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SILVA, Rayanne Lima dos Santos. Ocorréncia e risco ecologico de hormonios estrogénios em
efluentes urbanos e ambiente aquatico receptor, Porto Seguro-Bahia. Orientador: Allison
Gongalves Silva. 2025. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias e Tecnologias Ambientais) —
Universidade Federal do Sul da Bahia; Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia da
Babhia, Porto Seguro, 2025.

RESUMO

Os hormonios estrogénios naturais Estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e Estriol (E3); e sintético
17a-etinilestradiol (EE2), sdo encontrados constantemente no meio ambiente e apresentam
sérios riscos para os organismos aquaticos e a saude humana, mesmo que encontrados em
concentragdes em nivel trago na ordem de pgL™! e ngL'. Esses hormonios podem interferir
no funcionamento natural do sistema enddcrino dos seres vivos, causando diversos danos.
Uma das principais fontes desses contaminantes no meio ambiente ¢ o descarte de efluentes
domésticos através de Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE) tendo em vista que ndo séo
projetadas para remover contaminantes como esses. Diante disso, o objetivo deste trabalho ¢
determinar a concentragdo dos hormodnios estrogénios em amostras de influente, efluente de
estagdes elevatorias de esgoto, da ETE municipal e do corpo hidrico receptor, em Porto
Seguro, Bahia; calcular o risco ecoldgico dos contaminantes para trés organismos aquaticos e
avaliar os impactos da presenga desses hormonios no ecossistema aquatico.Os compostos de
interesse foram pré-concentrados através da técnica de D-p-SPE (Micro-extragdo em fase
solida dispersiva) e quantificacdo simultdnea por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Detector de Arranjo de Diodos. No influente a concentracdo de E3 variou entre <LQ —
9,31 ug L', E2 entre <LQ - 12,01 pg L, EE2 entre 0,26 € 8,62 ug L' e E1 entre <LQ - 9,31
ug L. No efluente tratado apenas foram encontradas concentragdes de E2 <LQ e 0,21 pgL™!
e EE2 entre 1,66 - 14,11 pugL™". No rio foram encontradas concentragdes de E2 0,33 e 3,31
pugl!' e EE2 entre 3,23 e 8,51 pgL'. De acordo com o calculo de risco ecologico para as
concentragdes de EE2 encontradas no rio, oferece risco alto para trés niveis troficos de
organismos aquaticos, como algas, dafnias e peixes. A concentracdo de E2, apresenta risco
baixo a moderado para algas e dafnias e risco baixo a alto para peixes. A coleta,
monitoramento e interpretacdo desses dados € importante e podera servir de base para que
medidas mitigadoras sejam implementadas a fim de diminuir a frequéncia e concentrag¢do dos
estrogénios nos rios da regido.

Palavras-chave: Contaminates emergentes; Desreguladores enddcrinos; Efluente; Agua
Superficial ; HPLC

Este capitulo esta organizado conforme o estilo do periddico International Journal of Environmental Science and
Technology, ao qual sera submetido para avaliagdo e possivel publicacdo.



SILVA, Rayanne Lima dos Santos. Occurrence and ecological risk of estrogen hormones in
urban effluents and receiving aquatic environment, Porto Seguro-Bahia. Advisor: Allison
Gongalves Silva. 2025. Dissertation (Master's Degree in Environmental Sciences and
Technologies) — Federal University of Southern Bahia; Federal Institute of Education, Science
and Technology of Bahia, Porto Seguro, 2025.

