredita-se que a elevada produ¢do de EPS pode ter resultado em
problemas na difusdo do OD até as regides mais profundas do biofilme, ocasionando
assim a producao excessiva de bactérias filamentosas.

O efeito de substancias toxicas presentes em efluentes industriais tém
demonstrado inicialmente a reducdo na quantidade de micro-organismos de niveis
troficos superiores em sistemas de tratamento biologico (SANT ANNA JUNIOR,
2010). Apesar do efeito temporario de inibi¢do parcial da nitrificagio no MBBR-A, nao
se observou nenhuma alteracdo visual significativa no nimero destes micro-organismos
como rotiferos e outros protozodrios presentes no biofilme.

E importante ressaltar a vantagem dos sistemas de tratamento biolégico com
biofilme na retengdo de micro-organismos com crescimento lento, como as bactérias
nitrificantes. Um problema normalmente relatado em sistemas de biomassa em
suspensao com nitrificagdo ¢ a dificuldade de prevencao do arraste destas bactérias para
fora do sistema reacional (RAS et al., 2011). A producao de EPS, apesar de ter
proporcionado alguns efeitos adversos nos sistemas MBBR investigados, ¢ de
primordial importancia nos biofilmes pela forma¢do de um ambiente estavel para o
desenvolvimento dos micro-organismos € atuando como uma barreira contra as
mudangas externas.

Outro fato que deve ser levado em consideracdo ¢ que as concentracdes de
estrogénios adicionadas aos efluentes sintéticos na presente tese foram superiores aos
normalmente encontrados em esgoto sanitdrio. Desta forma, os efeitos adversos
descritos anteriormente podem nao ocorrer em ETEs reais ou ocorrer em uma propor¢ao

inferior a observada nos trés sistemas MBBR investigados. Apesar destas flutuagdes
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iniciais, os reatores bioldgicos apresentaram uma operagdo estdvel em ambos TRH
investigados. Todos os resultados das andlises dos afluentes e efluentes dos trés
sistemas MBBR do periodo ap6s a adi¢cdo dos estrogénios encontram-se detalhados no

Anexo D.

5.6 Adsorcao dos estrogénios na biomassa

A adsorcdo pode ser considerada como a primeira etapa na remog¢do de
desreguladores endocrinos, como os estrogénios, em estacoes de tratamento de esgoto.
Entretanto, ¢ importante ressaltar que um aumento na quantidade de estrogénio
adsorvido na biomassa ndo representa ou resulta em uma maior biodegradacdo destes
compostos (PETRIE et al., 2014a). Os estrogénios adsorvidos no biofilme e nos sélidos
em suspensao quantificados nos trés sistemas MBBR estdo apresentados na Tabela 5.6,
cujos valores foram quantificados nos seguintes dias de operacdo apods a adicdo dos

estrogénios: 48 e 118 no TRH de 12 h e 160 e 230 no TRH de 8 h.

Tabela 5.6: Concentragdes médias de E2 ¢ EE2 adsorvidos no biofilme ¢ nos solidos em

suspensdo nos sistemas MBBR (n = 2).

E2 (ng.g™") EE2 (pg.g")
Sistema Local
TRH=12h TRH=8h TRH=12h TRH=8h

Biofilme < 0,040 0,062 £0,010 0,327 £0,036 | 0,355+0,054

MBBR-A
SST 0,073 £ 0,008 0,084 + 0,014 0,494 £ 0,081 | 0,495+ 0,103
Biofilme | 0,124 + 0,028 0,139+0,011 0,422 +0,035 | 0,412+0,016

MBBR-H
SST 0,180+ 0,018 0,181 + 0,025 0,640 £ 0,060 | 0,607 + 0,037
Biofilme | 0,098 + 0,012 0,102 +£0,013 0,455 +0,059 | 0,441 +0,059

MBBR-HA
SST 0,192 + 0,013 0,187 + 0,028 0,575 +0,079 | 0,577 £ 0,025

Devido a maior hidrofobicidade do estrogénio 17a-etinilestradiol, uma maior
afinidade de adsor¢do em ambas as formas de biomassa foi observada em compara¢do

com o 17B-estradiol. REN et al. (2007) também quantificou concentragdes de EE2
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adsorvidas no lodo bioldgico superiores em relacao aos outros estrogénios. Com relagao
a adsorcdo da estrona, porém, as concentragdes em todas as amostras de biomassa,
aderida e em suspensdo, foram menores do que o limite de detecgdo da metodologia (<
0,040 pg.g™).

A adsor¢dao de compostos organicos e inorganicos ¢ outra fungcdo dos EPS nos
agregados microbianos (FLEMMING e WINGENDER, 2010). A adsor¢do dos
estrogénios foi maior nos s6lidos em suspensdo em todos os casos do que nas amostras
de biofilme. LUO et al. (2014a) obtiveram resultados similares na adsor¢ao de varios
micropoluentes na biomassa aderida e em suspensdo. Os autores concluiram que este
comportamento ocorreu possivelmente devido a maior capacidade de biodegradacao dos
estrogénios pelos agregados microbianos na forma de biofilme por causa da sua
composicao fisico-quimica e pela diversidade de micro-organismos presentes.
Entretanto, de acordo com os estudos de GUNNARSSON et al. (2009), a quantidade de
EE2 adsorvida em biofilmes foi superior a observada em sistemas com biomassa em
suspensdo, por causa da maior hidrofobicidade e da composi¢do da biomassa dos
biofilmes. Desta forma, faz-se necessaria uma investigagdo mais aprofundada para a
compreensdo completa do impacto da composicdo ¢ da morfologia da biomassa na
adsor¢ao de estrogénios e de outros micropoluentes.

Na investigacdo de adsorc¢do de estrogénios na biomassa de outro sistema MBBR
(LUO et al., 2014a), observou-se concentragoes de E2 ¢ EE2 adsorvidas na biomassa
menores do que as observadas no presente estudo. Porém, o sistema operou com TRH
de 24 h (o dobro do maior TRH utilizado nesta tese), concentragao inicial de estrogénio
de 5 ug. L (inferior ao utilizado nesta tese) e efluente sintético similar ao alimentado ao
MBBR-HA, o que resultou em aproximadamente 0,025 — 0,050 pg E2.g”" biomassa e
0,100 — 0,500 pg EE2.g" biomassa. FENG et al. (2010) investigaram o efeito da
concentragdo inicial dos estrogénios e verificaram que quantidades maiores de EE2
foram detectadas no lodo biolégico ao ampliar a dosagem de estrogénio no
experimento, o que explicaria os distintos resultados obtidos por LUO et al. (2014a) e a
presente tese.

Na literatura encontra-se uma ampla faixa de concentracdes de estrogénios
adsorvidos em lodo bioldgico, normalmente em sistemas com so6lidos em suspensdo,
com valores desde <0,002 a 0,049 pg.g”’ (TERNES et al., 2002) até concentragdes
maiores, como na ordem de 10" a 10° pug.g”! (FENG et al., 2010; RACZ et al., 2012).

Em um reator com biomassa fixa operando com TRH de 32 h e concentragdes iniciais
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de E2 e EE2 de 100 pg.L”', ndo foram detectadas concentracdes dos estrogénios
adsorvidas a biomassa (PIEPER e ROTARD, 2011). Porém, acredita-se que devido ao
elevado TRH do sistema, a biodegradagdo dos compostos adsorvidos possa ter ocorrido.

As razodes para esta variabilidade pode ser uma combinag¢do de inimeros fatores
como, por exemplo, as caracteristicas dos efluentes (esgoto in natura ou efluente
sintético, carga organica, pH e temperatura), concentragdo dos estrogénios e condi¢des
operacionais (TRH, TRS). Além disso, estes pardmetros influenciam diretamente nas
caracteristicas morfolégicas e composi¢do da biomassa, o que também afeta as
concentragdes adsorvidas de estrogénios, com resultados tdo distintos entre si (KOH et
al., 2008). Entretanto, ndo existe na literatura um estudo que comprove a relagao direta
entre a adsor¢do de micropoluentes com a concentragdo e composi¢do de EPS
(KNUNJAR e LOVE, 2011; XU et al., 2013a), possivelmente, devido ao impacto de
inumeros fatores neste processo e a dificuldade analitica para identificar interagdes tao
complexas entre EPS e estes compostos em baixas concentragdes.

Vérios micropoluentes organicos podem ser adsorvidos no lodo biologico devido
a presenca de sitios, como em regides hidrofébicas dos exopolimeros (FLEMMING e
LEIS, 2002 apud SHENG et al., 2010). De acordo com estes autores, o elevado numero
de grupos disponiveis de carboxila e hidroxila resulta em uma capacidade de adsor¢ao
alta dos EPS. No estudo realizado por JORAND et al. (1998) sobre as caracteristicas
dos exopolimeros, constatou-se que aproximadamente 7% do EPS possuia caracteristica
hidrofobica e o restante hidrofilica, sendo compostas basicamente por proteinas e
carboidratos, respectivamente. O percentual de E2 adsorvido na fragdo hidrofobica da
biomassa constatada no estudo de LEE et al. (2011) foi de 30%, entretanto, nenhuma
adsorcdo foi detectada na fracdo hidrofilica.

Com relagdo ao efeito do pH na adsor¢do, FENG et al. (2010) observaram que as
concentragdes de adsorcao de equilibrio de EE2 ndo sofreram nenhuma alteragdo nos
experimentos realizados com pH entre 2 e 6. Entretanto, uma reducdo na quantidade de
estrogénio adsorvido de 2,14 para 1,43 mg.g”" SST foi identificada com valores de pH
superiores a 6,0.

No presente estudo, nenhuma variabilidade significativa foi observada na
adsorc¢do dos estrogénios devido a redu¢do do TRH de 12 para 8 h, porém, apenas um
numero reduzido de amostras foi avaliado em cada condi¢do operacional devido as
limitacdes na obtencdo das amostras. De acordo com a literatura, o equilibrio de

adsorcao dos estrogénios ao lodo biologico ¢ atingido entre 10 min e 1 h (REN ef al.,
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2007; YI e HARPER, 2007; FENG et al., 2010), e por este motivo este parametro nao
resultou em alteragdes na quantidade adsorvida dos compostos com os dois TRH
investigados.

Os tratamentos bioldgicos com biomassa aderida, assim como o MBBR, operam
com TRS superior aos normalmente utilizados em biorreatores com biomassa em
suspensdo, o que, de acordo com a literatura, poderia potencializar a adsor¢do e as
eficiéncias de remocdes globais destes compostos (TRAN et al, 2013;
BANIHASHEMI e DROSTE, 2014; LUO et al., 2014b; PETRIE et al., 2014b). No caso
dos sistemas MBBR pode-se considerar que o TRS ¢ elevado, nao sendo um parametro
ajustavel neste tipo de reator biologico.

Na avalia¢do do impacto da comunidade microbiana na adsor¢do dos estrogénios
a biomassa aderida e em suspensdo, quantificou-se uma menor capacidade de adsor¢ao
de ambos os estrogénios na biomassa do MBBR-A em comparagdo aos biorreatores
MBBR-H e MBBR-HA. Em experimentos de adsor¢ao do EE2 em biomassa inativa de
monoculturas, KHUNJAR et al. (2008) verificou que apenas 4,9 + 1,6% do EE2 foi
adsorvido na biomassa produzida pela cultura pura de Nitrosomonas europaea,
enquanto que em biomassas de culturas de bactérias heterotroficas os percentuais foram
superiores (64,3 + 3,9 ¢ 71,6 £ 5,3%).