ABSTRACT

The natural estrogenic hormones Estrone (E1), 17B-estradiol (E2), and Estriol (E3), as well as
the synthetic hormone 17a-ethinylestradiol (EE2), are consistently found in the environment
and pose serious risks to aquatic organisms and human health, even when detected at trace
concentrations in the range of pg L™ and ng L. These hormones can interfere with the natural
functioning of the endocrine system in living organisms, causing various adverse effects. One
of the main sources of these contaminants in the environment is the discharge of domestic
effluents through Wastewater Treatment Plants (WWTPs), which are not designed to remove
such pollutants. Given this context, the aim of this study is to determine the concentration of
estrogenic hormones in samples of influent, effluent from sewage pumping stations, the
municipal WWTP, and the receiving water body in Porto Seguro, Bahia; calculate the
ecological risk of these contaminants for three aquatic organisms; and assess the impacts of
hormone presence on the aquatic ecosystem. The target compounds were pre-concentrated
using the Dispersive Micro-Solid Phase Extraction (D-u-SPE) technique and simultaneously
quantified by High-Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection
(HPLC-DAD). In the influent, E3 concentrations ranged from <LOQ to 9.31 ug L™, E2 from
<LOQ to 12.01 pug L™, EE2 from 0.26 to 8.62 pg L', and E1 from <LOQ to 9.31 ug L. In the
treated effluent, only E2 (<LOQ to 0.21 pg L™) and EE2 (1.66 to 14.11 pg L™) were detected.
In the river, E2 concentrations ranged from 0.33 to 3.31 ug L™ and EE2 from 3.23 to 8.51 pg
L™. According to the ecological risk assessment, the concentrations of EE2 found in the river
pose a high risk to three trophic levels of aquatic organisms—algae, daphnia, and fish. The E2
concentrations present a low to moderate risk for algae and daphnia, and a low to high risk for
fish. The collection, monitoring, and interpretation of such data are important and may serve as
a basis for implementing mitigation measures aimed at reducing the frequency and
concentration of estrogens in regional rivers.

Keywords: Emerging contaminants; Endocrine disruptors; ETE; Surface water; HPLC
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1 INTRODUCAO

O avanco da tecnologia e da ciéncia tem proporcionado inumeros beneficios para a
sociedade, promovendo melhoria na qualidade de vida, saude e desenvolvimento industrial. No
entanto, esse progresso, aliado ao crescimento populacional, tem gerado desafios ambientais
significativos, como o aumento na geracdo e descarte de residuos no meio ambiente,
comprometendo a qualidade dos recursos naturais e gerando efeitos nocivos tanto para o ser
humano quanto para o meio ambiente.

Os contaminantes emergentes (CEs) sdo substancias quimicas, de origem natural ou
sintética, originadas de produtos utilizados no dia a dia, tais como: medicamentos, produtos de
higiene pessoal, que sdo descartados no meio ambiente, colocando em risco o ecossistema.
Essas substancias sdo micropoluentes ou microcontaminantes, que s@o denominadas assim por
serem inseridos e encontrados constantemente no meio ambiente com concentragdes traco na
ordem de L™ e ng L' (Chagas et al. 2023; Matesun et al. 2024).

Algumas organiza¢des como a Servigo Geoldgico dos Estados Unidos (USGS), a
Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), a Comissdo Europeia e a
Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), reconhecem os potenciais riscos que essas substancias
podem apresentar ao ecossistema devido a sua persisténcia no ambiente e t€m buscado o
desenvolvimento de estratégias de mitiga¢do e regulamentagdo, com o intuito de aprimorar o
controle da contaminagio. De acordo com a EPA, os CEs nio tém padréo regulatério e ndo sio
incluidos nos programas de monitoramento de rotina. No entanto, esses compostos sdo
candidatos a futura regulamentacdo, dependendo de evidéncias cientificas sobre sua
ecotoxicidade, efeitos potenciais e distribuicdo ambiental (USEPA 2008; Montagner et al.
2017; Farto et al. 2021).