A Dbiomassa presente no MBBR-A ndo pode ser considerada pura e,
provavelmente, bactérias heterotroficas estavam presentes em menor propor¢ao, sendo
as principais responsaveis pela producdo dos EPS e a consequente adsor¢do dos
estrogénios. KHUNJAR e LOVE (2011) também concluiram que a producdo de
exopolimeros por bactérias heterotroficas em ETEs favorece a adsorcdo de
micropoluentes orgéanicos. As concentracdes adsorvidas de E2 nas biomassas dos
sistemas MBBR-H ¢ MBBR-HA foram similares entre si. Por outro lado, uma adsor¢ao
levemente superior do EE2 foi observada no MBBR-H, quando em comparagdo ao
MBBR-HA. Desta forma, conclui-se que as bactérias nitrificantes e sua biomassa
exerceram uma baixa influéncia na adsor¢do dos estrogénios com a baixa carga de
nitrogénio amoniacal aplicada (0,04 — 0,15 kg N-NH,".m™.d"") nestes biorreatores.

Uma das vantagens do sistema MBBR frente aos sistemas convencionais de lodos
ativados ¢ a menor geracdo de lodo de excesso que, posteriormente, precisa ser
tratado/descartado adequadamente. Desta forma, o possivel impacto ambiental de
contamina¢do do solo e corpos receptores (superficiais e subterrdneos) poderia ser

minimizado pela reducdo da aplicagdo do lodo como fertilizante em plantagoes.
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5.7 Balanco de massa dos estrogénios

Nas Figuras 5.21 e 5.22 estdo apresentados os resultados do balango de massa do
17B-estradiol e do 17a-etinilestradiol, respectivamente, onde se pode visualizar o
destino de ambos os estrogénios nos experimentos realizados: biodegradacao, adsor¢ao

ou descarte com o efluente final.
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Figura 5.21: Influéncia da comunidade microbiana no destino do 17B-estradiol nos

sistemas MBBR.

Conforme pode ser observado nas Figuras 5.21 e 5.22, a biodegradagdo foi o
principal destino dos estrogénios nos sistemas MBBR nas condigdes operacionais
investigadas. Os percentuais de biodegradag¢do de E2 foram similares entre as distintas
comunidades microbianas com valores entre 87,1 € 93,1%. Entretanto, o EE2 se
mostrou mais resistente a biodegradacdo do que o E2, apesar da similaridade entre as
suas estruturas moleculares. Isto ocorre devido ao fato que o grupamento etinil,
localizado na posi¢ao 17 do estrogénio EE2, potencialmente bloqueia a formagao de
uma cetona e impede estericamente o acesso ao grupo hidroxila nesta mesma posi¢ao
(WEBER et al., 2005). A maior eficiéncia de biodegradagdo do EE2 foi alcangada por
cometabolismo no MBBR-A (69,6 — 71,2%), seguida pelo MBBR-HA (50,9 — 57,4%) e
pelo MBBR-H (41,6 — 49,9%). E importante de ressaltar que a biodegradagdo ndo é
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sindonimo de mineralizacdo destes compostos, € que a identificagao/quantificacao das

rotas de biodegradagdo e os subprodutos formados ndo estava no escopo do presente

trabalho.
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Figura 5.22: Influéncia da comunidade microbiana no destino do 17a-etinilestradiol nos

sistemas MBBR.

As maiores eficiéncias de biodegradacdo de EE2 obtidas pelas bactérias
nitrificantes do sistema MBBR-A esta em consonancia com o que foi exposto por
KHUNIJAR et al. (2011). Os autores observaram que a biodegradacdo deste estrogénio
foi cinco vezes mais rapida por bactérias que oxidam a amdnia (BOA) do que por
bactérias heterotréficas, considerando apenas a biotransformagao (sem mineralizago).
A remocao do EE2 vem sendo atrelada a presenca de bactérias nitrificantes desde os
estudos de VADER et al. (2000) e posteriormente por SHI ef al. (2004), YI e HARPER
(2007), SKOTNICKA PITAK et al. (2009), TRAN et al. (2013), entre outros.

A Dbiotransformagdo do EE2 pelas bactérias nitrificantes ocorre por
cometabolismo (REN et al., 2007; TRAN et al., 2013; LUO et al., 2014b), conforme
descrito anteriormente no capitulo 3.7.1.3. O efeito positivo da presenca de bactérias
nitrificantes pode ser visualizado na comparacdo dos percentuais de biodegradacido de
EE2 obtidos entre os reatores biolégicos com predominancia de bactérias heterotroficas
(MBBR-H) e o que possuia a presenga dos dois grupos na comunidade microbiana

(MBBR-HA). Nota-se que houve uma diferenca de 7,5 e 9,3 pontos percentuais para
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TRH de 12 e 8 h, respectivamente, na biodegrada¢ao do EE2 entre os dois sistemas
MBBR que receberam a mesma carga organica carbonacea. No MBBR-H a nitrifica¢do
foi inibida com a adi¢do do composto ATU, comprovada pela auséncia de
concentragdes de nitrito e nitrato no efluente final, resultando em uma menor eficacia na
remocao do 17a-ctinilestradiol.

Os sistemas MBBR-H e MBBR-HA apresentaram as maiores contribuigdes de
adsor¢ao do E2 com valores similares de 5,2 — 5,5% (TRH de 12 h) e de 7,1 — 7,4%
(TRH de 8 h). J4 na adsor¢ao do EE2 no MBBR-H foi superior (19,5 — 24,9%), seguida
pelo MBBR-HA (15,5 — 21,9%) e MBBR-A (8,4 — 11,9%). Os percentuais de adsor¢ao
de E2 obtidos nesta tese estdo de acordo com alguns autores da literatura que indicam
que a remocdo de estrogénios por adsor¢do no tratamento de esgoto sanitdrio
normalmente ¢ inferior a 10% (ANDERSEN et al., 2003; JOSS et al., 2004; TERNES
et al., 2004; GABET-GIRAUD et al., 2010). Contrariamente, outros estudos tém
considerado a adsor¢do como uma forma significativa de remogao destes compostos
(CLARA et al., 2004; HOLBROOK et al., 2004; CIRJA et al., 2008; DE GUSSEME et
al., 2009), podendo chegar a 50% do estrogénio removido (SHI ef al., 2013). A variagdo
dos resultados de adsor¢do entre as comunidades microbianas ocorreu possivelmente
devido as melhores eficiéncias de biodegradacdo dos estrogénios nos reatores com
bactérias nitrificantes, o que resultou na menor concentragdo adsorvida. Além disso,
deve-se considerar o efeito da composi¢cdo/morfologia da biomassa na adsor¢do destes
compostos, conforme sugerido por LUO et al. (2014a).

Nos célculos do balanco de massa, a adsor¢do dos estrogénios ao biofilme
correspondeu a menos do que 0,001% em todos os casos em comparagdo aos outros
destinos investigados. A contribui¢do da adsorcdo dos estrogénios no biofilme foi
insignificante devido a baixa varia¢ao na massa de biofilme dos suportes (450 de 0,55 a
1,20 g). Desta forma, pode-se considerar que os percentuais de adsor¢ao representados
nas Figuras 5.24 e 5.25 sdo representativos basicamente da adsor¢do nos sélidos em
suspensdo. O incremento na adsor¢do do EE2 apods a reducdo do TRH de 12 para 8 h
ocorreu devido a maior produgdo de s6lidos em suspensao.

Nas Figuras 5.23 e 5.24 podem-se verificar as concentracoes e eficiéncias globais
de remocdo de E2 e EE2 (biodegradacdo e adsor¢do), respectivamente, nos efluentes
finais produzidos pelos trés reatores biologicos. Nestes graficos fica evidente a
similaridade entre as concentragdes obtidas com os distintos TRH investigados, tanto

para o E2 quanto para o EE2, ao longo dos 120 dias de operagdo em cada condicao
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operacional. Durante os primeiros dias de operagdo apds a adicdo dos estrogénios, as
concentragoes determinadas nos efluentes finais de E2 e EE2 foram levemente
inferiores aos observados posteriormente. Isto ocorreu por causa da alta capacidade de
adsor¢do da biomassa neste periodo, bem como pela intensa producdo de EPS.

Posteriormente, a remog¢ao dos estrogénios se deu principalmente pela contribuicao da

biodegradagao.
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Figura 5.23: Concentragdes médias nos efluentes e eficiéncias de remogao de E2 nos

trés sistemas MBBR.

As eficiéncias de remocdo global dos estrogénios obtidas dos sistemas MBBR
(Figuras 5.23 e 5.24), englobando tanto a biodegradacdo quanto a adsor¢ao na
biomassa, variaram de 93,3 a 96,1% para o E2 e de 69,4 a 81,5% para o EE2. Em
comparagdo ao balango de massa calculado para o MBBR investigado por LUO et al.
(2014a), as eficiéncias de remog¢ao globais obtidas pelos autores foram similares para o
E2 (96,2 + 2,2%) e levemente superiores para o EE2 (85,2 + 4,5%). A influéncia do
TRH na remogdo de estrogénios pelo sistema MBBR pode ser considerada pouco
significativa, desde que pequenas diferencas nos resultados foram observadas entre o
presente estudo com TRH de 8 a 12 h e o estudo de LUO et al. (2014a) com TRH de 24
h.
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Figura 5.24: Concentra¢cdes médias nos efluentes e eficiéncias de remog¢ao de EE2 nos

trés sistemas MBBR.

Outros autores que investigaram a remoc¢do de estrogé€nios em reatores de leito
fixo chegaram as mesmas conclusdes, de que o TRH tem nenhum ou pouco impacto nas
eficiéncias de remocdo destes compostos (JOSS et al., 2004; PIEPER ¢ ROTARD,
2011). Na investigagdo de JOSS et al. (2004), um reator de leito fixo com TRH de
apenas 35 min foi suficiente para a obtencdo de eficiéncias de remoc¢ado de 90 + 3%,
>95% e 69 + 9% para E1, E2 e EE2, respectivamente. Entretanto, nenhum outro estudo
da literatura com biomassa fixa obteve eficiéncias tdo altas com TRH tdo baixos, sendo
necessaria a realizacdo de novos experimentos para comprovar esta eficacia. De acordo
com estes autores, as altas remogdes atingidas ocorreram por causa das caracteristicas
do lodo bioldgico, resultante do TRS elevado e da biomassa na forma de biofilme.

Ao se comparar os resultados alcangados com os de sistemas convencionais de
lodos ativados observa-se que as eficiéncias de remogdes atingidas sdo similares (RACZ
et al., 2012; PETRIE et al., 2014a). URASE e KIKUTA (2005) analisaram a
degradacdo de E2 e EE2 (100 pg.L") em sistemas de lodo ativado em batelada com
efluente sintético e observaram que o E2 foi degradado rapidamente, diferentemente do
EE2 que mesmo apds 100 h ndo foi completamente removido. Os micro-organismos

presentes no lodo degradaram os micropoluentes mais rapidamente em sistemas onde
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existia uma menor quantidade de compostos mais facilmente biodegraddveis (menor
relagdo A/M).

Apenas os estrogénios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol foram adicionados nos
sistemas MBBR, entretanto, a estrona foi quantificada nos efluentes produzidos,
conforme representado na Figura 5.25. A primeira etapa da principal rota de
biodegradacdo aerdbia do E2 ocorre através da formacdo da estrona (El), com a
dehidrogenacdo do anel D em C-17 (TERNES et al., 1999b; SHI ef al., 2004; REN et
al., 2007; YU et al., 2013). Em relagdo ao EE2, a primeira etapa da biodegradacao pode
ocorrer por cinco rotas distintas, das quais uma ¢ pela formag¢do da estrona com
conversao do anel D em C-17 por bactérias heterotroficas (YU et al., 2013). Como a
conversdao de E2 em EI ocorre rapidamente, a estrona foi detectada nos efluentes dos
sistemas MBBR j& nas primeiras andlises realizadas apds 6 dias da adi¢do dos

estrogénios, com posterior incremento na sua concentragao.
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Figura 5.25: Concentragdes médias de E1 nos efluentes dos trés sistemas MBBR.

O surgimento da estrona ocorreu nos trés sistemas MBBR, com valores superiores
e similares entre si nos sistemas MBBR-H e MBBR-HA. No reator com biomassa
predominantemente nitrificante, a formacdo de estrona também ocorreu apesar de na

literatura as rotas de biodegrada¢ao de E2 ¢ EE2 com formagdo de El terem sido

93



descritas apenas para bactérias heterotroficas (YU er al., 2013). Nao foi possivel
calcular o percentual de remocao da estrona por biodegradacdo, uma vez que ndo se tem
a informa¢do da quantidade de E1 formada pela biodegradacdo de E2 e EE2, ja que
existe mais de uma rota de biodegradagdo destes compostos, ndo podendo ser
considerada uma conversao de 100% em estrona.

No presente estudo e na maioria das investigagdes publicadas, o TRH utilizado
nos tratamentos bioldgicos com o proposito de remover estrogénios ¢ sempre superior
aos TRH convencionalmente utilizados em ETEs. Além disso, uma gama de outros
micropoluentes ¢ encontrada no esgoto sanitario e deveria ser concomitantemente
removida nos sistemas de tratamento. Neste contexto, as eficiéncias de remocgao
observadas nesta tese com a utilizacdo de efluentes sintéticos poderiam ser menores
quando avaliadas com esgoto sanitario real e em plantas em larga escala, necessitando
de um estudo mais aprofundado para verificagcdo destes resultados. Uma das vantagens
do sistema MBBR frente aos sistemas convencionais de lodos ativados ¢ a possibilidade
de utilizacdo de sistemas mais compactos, com TRH em torno de 1 h para remocao de
matéria organica facilmente biodegradavel. Entretanto, para a remoc¢do de compostos
recalcitrantes, como o EE2, deve-se considerar a possibilidade de utilizagdo de um
tratamento tercidrio para complementagdo da remog¢do destes compostos caso sejam
utilizados TRH inferiores aos estudos nesta tese.

E possivel adicionar os suportes plasticos do MBBR em sistemas convencionais
de lodos ativados, transformando-os em sistemas IFAS (sigla do termo em inglés
Integrated Fixed-Film Activated Sludge) com pequenas alteragdes operacionais (adigdo
de grades na saida do reator para contencdo dos suportes e redimensionamento do
sistema de aeragdo). Nestes casos, seria possivel utilizar uma instalagdo existente para
aumentar a carga organica aplicada, melhorar o desenvolvimento da nitrificagdo e,
possivelmente, otimizar a remog¢ao de micropoluentes, mesmo que de forma parcial.

Apesar das concentracdes de estrogénios utilizadas nesta tese ndo serem
representativas das observadas em amostras de esgoto in natura, os resultados obtidos
fornecem informagdes uteis quanto as capacidades de biodegradacdo e adsor¢dao de
biofilmes majoritariamente compostos por bactérias nitrificantes ou heterotroficas, e a
mistura de ambas. Além disso, este trabalho proporcionou informagdes importantes

quanto a utilizag@o do sistema MBBR para remogao de estrogénios.
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6. CONCLUSOES

Nesta tese investigou-se o desempenho de distintas comunidades microbianas na
remogao de estrogénios em reatores de leito movel com biofilme com efluente sintético.
Durante o periodo de estabilizagdo sem os estrogénios, os sistemas MBBR
apresentaram operacdo estavel. Entretanto, nos dias subsequentes a adicdo dos
estrogénios, observaram-se alguns efeitos nos reatores biologicos:

e No MBBR-A a nitrificacdo (segunda etapa) foi parcialmente inibida com
decréscimo da taxa de remogdo de N-NH," e subsequente recuperacio. Este efeito
de inibi¢do também pode ser evidenciado pela queda na producdo do ion nitrato.

e Intenso crescimento na concentracdo de exopolimeros nos trés sistemas MBBR
evidenciado pelas concentragdes de SST, SSV, biomassa seca aderida e
polissacarideos e proteinas totais. Apesar disso, a turbidez do efluente final foi
inferior a 6,0 UNT devido a boa sedimentabilidade do lodo produzido apds 10
min de decantagao.

e Incremento nas concentracdes de DQO soluvel nos efluentes produzidos pelos
sistemas MBBR foi evidenciada, possivelmente pela solubilizagdo dos EPS e
geragdo dos produtos microbianos soluveis (PMS).

e Observou-se um aumento visual do numero de bactérias filamentosas presentes no
biofilme aderido aos suportes apds a adi¢ao dos estrogénios. Acredita-se que a
elevada produ¢do de EPS pode ter resultado em problemas na difusdo do oxigénio

dissolvido até as regides mais profundas do biofilme.

A adsor¢ao dos estrogénios em todos os casos foi maior nos s6lidos em suspensao
do que nas amostras de biofilme, possivelmente devido a maior atividade microbiana na
forma aderida da biomassa com a biodegradacdo dos compostos. Devido a maior
hidrofobicidade do EE2, maiores concentracdes foram quantificadas em ambas as
formas de biomassa em comparagdo com o E2. O TRH nao teve impacto significativo
na quantidade adsorvida dos compostos na biomassa. Uma menor capacidade de
adsorcdo de ambos os estrogénios na biomassa autotréfica foi quantificada em
comparag¢do aos biorreatores com biomassa heterotréfica. A adsor¢ao dos estrogénios ao
biofilme correspondeu a menos do que 0,001% em todos os casos em comparagdo aos

outros destinos investigados.
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A biodegradagao foi a principal forma de remocao dos dois estrogénios nos
sistemas MBBR. Os percentuais de biodegradagdo de E2 foram similares entre as
distintas comunidades microbianas com valores de 87,1 a 93,1%. Entretanto, o EE2 se
mostrou mais resistente a biodegradagdo, com a maior eficiéncia de biodegradacdo no
MBBR-A (69,6 — 71,2%), seguida pelo MBBR-HA (50,9 — 57,4%) e pelo MBBR-H
(41,6 — 49,9%).

As eficiéncias de remog¢do globais dos sistemas (biodegradagcdo e adsor¢do na
biomassa) obtidas nos biorreatores foram de 93,3 a 96,1% para o E2 e de 69,4 a 81,5%
para o EE2. Estas eficiéncias de remog¢ao globais foram t3o altas quanto as observadas
em sistemas convencionais de lodos ativados. O TRH na faixa investigada de 8 a 12 h
teve pouca influéncia na remocao de estrogénios pelo sistema MBBR.

Uma das vantagens do sistema MBBR frente aos sistemas convencionais de lodos
ativados ¢ a possibilidade de utilizagdo de sistemas mais compactos, com TRH em torno
de 1 h para remocao de matéria organica facilmente biodegradavel. Entretanto, para a
remocdo de compostos recalcitrantes, como o EE2, deve-se considerar a possibilidade
de utilizagdo de um tratamento terciario para complementacdo da remocgdo destes
compostos caso sejam utilizados TRH inferiores aos estudos nesta tese. Outra vantagem
¢ a menor produgado de lodo de excesso, que resulta na redugdo de custos de tratamento
e/ou disposicdo. Além disso, o sistema MBBR previne o arraste das bactérias
nitrificantes para fora do biorreator, resultando no melhor desenvolvimento da
nitrificagdo e podendo contribuir na remocgao dos estrogénios.

Apesar das concentragdes de estrogénios utilizadas nesta tese nao serem
representativas das observadas em amostras de esgoto in natura, os resultados obtidos
fornecem informagdes uteis quanto as capacidades de biodegradacdo e adsorcdo de
biofilmes majoritariamente compostos por bactérias nitrificantes ou heterotroficas, e a
mistura de ambas. Além disso, este trabalho proporcionou informagdes importantes

quanto a viabilidade de utilizacdo do sistema MBBR para remog¢ao de estrogénios.
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7.  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Uma possibilidade que deve ser investigada ¢ o acoplamento de sistemas
bioldgicos compactos € com baixa produgdo de lodo, como o0 MBBR, com tratamentos
terciarios de baixo custo para remog¢do dos estrogénios sintéticos, que apresentam
menor biodegradabilidade. Novas pesquisas com sistemas MBBR sao necessarias com
amostras reais de esgoto sanitario, com concentracdes encontradas em amostras
ambientais e em condi¢des operacionais distintas, como TRH menores.

E importante avaliar os efeitos destes compostos nos micro-organismos dos
sistemas bioldgicos, além de identificar por técnicas de biologia molecular o conjunto

de micro-organismos que obtenha as melhores eficiéncias de remocgao.
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Anexo A

Curvas de calibracéo
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Figura A.1: Curva de calibracdo para analise de DQO com baixa concentracéo.
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Figura A.2: Curva de calibracdo para analise de DQO com alta concentracéo.
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Figura A.3: Curva de calibracdo para analise de nitrogénio amoniacal.
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Figura A.4: Curva de calibragdo para analise de nitrito.
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Figura A.6: Curva de calibracdo para analise de polissacarideos totais.
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Anexo B

Resultados dos testes de hidrodinamica
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Figura B.1: Variacdo da condutividade no MBBR-A com o tempo para os testes
hidrodindmicos com Ug de 15,1 m.h%, 18,0 m.h™%, 20,9 m.ht e 22,4 mht.
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Figura B.2: Variacdo da condutividade no MBBR-H com o tempo para os testes
hidrodindmicos com Ug de 15,8 m.h™, 18,8 m.h*%, 21,5 m.h? e 23,3 m.h™.
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Figura B.3: Variagéo da condutividade no MBBR-HA com o tempo para os testes
hidrodinamicos com Ug de 14,9 m.h*, 184 m.h™, 21,3 mh? e 22,8 m.ht.
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Anexo C

Resultados durante o periodo de estabilizacéo

Tabela C.1: Resultados de DQO soluvel dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo
de estabilizagao.

Tempo de DQOs (mg.L™) Tempo de DQOs (mg.L?)
operacdo (d) | MBBR-H | MBBR-HA |operacdo (d) | MBBR-H | MBBR-HA

5 22 40 84 18 22
7 29 37 87 17 26
10 26 36 89 14 19
12 15 33 91 24 26
14 25 21 94 18 28
17 19 25 96 14 23
19 25 21 98 19 29
21 18 22 101 17 32
24 22 25 103 21 30
26 21 21 105 22 26
28 17 23 108 27 22
31 27 24 110 22 26
33 25 25 112 25 28
35 20 21 115 19 22
38 19 28 117 22 21
40 17 22 119 27 27
42 21 28 122 21 20
45 22 24 124 16 18
47 12 25 126 14 22
49 27 20 129 18 27
52 21 21 131 19 30
54 24 22 133 25 21
56 19 21 136 23 22
59 22 25 138 18 30
61 28 21 140 22 27
63 16 18 143 19 22
66 18 26 145 26 21
68 12 20 147 16 18
70 27 28 150 27 30
73 23 20 152 22 28
75 13 24 154 21 31
77 14 18 157 19 30
80 19 20 159 26 21
82 26 21 161 18 22
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Tabela C.1: Resultados de DQO soluvel dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo
de estabilizacéo (continuacgéo).

Tempo de DQOs (mg.L™) Tempo de DQOs (mg.L™)

operacédo (d) | MBBR-H | MBBR-HA |operacdo (d)| MBBR-H | MBBR-HA
164 14 18 203 19 19
166 12 31 206 15 26
168 22 27 208 26 30
171 21 22 210 22 27
173 23 26 213 23 31
175 17 21 215 18 34
178 18 31 217 17 22
180 28 28 220 21 21
182 26 22 222 13 22
185 28 18 224 25 26
187 25 26 227 27 19
189 19 24 229 22 28
192 25 25 231 18 22
194 13 27 234 21 25
196 19 22 236 19 27
199 28 21 238 26 21
201 26 18
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Tabela C.2: Resultados de nitrogénio amoniacal dos efluentes dos sistemas MBBR no
periodo de estabilizacao.

Tempo de N-NH," (mg.L™) Tempo de N-NH," (mg.L™)
operacdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA |Joperagdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA
5 32 16,8 84 15 9,4
7 26 14,3 87 14 10,5
10 18 10,9 89 11 7,6
12 19 12,2 91 15 5,2
14 12 11,0 94 19 5,8
17 14 10,9 96 15 7,2
19 24 8,5 98 14 50
21 30 91 101 12 5,8
24 24 7,6 103 15 9,4
26 18 8,3 105 11 5,2
28 13 52 108 16 8,6
31 18 6,8 110 16 10,1
33 12 6,3 112 15 8,3
35 14 8,2 115 17 7,3
38 17 9,3 117 18 53
40 19 6,6 119 11 7.4
42 21 72 122 15 9,2
45 22 54 124 17 10,1
47 17 10,5 126 13 54
49 25 8,1 129 15 72
52 18 7,2 131 13 6,5
54 14 8,4 133 12 8,7
56 17 9,7 136 16 7,3
59 22 7,4 138 15 8,1
61 21 5,2 140 20 9,8
63 17 50 143 14 53
66 16 8,2 145 17 6,1
68 21 7,6 147 18 8,6
70 21 7,3 150 12 55
73 15 6,7 152 16 7,0
75 16 6,6 154 11 8,9
77 19 54 157 14 7,2
80 14 5,7 159 13 8,8
82 21 7,2 161 11 10,2
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Tabela C.2: Resultados de nitrogénio amoniacal dos efluentes dos sistemas MBBR no

periodo de estabilizacdo (continuacao).

Tempo de N-NH4" (mg.L™) Tempo de N-NH," (mg.L™)
operagdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA |operagdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA
164 13 5,6 203 14 5,6
166 15 7,7 206 15 6,9
168 12 8,1 208 18 9,1
171 13 5,0 210 15 8,5
173 12 6,5 213 14 7.3
175 17 9,2 215 18 9,6
178 15 6,3 217 16 9,5
180 16 8,5 220 14 8,3
182 19 5,5 222 13 8,8
185 14 7.2 224 17 9,1
187 18 9,4 227 12 55
189 17 8,3 229 18 6,2
192 21 8,9 231 15 8,0
194 18 8,4 234 14 10,2
196 14 7.9 236 17 5,9
199 13 8,0 238 16 5,2
201 17 7,7 240 14 6,0
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Tabela C.3: Resultados de nitrato dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo de Nitrato (mg.L™) Tempo de Nitrato (mg.L™)
operacdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA |operagdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA
3 26,40 3,62 82 166 10,40
5 60,59 5,39 84 155 13,24
7 70,00 5,87 87 145 9,59
10 109 6,13 89 152 8,20
12 148 8,50 91 147 8,24
14 188 8,88 94 163 10,77
17 128 12,83 96 147 13,66
19 127 8,82 98 154 7,18
21 140 10,11 101 150 5,75
24 148 11,63 103 161 11,68
26 114 12,98 105 144 9,27
28 102 9,68 108 159 10,57
31 155 11,55 110 162 13,30
33 126 8,32 112 151 12,82
35 116 11,34 115 159 11,00
38 134 8,50 117 143 9,73
40 132 9,36 119 139 7,70
42 144 7,60 122 159 9,92
45 138 7,81 124 152 13,69
47 145 12,60 126 160 10,60
49 147 12,88 129 150 13,00
52 164 7,76 131 144 9,10
54 145 10,31 133 161 7,98
56 144 14,98 136 133 13,11
59 146 11,02 138 136 7,90
61 160 10,17 140 150 7,32
63 145 10,27 143 139 12,00
66 139 7,31 145 138 8,28
68 142 9,07 147 148 11,29
70 145 12,44 150 146 10,81
73 139 8,49 152 141 9,00
75 142 9,80 154 155 7,92
77 158 9,39 157 163 14,53
80 155 7,59 159 145 8,24
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Tabela C.3: Resultados de nitrato dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacdo (continuacéo).

Tempo de Nitrato (mg.L™) Tempo de Nitrato (mg.L™)

operacdo (d) | MBBR-H | MBBR-HA |operagdo (d) | MBBR-H | MBBR-HA
161 138 8,54 201 150 13,03
164 158 7,06 203 136 11,15
166 138 11,65 206 145 10,80
168 145 16,87 208 137 9,51
171 145 9,52 210 135 7,52
173 143 7,86 213 150 13,94
175 137 11,81 215 145 7,66
178 153 14,23 217 153 10,90
180 147 18,18 220 154 11,23
182 135 11,33 222 140 8,30
185 138 8,96 224 155 8,00
187 132 11,63 227 147 8,78
189 140 8,40 229 138 8,00
192 158 14,41 231 153 13,27
194 140 10,85 234 142 11,30
196 138 8,02 236 148 8,80
199 148 1,24
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Tabela C.4: Resultados de nitrito dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo de Nitrito (mg.L™) Tempo de Nitrito (mg.L™)
operagéo (d) | MBBR-A | MBBR-HA |operagdo (d) | MBBR-A | MBBR-HA
3 40,39 <0,06 82 <0,06 <0,06
5 63,02 <0,06 84 <0,06 <0,06
7 75,24 <0,06 87 <0,06 <0,06
10 1,20 <0,06 89 <0,06 <0,06
12 <0,06 <0,06 91 <0,06 <0,06
14 <0,06 <0,06 94 <0,06 <0,06
17 <0,06 <0,06 96 <0,06 <0,06
19 <0,06 <0,06 98 <0,06 <0,06
21 <0,06 <0,06 101 <0,06 <0,06
24 <0,06 <0,06 103 <0,06 <0,06
26 <0,06 <0,06 105 <0,06 <0,06
28 <0,06 <0,06 108 <0,06 <0,06
31 <0,06 <0,06 110 <0,06 <0,06
33 <0,06 <0,06 112 <0,06 <0,06
35 <0,06 <0,06 115 <0,06 <0,06
38 <0,06 <0,06 117 <0,06 <0,06
40 <0,06 <0,06 119 <0,06 <0,06
42 <0,06 <0,06 122 <0,06 <0,06
45 <0,06 <0,06 124 <0,06 <0,06
47 <0,06 <0,06 126 <0,06 <0,06
49 <0,06 <0,06 129 <0,06 <0,06
52 <0,06 <0,06 131 <0,06 <0,06
54 <0,06 <0,06 133 <0,06 <0,06
56 <0,06 <0,06 136 <0,06 <0,06
59 <0,06 <0,06 138 <0,06 <0,06
61 <0,06 <0,06 140 <0,06 <0,06
63 <0,06 <0,06 143 <0,06 <0,06
66 <0,06 <0,06 145 <0,06 <0,06
68 <0,06 <0,06 147 <0,06 <0,06
70 <0,06 <0,06 150 <0,06 <0,06
73 <0,06 <0,06 152 <0,06 <0,06
75 <0,06 <0,06 154 <0,06 <0,06
77 <0,06 <0,06 157 <0,06 <0,06
80 <0,06 <0,06 159 <0,06 <0,06
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Tabela C.4: Resultados de nitrito dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacdo (continuacéo).

Tempo de Nitrito (mg.L™) Tempo de Nitrito (mg.L™)

operagéo (d) | MBBR-H | MBBR-HA |operagdo (d) | MBBR-H | MBBR-HA
161 <0,06 <0,06 201 <0,06 <0,06
164 <0,06 <0,06 203 <0,06 <0,06
166 <0,06 <0,06 206 <0,06 <0,06
168 <0,06 <0,06 208 <0,06 <0,06
171 <0,06 <0,06 210 <0,06 <0,06
173 <0,06 <0,06 213 <0,06 <0,06
175 <0,06 <0,06 215 <0,06 <0,06
178 <0,06 <0,06 217 <0,06 <0,06
180 <0,06 <0,06 220 <0,06 <0,06
182 <0,06 <0,06 222 <0,06 <0,06
185 <0,06 <0,06 224 <0,06 <0,06
187 <0,06 <0,06 227 <0,06 <0,06
189 <0,06 <0,06 229 <0,06 <0,06
192 <0,06 <0,06 231 <0,06 <0,06
194 <0,06 <0,06 234 <0,06 <0,06
196 <0,06 <0,06 236 <0,06 <0,06
199 <0,06 <0,06
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Tabela C.5: Resultados de SST dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo de MBBR-A . MBBR-H ' MBBR-HA.
operacéo (d) SST_1 Desvlo SST_1 Desvlo SST_1 Desvlo
(mg.L™) | padréo | (mg.L™) | padréo | (mg.L™) | padréo
8 68,6 6,4 79,5 7,2 82,1 8,4
15 59,3 7,1 63,2 4,7 76,9 55
22 38,1 5,2 37,9 55 53,5 6,3
29 34,5 4,9 45,7 4,1 32,7 6,0
36 25,4 4,3 38,5 3,2 23,0 4,2
43 16,3 3,1 32,7 3,6 25,7 2,4
50 13,8 2,3 30,5 4,7 19,4 3,3
57 17,6 1,8 29,6 2,8 16,4 2,9
64 12,5 2,4 18,2 3,1 20,5 4,1
71 14,0 3,8 15,8 5,3 22,4 3,6
78 13,9 15 14,4 4,1 19,0 15
85 16,4 2,9 13,9 3,6 16,7 2,7
92 14,2 1,7 15,7 2,8 21,6 1,9
99 13,8 3,6 19,2 1,3 15,7 0,8
106 11,0 4,0 16,3 2,4 19,3 3,9
113 12,5 14 18,4 3,1 22,3 4.4
120 14,3 2,5 19,0 2,6 24,6 2,7
127 13,1 3,2 15,6 3,3 17,1 1,6
134 11,5 1,1 13,0 4,4 23,6 2,2
141 15,2 3,7 16,3 2,4 22,2 3,8
148 13,8 3,4 15,8 1,3 18,8 1,2
155 15,3 2,6 15,1 2,7 22,6 3,5
162 13,7 2,3 18,4 3,6 17,4 2,6
169 16,8 3,1 19,9 3,8 19,8 3,1
176 13,6 3,0 15,8 2,7 15,7 2,0
183 16,5 2,9 14,3 2,0 21,0 3,7
190 15,5 4.4 16,3 1,6 23,7 1,8
197 11,8 3,6 17,1 3,2 19,2 3,4
204 10,5 2,3 15,7 3,8 21,6 2,9
211 12,4 2,6 16,4 2,7 14,5 3,1
218 14,0 3,1 16,8 1,6 18,2 1,7
225 14,5 3,7 15,2 2,0 22,5 2,0
232 12,5 4,5 15,7 3,2 23,9 3,1
239 15,7 3,1 13,6 19 15,4 2,6
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Tabela C.6: Resultados de SSV dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de

estabilizacéo.

Temoo de MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
operat[;)éo (d) SSvV Desvio SSV Desvio SSV Desvio
(mg.L™) | padrdo | (mg.L™") | padrdo | (mg.L™) | padréo
8 62,4 8,1 63,6 9,1 73,9 7,2
15 55,7 6,3 53,1 5,2 70,7 55
22 33,9 4.8 34,1 6,1 51,4 3,9
29 31,0 5,2 37,0 43 28,1 5,2
36 244 3,6 31,2 3,9 18,4 2,8
43 14,5 4.1 28,4 55 22,1 3,1
50 13,1 3,3 25,0 4.6 17,3 3,3
57 16,0 2,9 24,6 3,3 13,6 1,9
64 11,5 3,0 15,3 2,6 17,6 0,6
71 13,0 4,2 12,6 3,5 17,9 2,9
78 12,8 3,6 13,0 3,8 15,4 2,0
85 15,4 4.0 11,4 4.4 14,2 2,3
92 13,5 0,6 12,6 2,1 17,3 3,0
99 12,5 2,3 15,5 3,7 12,9 1,4
106 9,7 1,5 13,2 0,7 16,8 42
113 12,0 2,7 15,6 19 19,6 3,9
120 13,6 3,2 16,9 3,4 20,4 2,8
127 12,0 1,7 14,0 2,6 14,2 2,2
134 10,9 25 10,4 2,5 18,9 3,1
141 14,1 2,6 13,4 2,7 19,1 3,0
148 12,9 1,8 13,7 3,3 15,8 2,1
155 13,6 2,3 13,7 3,1 18,6 3,1
162 12,7 3,9 14,9 1,8 15,1 2,9
169 15,3 45 16,5 2,4 18,0 3,3
176 11,9 2,2 13,7 3,3 13,2 2,1
183 14,1 2,7 11,4 15 16,8 1,8
190 13,1 3,1 14,5 3,2 20,4 2,9
197 10,5 3,7 16,2 2,0 17,1 2,3
204 9,9 1,9 13,3 2,8 17,9 3,1
211 11,2 0,8 13,3 15 12,3 3,5
218 13,0 2,3 14,3 3,0 16,0 2,4
225 12,3 41 12,2 2,2 18,0 3,1
232 10,9 3,3 12,6 1,7 20,3 2,6
239 13,5 4.4 11,1 2,2 13,1 3,0
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Tabela C.7: Resultados de turbidez dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo de Turbidez (UNT)
operagao (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA

8 7.8 9,9 75
15 6,7 71 8,7
22 5,3 6,6 5,4
29 1,9 41 4,3
36 2,3 4.4 47
43 3,7 4.4 4,0
50 41 3,9 3,4
57 55 55 2,8
64 6,3 1,9 3,7
71 4,2 3,3 2,2
78 3,9 41 3,6
85 4,6 4.4 2,7
92 3,5 49 2,3
99 2,3 3,2 43
106 2,9 2,5 3,3
113 3,4 3,8 2,1
120 5,7 1,9 2,7
127 45 2,2 2,0
134 2,3 3,3 2,5
141 3,4 2,8 2,8
148 3,0 4,0 3,2
155 2,8 3,7 2,6
162 3,3 2,2 2,8
169 3,0 2,7 2,4
176 2,9 35 3,0
183 2,7 46 41
190 3,0 3,5 4.4
197 3,2 3,9 3,9
204 2,8 2,5 3,7
211 3,2 2,7 3,6
218 3,6 3,1 2,8
225 2,1 3,3 4,3
232 2,8 2,4 3,3
239 3,2 3,0 2,6
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Tabela C.8: Resultados de PS e PT do biofilme dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo PS (mg.L™) PT (mg.L™)
de
operacdo | MBBR-A | MBBR-H | MBBR-HA | MBBR-A | MBBR-H | MBBR-HA

(d)

50 1,34 3,97 3,80 4,03 8,79 9,02
64 1,49 4,09 3,92 4,24 8,92 9,33
78 1,58 4,39 4,05 4,33 9,53 9,78
92 1,73 4,62 4,56 4,76 9,91 10,05
106 1,99 4,33 4,19 4,29 9,64 10,28
120 1,57 4,85 4,87 4,58 9,52 9,93
134 1,68 474 4,55 4,31 9,66 9,99
148 1,88 4,61 4,68 4,59 9,39 10,11
162 1,49 4,17 4,23 4,27 9,77 9,88
176 1,77 4,78 4,69 4,61 9,70 10,25
190 1,64 4,55 4,05 4,38 9,56 10,07
204 1,73 4,21 4,79 4,60 9,82 10,34
218 1,94 4,93 4,39 4,56 9,61 9,96
232 1,83 4,45 4,95 4,91 9,49 10,22

Tabela C.9: Resultados de biomassa seca aderida dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizag&o.

Tempo de Biomassa seca aderida (g)
operacao (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
50 0,451 0,679 0,658
64 0,489 0,694 0,681
78 0,502 0,744 0,712
92 0,524 0,762 0,703
106 0,507 0,734 0,692
120 0,487 0,750 0,719
134 0,523 0,741 0,725
148 0,514 0,783 0,694
162 0,483 0,765 0,706
176 0,559 0,777 0,685
190 0,506 0,743 0,713
204 0,491 0,758 0,727
218 0,505 0,769 0,711
232 0,477 0,783 0,694
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Tabela C.10: Resultados de pH dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacéo.

Tempo ~de pH 'ger:r[;o;c? pH
ope(t;ja)(;ao MBBR-A | MBBR-H MﬁiR' P (ol)Q MBBR-A | MBBR-H ME&R_
10 6,70 6,68 6,89 82 6,92 6,88 6,77
12 7,08 6,86 6,86 84 6,95 6,91 6,74
14 6,88 6,77 6,90 86 7,02 6,87 6,75
16 6,94 6,81 6,84 88 6,94 6,85 6,73
18 6,55 6,74 6,85 90 6,97 6,77 6,93
20 6,52 6,81 6,79 92 6,86 6,81 6,90
22 7,03 6,77 6,75 94 6,80 6,83 6,91
24 6,72 6,69 6,78 96 6,75 6,86 6,88
26 6,86 6,84 6,84 98 7,05 6,92 6,89
28 6,64 6,82 6,84 100 6,73 6,90 6,84
30 6,59 6,88 6,88 102 6,92 6,90 6,87
32 6,88 6,70 6,90 104 6,85 6,88 6,92
34 6,82 6,70 6,89 106 6,91 6,75 6,91
36 6,67 6,82 6,87 108 6,89 6,70 6,88
38 6,89 6,81 6,83 110 6,70 6,71 6,85
40 6,58 6,76 6,80 112 7,04 6,76 6,83
42 6,51 6,80 6,79 114 6,99 6,74 6,82
44 6,75 6,81 6,74 116 6,91 6,79 6,91
46 6,70 6,92 6,78 118 6,93 6,80 6,90
48 6,66 6,84 6,90 120 6,89 6,83 6,88
50 6,83 6,76 6,85 122 7,02 6,82 6,89
52 6,64 6,84 6,92 124 6,87 6,77 6,84
54 6,82 6,70 6,94 126 6,82 6,79 6,82
56 6,50 6,77 6,87 128 6,93 6,75 6,79
58 7,01 6,70 6,89 130 6,88 6,81 6,74
60 6,74 6,85 6,85 132 6,84 6,83 6,73
62 6,77 6,88 6,81 134 6,91 6,84 6,85
64 6,69 6,73 6,80 136 7,06 6,81 6,86
66 7,03 6,76 6,83 138 6,95 6,90 6,88
68 6,72 6,68 6,82 140 6,98 6,89 6,91
70 6,50 6,80 6,79 142 6,70 6,88 6,93
72 6,73 6,78 6,77 144 6,62 6,82 6,90
74 6,74 6,77 6,81 146 6,84 6,84 6,89
76 6,89 6,73 6,80 148 6,99 6,79 6,86
8 6,95 6,75 6,75 150 6,93 6,77 6,78
80 6,82 6,81 6,78 152 6,73 6,69 6,77
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Tabela C.10: Resultados de pH dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo de
estabilizacdo (continuacéo).

oH e o+
Ope(:ja)gao MBBR-A | MBBR-H MEiBAR' P (ol)Q MBBR-A | MBBR-H MleAR'
154 6,64 6,77 6,81 200 6,82 6,88 6,90
156 6,83 6,78 6,88 202 6,99 6,83 6,89
158 6,84 6,73 6,92 204 6,84 6,81 6,85
160 6,97 6,88 6,93 206 6,78 6,77 6,87
162 6,83 6,83 6,90 208 6,97 6,76 6,86
164 6,91 6,84 6,88 210 6,88 6,74 6,83
166 6,86 6,89 6,87 212 7,05 6,78 6,85
168 6,91 6,87 6,91 214 6,94 6,82 6,81
170 6,84 6,81 6,89 216 6,87 6,80 6,88
172 6,88 6,82 6,86 218 6,94 6,88 6,87
174 6,93 6,85 6,88 218 6,94 6,91 6,92
176 7,00 6,78 6,85 220 7,04 6,89 6,85
178 6,81 6,77 6,84 222 6,92 6,86 6,83
180 6,77 6,73 6,79 224 6,85 6,83 6,82
182 6,93 6,83 6,77 226 6,96 6,84 6,86
184 7,06 6,85 6,76 228 6,88 6,83 6,81
186 6,89 6,88 6,87 230 6,87 6,79 6,77
188 6,93 6,89 6,85 232 6,98 6,84 6,79
190 6,99 6,92 6,89 234 6,89 6,86 6,74
192 6,88 6,90 6,88 236 7,01 6,85 6,80
194 6,77 6,85 6,90 238 6,98 6,88 6,84
196 6,80 6,87 6,93 240 6,69 6,89 6,88
198 6,98 6,84 6,92
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Tabela C.11: Resultados de temperatura dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo
de estabilizacéo.

Tempo de T (°C) Tempo de T (°C)

Ope(:ja)gao MBBR-A | MBBR-H MEiBAR' Ope(:jigao MBBR-A | MBBR-H MleAR'
10 25,0 25,4 25,3 82 22,1 22,0 22,4
12 255 25,2 255 84 22,0 22,1 21,9
14 24,7 24,8 24,5 86 21,6 21,4 21,5
16 24,2 24,2 24.0 88 213 213 213
18 24,7 24,6 245 90 21,0 21,2 20,9
20 235 23,3 23.4 92 20,1 20,3 20,0
22 254 25 4 256 94 20,6 20,5 20,4
24 23,0 22,8 23,1 96 20,3 20,3 20,1
26 25,4 25,3 254 08 20,6 20,4 20,3
28 243 24.4 242 100 22,0 22,1 218
30 25,7 25,6 255 102 21,6 21,4 21,4
32 24,6 24,5 24.6 104 23,7 23,6 234
34 23,3 23,2 23.4 106 23,4 235 232
36 225 22,4 225 108 21,2 211 21,4
38 24,6 245 243 110 20,9 20,7 21,0
40 24,0 24,1 238 112 21,6 215 213
42 231 233 23,0 114 213 214 21,0
44 22,8 22,7 22,8 116 21,4 21,2 21,2
46 22,1 22,0 22,0 118 21,0 213 20,9
48 22,3 224 22,6 120 20,6 20,5 20,7
50 22,0 22,2 21,8 122 20,3 20,2 20,0
52 22,4 22,2 22,3 124 22,5 22,3 22,3
54 21,7 215 215 126 22,4 225 22,7
56 21,8 21,6 21,8 128 21,7 215 21,4
58 22,0 22,1 22,2 130 213 213 21,0
60 21,3 21,4 211 132 22,3 22,4 22,2
62 20,6 20,4 20,6 134 22,4 22,0 22,2
64 20,5 20,6 20,3 136 21,0 21,2 20,9
66 19,9 19.9 19.7 138 22,6 22,5 22,6
68 20,9 20,6 20,7 140 23,1 23,1 23,0
70 20,1 20,0 19,8 142 20,2 20,0 20,4
72 20,2 20,4 20,3 144 22,2 22,0 221
74 20,3 20,3 20,4 146 22,7 22,5 22,9
76 20,5 20,6 20,2 148 21,2 21,0 21,0
78 215 21,4 21,6 150 21,7 21,6 21,8
80 21,4 21,2 213 152 215 215 215
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Tabela C.11: Resultados de temperatura dos efluentes dos sistemas MBBR no periodo
de estabilizagéo (continuagéo).

Tempo de T (°C) Tempo de T (°C)

Ope(:ja)gao MBBR-A | MBBR-H MEiBAR' Ope(:jigao MBBR-A | MBBR-H MleAR'
154 23,4 23,3 23,2 200 27,4 27,3 27,1
156 23,6 23,5 23,3 202 27,1 27,0 26,7
158 23,3 23,4 23,0 204 27,7 27,7 27,9
160 22,7 22,6 22,6 206 26,9 26,7 26,6
162 21,2 21,0 21,2 208 27,5 27,4 27,4
164 22,3 22,3 22,5 210 31,2 31,0 31,4
166 22,5 22,4 22,7 212 30,5 30,3 30,1
168 22,4 22,3 22,2 214 29,9 29,7 29,8
170 22,8 22,6 22,7 216 27,5 27,4 27,4
172 23,0 23,0 23,1 218 30,5 30,5 30,0
174 23,3 23,2 23,0 218 27,6 27,4 27,5
176 24,2 24,1 24,4 220 28,9 28,8 29,1
178 23,3 23,1 23,2 222 27,5 27,4 27,6
180 24,2 24,3 24,5 224 27,8 27,7 27,5
182 24,8 24,7 24,5 226 28,5 28,6 28,9
184 23,7 23,5 23,8 228 28,4 28,4 28,0
186 23,9 23,9 24,0 230 28,4 28,3 28,2
188 24,2 24,1 243 232 29,4 29,1 29,3
190 24,6 24,4 24,4 234 29,3 29,5 29,5
192 25,1 25,0 24,8 236 26,5 26,6 26,4
194 26,6 26,4 26,3 238 26,6 26,6 26,3
196 26,3 26,2 26,5 240 25,1 25,0 24.8
198 26,5 26,6 26,6
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Anexo D

Resultados apds a adi¢ao dos estrogénios

Tabela D.1: Resultados de DQO soluvel dos efluentes dos sistemas MBBR apds adicdo
dos estrogénios.

Tempo de DQOs (mg.L™") Tempo de DQOs (mg.L™")
operagiio (d) | MBBR-H | MBBR-HA | operagio(d) | MBBR-H MBBR-HA
1 27 24 80 74 74
3 18 20 82 - 77
5 21 27 85 74 85
8 25 26 87 78 89
10 31 23 89 72 88
12 24 19 92 69 81
15 30 22 94 76 83
17 18 25 96 75 76
19 21 23 99 77 79
22 34 27 101 68 88
24 29 22 103 76 79
26 38 19 106 79 90
29 31 21 108 76 86
31 24 23 110 67 85
33 33 27 113 66 87
36 27 23 115 71 83
38 21 34 117 78 77
40 33 47 120 75 79
43 37 43 122 70 77
45 a7 64 124 75 81
47 53 77 127 77 80
50 77 86 129 68 83
52 77 82 131 82 86
54 80 80 134 79 79
57 69 74 136 77 86
59 72 77 138 73 81
61 77 86 141 72 85
64 70 84 143 69 83
66 69 80 145 75 89
68 75 75 148 77 85
71 77 77 150 70 81
73 72 81 152 73 78
75 70 83 155 79 89
78 77 85 157 87 95
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Tabela D.1: Resultados de DQO soluvel dos efluentes dos sistemas MBBR apdés adicéo
dos estrogénios (continuacao).

Tempo de DQOs (mg.L™) Tempo de DQOs (mg.L™)

operacio (d) | MBBR-H | MBBR-HA | operacio(d) | MBBR-H MBBR-HA
159 99 109 201 155 161
162 113 128 204 157 163
164 154 141 206 151 168
166 160 158 208 150 162
169 155 164 211 163 157
171 153 160 213 157 155
173 157 155 215 156 163
176 147 158 218 155 169
178 155 163 220 155 167
180 158 167 222 158 163
183 143 166 225 152 154
185 156 163 227 154 157
187 153 165 229 148 161
190 161 160 232 154 166
192 158 169 234 153 164
194 150 167 236 162 158
197 147 156 239 157 156
199 153 157
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Tabela D.2: Resultados de nitrogénio amoniacal dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s
adicédo dos estrogénios.

Tempo de N-NH," (mg.L™) Tempo de N-NH," (mg.L")
operacio (d) | MBBR-A | MBBR-HA | operacgio(d) | MBBR-A MBBR-HA
1 12,9 7.4 80 14,6 75
3 22,5 9,5 82 111 8,1
5 24,4 12,3 85 18,3 9,3
8 29,3 15,3 87 18,8 10,1
10 33,0 19,3 89 13,8 9,8
12 35,0 22.4 92 12,1 8,1
15 48,8 27,5 94 17,7 8,8
17 58,0 31,8 96 21,1 9,2
19 78,3 37.1 99 11,7 10,2
22 69,1 33,9 101 14,7 12,3
24 53,5 27,1 103 12,6 10,8
26 441 21,0 106 17,4 9,9
29 39,4 17,2 108 19,5 11,0
31 27,1 15,6 110 12,7 10,7
33 15,9 13,2 113 15,0 9,2
36 17,9 9,9 115 16,9 12,2
38 10,5 8,1 117 13,2 9,5
40 12,3 7,7 120 10,5 9,7
43 13,4 11,8 122 14,2 15,5
45 15,9 9,3 124 40,2 21,1
47 17,2 8,8 127 39,3 19,2
50 15,0 7.4 129 27,3 16,7
52 13,9 9,1 131 22,8 14,4
54 10,3 10,6 134 16,3 13,2
57 17,2 8,5 136 17,2 10,7
59 14,8 8,3 138 15,1 11,1
61 13,0 7.4 141 19,3 13,7
64 19,5 78 143 12,9 10,2
66 15,9 8,3 145 17,0 9,6
68 10,8 9,0 148 15,9 10,5
71 16,4 10,3 150 13,2 9,9
73 17,1 10,0 152 19,6 10,7
75 13,2 9,5 155 18,7 8,9
78 16,7 73 157 15,8 9,2
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Tabela D.2: Resultados de nitrogénio amoniacal dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s

adicé@o dos estrogénios (continuacao).

Tempo de N-NH," (mg.L™) Tempo de N-NH," (mg.L")

operacio (d) | MBBR-A | MBBR-HA | operacgio(d) | MBBR-A MBBR-HA
159 13,4 9,5 201 19,2 10,1
162 18,5 9,1 204 20,6 9,5
164 17,3 10,0 206 16,3 9,9
166 19,6 13,2 208 13,9 9,1
169 18,4 12,7 211 20,4 9,7
171 16,5 12,2 213 194 10,1
173 12,8 11,8 215 15,0 10,5
176 18,9 12,4 218 14,7 9,6
178 17,3 11,6 220 17,5 9,9
180 16,2 11,3 222 13,7 10,6
183 18,3 10,7 225 19,1 11,0
185 19 11,5 227 20,1 10,5
187 20,1 11,8 229 17,0 10,2
190 18,7 12,3 232 16,3 9,7
192 15,8 10,2 234 14,9 9,3
194 19,5 10,5 236 17,2 10,1
197 15,3 11,7 239 17,9 10,4
199 17,4 12,2
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Tabela D.3: Resultados de nitrato dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adi¢do dos
estrogénios.

Tempo de Nitrato (mg.L'l) Tempo de Nitrato (mg.L'l)
operacgio (d) | MBBR-A | MBBR-HA | operacio (d) MBBR-A MBBR-HA
1 154 13,24 80 156 9,33
3 146 9,91 82 144 11,80
5 124 7,51 85 152 9,83
8 96 5,83 87 141 10,99
10 74 4,44 89 138 10,42
12 72 3,36 92 161 10,32
15 64 2,87 94 142 9,70
17 32 2,55 96 140 11,07
19 33 4,19 99 154 10,03
22 64 5,79 101 144 10,64
24 73 7,81 103 142 9,80
26 92 10,12 106 153 9,58
29 116 12,55 108 139 9,24
31 123 9,93 110 146 10,92
33 143 9,56 113 157 10,18
36 141 10,02 115 137 9,72
38 171 9,91 117 150 9,95
40 141 10,32 120 144 12,17
43 160 11,78 122 156 10,41
45 152 10,67 124 101 11,56
47 136 11,32 127 96 11,18
50 156 10,43 129 120 10,75
52 154 10,19 131 140 10,21
54 144 9,83 134 148 9,77
57 149 9,49 136 136 12,12
59 140 9,77 138 156 12,40
61 150 10,34 141 146 11,78
64 151 10,58 143 145 11,32
66 142 10,82 145 155 12,81
68 162 11,07 148 164 12,16
71 148 12,30 150 161 10,45
73 152 11,89 152 146 9,21
75 145 11,44 155 144 9,61
78 143 10,86 157 152 12,30
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Tabela D.3: Resultados de nitrato dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adi¢do dos
estrogénios (continuacao).

Tempo de Nitrato (mg.L'l) Tempo de Nitrato (mg.L'l)

operacio (d) | MBBR-H | MBBR-HA | operacio(d) | MBBR-H MBBR-HA
159 161 11,67 201 166 11,43
162 146 11,55 204 159 10,94
164 153 10,86 206 155 11,43
166 139 12,40 208 149 10,35
169 163 11,23 211 143 10,98
171 153 11,92 213 141 10,12
173 165 10,98 215 147 9,88
176 142 10,73 218 157 9,54
178 150 9,35 220 148 9,21
180 148 9,93 222 156 9,48
183 141 11,41 225 153 10,03
185 152 10,89 227 145 10,26
187 150 11,14 229 153 10,50
190 164 9,63 232 148 10,74
192 147 11,65 234 159 9,99
194 148 12,95 236 151 12,33
197 158 10,52 239 140 10,27
199 148 12,04
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Tabela D.4: Resultados de nitrito dos efluentes dos sistemas MBBR apds adi¢do dos
estrogénios.

Tempo de Nitrito (mg.L™) Tempo de Nitrito (mg.L™)
operagio (d) | MBBR-A | MBBR-HA | operacao (d) MBBR-A MBBR-HA
1 <0,06 <0,06 80 <0,06 <0,06
3 1,15 0,58 82 <0,06 <0,06
5 3,46 1,83 85 <0,06 <0,06
8 7,30 3,75 87 <0,06 <0,06
10 19,12 9,66 89 <0,06 <0,06
12 34,20 17,21 92 <0,06 <0,06
15 53,46 26,73 94 <0,06 <0,06
17 75,28 36,03 96 <0,06 <0,06
19 33,80 13,21 99 <0,06 <0,06
22 12,90 6,37 101 <0,06 <006
24 6,10 2,95 103 <0,06 <0,06
26 <0,06 <0,06 106 <0,06 <0,06
29 <0,06 <0,06 108 <0,06 <0,06
31 <0,06 <0,06 110 <0,06 <0,06
33 <0,06 <0,06 113 <0,06 <0,06
36 <0,06 <0,06 115 <0,06 <0,06
38 <0,06 <0,06 117 <0,06 <0,06
40 <0,06 <0,06 120 <0,06 <0,06
43 <0,06 <0,06 122 <0,06 <0,06
45 <0,06 <0,06 124 <0,06 <0,06
47 <0,06 <0,06 127 <0,06 <0,06
50 <0,06 <0,06 129 <0,06 <0,06
52 <0,06 <0,06 131 <0,06 <0,06
54 <0,06 <0,06 134 <0,06 <0,06
57 <0,06 <0,06 136 <0,06 <0,06
59 <0,06 <0,06 138 <0,06 <0,06
61 <0,06 <0,06 141 <0,06 <0,06
64 <0,06 <0,06 143 <0,06 <0,06
66 <0,06 <0,06 145 <0,06 <0,06
68 <0,06 <0,06 148 <0,06 <0,06
71 <0,06 <0,06 150 <0,06 <0,06
73 <0,06 <0,06 152 <0,06 <0,06
75 <0,06 <0,06 155 <0,06 <0,06
78 <0,06 <0,06 157 <0,06 <0,06
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Tabela D.4: Resultados de nitrito dos efluentes dos sistemas MBBR apds adi¢do dos
estrogénios (continuacao).

Tempo de Nitrito (mg.L™) Tempo de Nitrito (mg.L™)

operagiio (d) | MBBR-H | MBBR-HA | operacio(d) | MBBR-H MBBR-HA
159 <0,06 <0,06 201 <0,06 <0,06
162 <0,06 <0,06 204 <0,06 <0,06
164 <0,06 <0,06 206 <0,06 <0,06
166 <0,06 <0,06 208 <0,06 <0,06
169 <0,06 <0,06 211 <0,06 <0,06
171 <0,06 <0,06 213 <0,06 <0,06
173 <0,06 <0,06 215 <0,06 <0,06
176 <0,06 <0,06 218 <0,06 <0,06
178 <0,06 <0,06 220 <0,06 <0,06
180 <0,06 <0,06 222 <0,06 <0,06
183 <0,06 <0,06 225 <0,06 <0,06
185 <0,06 <0,06 227 <0,06 <0,06
187 <0,06 <0,06 229 <0,06 <0,06
190 <0,06 <0,06 232 <0,06 <0,06
192 <0,06 <0,06 234 <0,06 <0,06
194 <0,06 <0,06 236 <0,06 <0,06
197 <0,06 <0,06 239 <0,06 <0,06
199 <0,06 <0,06
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Tabela D.5: Resultados de SST dos efluentes dos sistemas MBBR apds adicdo dos

estrogénios.

Tempo de SSl'}/IBBRl-)l:s io SSI'}‘/[BBRI-)}eIs io Sé\'/:"BBR-lI;I:: io

operagao (d) (mg.L'™") padl"’;w (mg.L™") padl"’é‘llo (mg.L™") pad:;w
6 15,2 4,6 14,8 4,3 194 4,5
13 34,0 6,2 135 55 59,2 9,6
20 79,5 7,1 293 22,9 167 13,2
27 190 13,1 374 17,3 259 14,6
34 231 36,9 351 20,5 314 16,6
41 209 19,0 327 13,1 283 23,3
48 194 13,8 319 26,9 275 16,5
95 172 18,9 302 10,0 266 12,9
62 164 23,1 284 7,8 259 4,9
69 154 17,6 309 20,9 275 17,0
76 179 10,7 296 17,0 280 6,6
83 181 9,3 311 2,8 261 11,4
90 172 14,7 296 19,7 277 13,4
97 157 16,3 291 13,4 275 13,0
104 150 12,6 316 8,8 263 18,0
111 178 11,2 309 14,2 255 12,2
118 152 13,9 301 19,1 272 15,3
125 179 10,7 289 5,42 277 111
132 237 9,6 372 18,1 315 16,5
139 255 14,3 412 14,5 387 14,6
146 249 11,9 452 13,8 391 9,8
153 231 15,6 439 9,3 377 17,3
160 247 12,3 418 11,0 371 19,2
167 261 11,2 392 23,5 383 22,0
174 234 8,7 399 17,4 390 13,7
181 247 7,3 427 79 385 19,2
188 251 9,2 414 5,7 377 15,0
195 230 12,3 389 12,7 373 12,9
202 245 14,2 394 11,3 384 10,1
209 247 11,7 417 19,2 389 11,7
216 239 10,6 421 13,3 370 20,1
223 227 13,0 429 21,7 381 18,0
230 241 111 416 13,6 368 13,2
237 233 9,4 408 9,9 376 11,6
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Tabela D.6: Resultados de SSV dos efluentes dos sistemas MBBR ap06s adi¢do dos

estrogénios.

Tempo de SSlzf/IBBRl-)l:s io SSI\\f/[BBRl-)}eIs io S;\;[’BBR-II;IQ io

operagao (d) (mg.L'") padl"’;w (mg.L™") padl"’é‘llo (mg.L™") pad:;w
6 12,2 4,1 12,14 3,3 16,5 4,3
13 27,6 5,3 110 9,3 52,7 8,8
20 65,2 8,1 270 15,3 159 9,1
27 171 11,3 307 19,7 233 11,7
34 208 35,0 337 17,0 295 8,3
41 169 13,0 294 13,5 263 12,3
48 173 17,0 297 11,6 247 15,5
95 146 22,0 278 8,4 255 10,5
62 144 29,0 253 8,3 223 7,4
69 128 14,0 278 15,8 242 17,8
76 157 9,6 281 13,0 255 6,1
83 170 12,5 280 2,5 245 8,2
90 155 11,2 281 16,7 249 10,3
97 130 6,8 271 11,7 261 9,3
104 139 15,2 262 7,1 245 17,7
111 169 10,2 272 11,4 227 10,1
118 129 10,8 256 14,2 226 9,4
125 143 59 269 2,6 258 12,5
132 197 6,0 335 14,4 283 13,7
139 219 4,1 391 9,5 364 10,7
146 222 9,9 407 12,8 356 10,6
153 196 13,6 408 10,1 335 15,2
160 202 15,0 372 145 315 175
167 232 11,2 361 19,2 352 19,2
174 220 14,3 383 13,2 351 12,7
181 222 9,3 384 8,1 366 16,4
188 208 11,0 377 6,6 347 14,2
195 200 16,0 369 11,9 347 9,4
202 201 10,5 370 9,9 326 8,4
209 227 9,4 350 13,7 342 12,3
216 227 13,2 375 14,2 344 18,2
223 200 11,8 365 16,0 343 15,3
230 205 8,4 387 151 339 10,8
237 203 13,5 392 8,4 342 8,6
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Tabela D.7: Resultados de turbidez dos efluentes dos sistemas MBBR apds adi¢do dos
estrogénios.

Tempo de Turbidez (UNT)
operagio (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA

6 3,86 10,14 9,67
13 8,94 9,98 8,26
20 5,83 7,30 10,09
27 6,32 11,12 6,02
34 4,10 7,13 5,11
41 3,23 3,98 4,19
48 4,77 4,75 2,64
55 4,12 3,21 2,93
62 3,97 3,90 3,42
69 4,17 3,22 3,57
76 6,09 2,04 3,69
83 5,29 2,60 2,76
90 4,50 3,27 4,81
97 2,91 4,09 3,66
104 1,92 3,40 2,31
111 3,82 2,13 2,44
118 2,95 2,70 2,83
125 4,85 4,29 5,41
132 1,16 5,04 4,78
139 2,78 5,76 3,47
146 4,06 4,91 3,25
153 3,82 3,77 2,99
160 2,55 3,30 2,53
167 4,12 3,64 2,87
174 3,91 2,92 3,01
181 3,75 2,20 3,88
188 2,93 3,67 3,29
195 3,81 3,93 3,87
202 3,99 2,71 4,21
209 4,25 3,30 3,55
216 2,94 4,20 2,57
223 2,83 3,82 2,95
230 3,11 2,95 3,51
237 3,15 4,42 2,71
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Tabela D.8: Resultados de PS e PT do biofilme dos sistemas MBBR ap0s adi¢do dos

estrogénios.

Tempo de PS (mg.L") PT (mg.L™")
Ope(rda)‘;ao MBBR-A | MBBR-H | MBBR-HA | MBBR-A | MBBR-H | MBBR-HA
6 1,71 5,16 5,16 4,80 13,13 11,38
20 9,80 17,32 19,27 32,26 48,97 53,78
34 32,63 23,22 22,50 98,11 69,33 78,01
48 28,51 24,88 22,45 77,26 51,76 51,21
62 18,51 21,70 19,61 48,11 48,49 45,87
76 16,45 22,99 20,95 45,33 49,22 47,88
90 17,98 19,89 21,09 50,50 46,71 48,01
104 18,22 23,81 22,94 48,20 53,29 55,4
118 16,76 17,80 21,82 41,97 42,78 50,11
132 22,17 19,42 23,58 55,92 63,8 66,32
146 26,34 20,86 19,26 66,1 55,23 57,02
160 21,89 22,88 22,96 59,2 61,3 53,99
174 23,76 19,02 23,76 56,9 52,8 57,09
188 24,55 20,09 19,47 63,88 57,8 52,88
202 23,98 19,29 20,87 66,29 50,11 55,19
216 22,80 21,10 17,90 57,2 56,24 49,01
230 24,77 22,37 21,23 58,3 57,99 60,03

Tabela D.9: Resultados de biomassa seca aderida dos sistemas MBBR apds adicéo dos

estrogénios.

Tempo de Biomassa seca aderida (g)
operacao (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA

6 0,659 0,982 0,836
20 1,488 1,646 1,599
34 1,937 2,589 2,374
48 1,543 2,403 2,271
62 1,474 2,283 2,118
76 1,390 2,004 1,943
90 1,355 2,143 1,902
104 1,413 1,976 2,106
118 1,341 2,021 1,955
132 1,437 2,235 2,001
146 2,113 2,743 2,793
160 2,257 3,132 3,029
174 2,202 3,009 2,780
188 1,791 2,994 2,521
202 1,935 2,638 2,404
216 1,979 2,891 2,560
230 1,891 2,775 2,322
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Tabela D.10: Resultados de pH dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adigdo dos
estrogénios.

Tempo de pH Tempo ~de pH
Ope(r ;fao MBBR-A | MBBR-H MEIZR' Ope(r;l)gao MBBR-A | MBBR-H MﬁﬁR'
2 6,88 6,92 6,62 74 6,86 6,93 6,84
4 6,61 6,90 6,58 76 6,74 6,95 6,75
6 6,94 6,85 6,88 78 6,85 6,89 6,88
8 6,76 6,92 6,84 80 6,88 6,98 6,92
10 6,80 6,96 6,64 82 6,70 6,73 6,89
12 6,72 6,85 6,72 84 6,76 6,84 6,84
14 6,51 6,84 6,59 86 7,08 6,80 6,72
16 6,86 6,93 6,58 88 7,00 6,78 6,51
18 6,88 6,96 6,88 90 6,95 6,94 6,86
20 6,69 6,90 6,80 92 6,93 6,82 6,88
22 6,73 6,87 6,92 94 6,90 6,93 6,67
24 6,66 6,79 6,88 96 6,84 6,97 6,75
26 6,74 6,98 6,91 98 6,88 6,99 6,89
28 6,76 6,93 6,94 100 6,96 6,94 6,62
30 6,89 6,89 6,71 102 7,05 6,88 6,58
32 6,92 6,82 6,83 104 7,02 6,73 6,88
34 6,55 6,91 6,72 106 6,84 6,77 6,84
36 6,92 6,52 6,89 108 6,77 6,84 6,75
38 6,52 6,51 6,69 110 6,95 6,87 6,86
40 6,85 6,79 6,70 112 6,99 6,80 6,91
42 7,03 6,75 6,79 114 6,82 6,82 6,92
44 6,75 6,71 6,75 116 6,71 6,96 6,75
46 6,69 6,70 6,71 118 6,53 6,99 6,82
48 6,82 6,64 6,70 120 7,03 6,81 6,92
20 6,68 6,91 6,77 122 7,02 6,91 6,85
52 6,50 6,83 6,84 124 6,72 6,74 6,75
54 6,89 6,81 6,87 126 6,89 6,93 6,79
56 7,01 6,74 6,89 128 6,69 6,97 6,82
58 6,50 6,77 6,85 130 6,70 6,92 6,68
60 6,58 6,95 6,70 132 6,60 6,86 6,73
62 6,66 6,93 6,76 134 7,04 6,95 6,84
64 6,72 6,99 6,84 136 6,86 6,70 6,80
66 6,83 6,90 6,88 138 6,93 6,92 6,78
68 6,92 6,85 6,97 140 6,80 6,83 6,86
70 6,64 6,89 6,91 142 6,74 6,94 6,83
72 6,70 6,86 6,94 144 6,75 6,94 6,80
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Tabela D.10: Resultados de pH dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adigdo dos
estrogénios (continuacao).

Tempo de pH Tempo ~de pH
Ope(r ;)gao MBBR-A | MBBR-H MEIZR' Ope(rdz;gao MBBR-A | MBBR-H MﬁﬁR'
146 6,86 6,99 6,74 196 6,88 6,77 6,70
148 6,91 6,87 6,91 198 6,97 6,73 6,86
150 6,99 6,83 6,82 200 6,91 6,99 6,74
152 6,64 6,94 6,73 202 6,94 6,92 6,85
154 6,72 7,01 6,79 204 6,84 6,95 6,88
156 6,59 6,99 6,98 206 6,75 6,73 6,69
158 6,58 6,98 6,93 208 6,88 6,70 6,73
160 6,88 6,78 6,89 210 6,92 6,59 6,66
162 6,80 6,69 6,82 212 6,89 6,62 6,74
164 6,92 6,99 6,91 214 6,84 6,86 6,76
166 6,98 6,73 6,85 216 7,02 6,84 6,89
168 6,99 6,93 6,89 218 6,91 7,05 6,84
170 6,82 6,79 6,84 218 6,82 6,88 6,77
172 6,77 6,73 6,91 220 6,73 6,78 6,95
174 6,99 6,58 6,83 222 6,67 6,94 6,99
176 6,92 6,96 6,81 224 6,75 6,82 6,82
178 6,95 7,04 6,74 226 6,89 6,88 6,85
180 6,93 6,84 6,77 228 6,62 6,80 6,76
182 6,97 6,83 6,82 230 6,58 6,92 6,74
184 6,88 6,90 6,77 232 6,88 6,98 6,76
186 6,99 6,91 6,66 234 6,84 6,88 6,89
188 6,84 6,82 6,72 236 6,93 6,69 6,92
190 6,93 6,86 6,83 238 6,97 6,73 6,90
192 6,91 6,95 6,92 240 6,99 6,66 6,84
194 6,84 7,05 6,64
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Tabela D.11: Resultados de temperatura dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adi¢édo
dos estrogénios.

Tempo de T (°C) Tempo ~de T (°C)

Ope(r ;fao MBBR-A | MBBR-H MEIZR' Ope(rdz;‘;ao MBBR-A | MBBR-H MﬁﬁR'
2 26,4 26,3 26,4 74 30,4 30,3 30,3
4 26,3 26,0 26,1 76 30,5 30,5 30,3
6 26,8 26,7 26,9 78 29,7 29,6 29,9
8 26,5 26,3 26,4 80 28,4 28,3 28,2
10 27.1 27,1 26,9 82 28,7 28,8 28,9
12 27,4 27,2 27,4 84 28,4 28,3 28,4
14 26,7 26,5 26,8 86 29,1 29,0 28,9
16 27,1 27,0 26,9 88 29,4 29,5 29,6
18 27,4 27,4 27,0 90 30,5 30,5 30,3
20 27,7 27,6 27,9 92 29,3 29,4 29,1
22 29,9 29,9 29,7 94 32,4 32,4 32,5
24 28,1 28,0 27,9 96 26,5 26,1 26,3
26 27,5 27,6 27,4 98 27,9 27,8 27,8
28 27,9 21,7 28,0 100 26,6 26,4 26,5
30 27,6 27,5 27,5 102 31,9 31,8 31,7
32 28,6 28,6 28,7 104 25,1 25,3 25,2
34 28,9 29,0 28,9 106 24,5 24,6 24,5
36 27,1 27,0 26,8 108 25,0 25,1 24,9
38 27,5 27,4 27,2 110 24,5 24,3 24,3
40 27,4 27,3 27,3 112 25,5 25,2 25,4
42 27,8 27,9 21,7 114 24,3 243 24,0
44 28,3 28,3 28,0 116 24,7 24,8 24,5
46 28,5 28,4 28,7 118 24,5 24,6 24,8
48 27,1 27,1 27,0 120 24,2 24,3 24,1
50 24,5 24,6 24,6 122 24,5 24,5 24,3
52 24,6 24,5 24,4 124 24,7 24,5 24,7
54 24,9 24,7 24,8 126 24.6 24,7 24,5
56 25,1 25,0 24,8 128 235 23,2 23,1
58 25,0 25,1 24,9 130 24,9 24,7 25,0
60 26,6 26,4 26,5 132 25,4 25,3 25,3
62 26,5 26,4 26,4 134 24,5 24,6 24,3
64 26,9 26,7 26,9 136 23,3 23,5 23,4
66 27,3 27,4 27,2 138 22,9 22,8 23,0
68 27,5 27,6 27,5 140 22,5 22,6 22,8
70 30,1 29,9 29,9 142 23,8 23,9 23,6
72 31,2 31,0 30,9 144 24,6 24,5 24,4
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Tabela D.11: Resultados de temperatura dos efluentes dos sistemas MBBR ap0s adi¢édo
dos estrogénios (continuacao).

Tempo T (°C) Tempo de T (°C)

de i MBER. operacio MBER.

Ope(r;l)cao MBBR-A | MBBR-H HA (d) MBBR-A | MBBR-H HA
146 24,3 24,3 24,2 196 20,6 20,9 20,7
148 24,0 24,2 24,3 198 23,4 23,5 23,2
150 23,9 23,7 23,5 200 22,8 22,9 23,0
152 23,1 23,0 23,3 202 22,5 22,6 22,8
154 23,0 22,8 22,9 204 22,1 22,4 22,4
156 24,9 24,7 24,6 206 22,4 22,6 22,5
158 25,4 25,4 25,3 208 22,3 22,2 22,0
160 245 24,3 24,4 210 22,3 22,4 22,3
162 24,3 24,1 24,1 212 22,0 22,2 22,1
164 24,9 24.8 24,7 214 22,3 22,5 22,5
166 25,7 25,8 26,0 216 22,4 22,0 22,6
168 25,1 25,0 25,4 218 21,0 21,3 21,4
170 24,6 24,5 24,3 218 21,7 21,6 21,7
172 23,8 23,9 24,0 220 21,6 21,8 21,9
174 22,2 22,0 21,9 222 21,8 22,1 22,0
176 22,0 22,3 22,0 224 21,6 21,7 21,6
178 20,8 20,9 21,1 226 22,0 22,4 22,3
180 21,3 21,2 21,0 228 22,7 22,8 23,1
182 20,8 20,9 21,0 230 21,6 21,7 21,9
184 20,6 20,7 20,9 232 22,3 22,4 22,3
186 20,9 20,7 20,7 234 23,7 23,9 23,8
188 20,5 20,6 20,4 236 22,7 22,7 22,5
190 20,3 20,5 20,5 238 23,4 23,5 23,6
192 20,9 20,7 21,0 240 22,0 22,4 22,5
194 21,3 21,3 21,2
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Tabela D.12: ConcentracOes de E2 nos efluentes dos sistemas MBBR.

Tempo de E2 (pg.L")
operacio (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
6 5 20 5
20 11 69 11
34 45 37 32
48 61 71 51
62 39 50 39
76 55 67 45
90 49 21 19
104 53 60 42
118 36 53 36
132 25 107 74
146 79 67 36
160 37 73 17
174 92 79 88
188 50 62 77
202 95 48 33
216 76 51 16
230 22 35 39
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Tabela D.13: ConcentracGes de EE2 nos efluentes dos sistemas MBBR.

Tempo de EE2 (pg.L™)
operacio (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
6 112 238 157
20 134 299 258
34 211 294 297
48 197 313 271
62 188 352 234
76 231 278 278
90 174 325 259
104 180 287 302
118 256 279 279
132 198 298 301
146 239 317 269
160 204 294 341
174 234 313 248
188 152 352 239
202 178 300 303
216 175 365 275
230 187 347 295

159



Tabela D.14: ConcentracOes de E1 nos efluentes dos sistemas MBBR.

Tempo de El (pg.L")
operacio (d) MBBR-A MBBR-H MBBR-HA
6 11 24 31
20 32 82 74
34 69 101 103
48 72 118 101
62 69 115 106
76 77 118 110
90 75 102 112
104 72 106 105
118 81 111 113
132 62 106 118,3
146 59 96 84,3
160 40 92 88,5
174 46 87 87,8
188 40 84 91,3
202 41 80 86,6
216 45 88 80,0
230 37 77 89,3
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