O aumento da presencga desses contaminantes no ambiente tem despertado crescente
preocupacdo na comunidade cientifica, motivando pesquisas voltadas a sua ocorréncia em
corpos hidricos, mesmo em baixas concentracdes, devido ao seu impacto potencial na
qualidade da agua e nos organismos aquaticos. A quimica ambiental tem sido fundamental
nesse processo, por meio de estudos que buscam entender tanto o comportamento quanto os
efeitos ecotoxicologicos desses compostos em diferentes contextos (Bila e Dezotti, 2007;
Cunha et al., 2016; Souza et al., 2020; Stroski et al., 2020; Koerich et al., 2021; Zhong et al.,
2021; Zhang et al., 2024).
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Os CEs sdo descartados no meio ambiente de forma continua e originam-se de
atividades antrdpicas, por esgoto doméstico clandestino e remogao incompleta por estagdes de
tratamento de esgoto (ETE). As ETEs ndo sdo projetadas para tratar de forma eficaz esse tipo
de contaminante, permitindo que os CEs cheguem constantemente aos corpos hidricos mesmo
apos o tratamento do efluente (Souza et al., 2020; Quadra et al., 2021; Gil et al., 2023).

Entre as classes mais preocupantes de CEs estdo os desreguladores endocrinos (DEs),
também chamados de interferentes enddcrinos. Segundo a USEPA (1997), esses compostos
exogenos interferem no sistema hormonal natural dos organismos, afetando processos como
reproducdo, crescimento, comportamento e homeostase. Estudos apontam que tais substancias
provocam desequilibrios ecoldgicos significativos ao alterarem o sistema endocrino da fauna
aquatica (Gavrilescu et al. 2015; Cunha et al. 2017; Unnikrishnan et al. 2024).

Dentre os DEs, destacam-se os hormonios estrogénios, frequentemente encontrados
em ambientes aquaticos e geralmente em suas formas biologicamente ativas. Esses hormonios
podem ser liberados por excrecdo humana ou animal, especialmente através da urina. No caso
dos animais, o uso de hormdnios na pecuaria para acelerar o crescimento e a reprodugdo ¢ uma
das principais fontes. Em humanos, o consumo de contraceptivos e hormonios sintéticos
também contribui significativamente para essa liberagdo (Adeel et al. 2017; Torres et al. 2021;
Herrmann et al. 2023; Grobin et al. 2024).

Os hormonios naturais, como a Estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e Estriol (E3), sdo
produzidos pelo corpo humano e animal, principalmente pelos ovarios, embora também
estejam presentes em menor quantidade nos homens. Esses hormonios regulam fungdes sexuais
e reprodutivas (Ghiselli e Jardim, 2007; Adeel et al. 2017; Herrmann et al., 2023; Lefo et al.,
2023). A excrecdo desses hormonios varia conforme idade, dieta, saude e estado fisiologico.
Por exemplo, mulheres gravidas excretam de 260 a 10.000 pg/dia dos hormonios E1, E2 e E3,
enquanto mulheres na menopausa e homens excretam valores bem menores (Adeel et al. 2017;
Bilal & Igbal, 2021; Torres et al. 2021). Ja o 17a-etinilestradiol (EE2) € um estrogénio sintético
amplamente utilizado em contraceptivos orais, sendo um dos farmacos mais consumidos
mundialmente (Ghiselli e Jardim, 2007; Cunha et al. 2016; Cunha et al. 2017; Montagner et al.,
2017; Torres et al. 2021; Herrmann et al. 2023; Gil et al. 2023).

Os estrogénios possuem caracteristicas fisico-quimicas que dificultam sua remogéo,
como alta hidrofobicidade (Log Kow entre 2,45 e 4,12) e valores elevados de pKa, o que

favorece sua adsor¢@o a matéria organica (PubChem, 2021; Amaral et al. 2019; Silva, 2022;
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Tang et al. 2021). Embora os estrogénios naturais possuam meia-vida relativamente curta, sua
introducdo constante no ambiente gera acimulo. O EE2, por sua vez, apresenta meia-vida mais
longa, com valores médios de até 17 dias em 4agua, favorecendo bioacumulacdo e
biomagnificacdo na cadeia alimentar (Bilal & Igbal, 2019; Cunha et al. 2016; Tamagno et al.
2022).

Estudos mostram que organismos expostos a esses compostos, como peixes e anfibios,
sofrem efeitos como feminilizagdo, infertilidade, reversdo de sexo e alteragdes reprodutivas,
podendo inclusive levar a extingdo de populagdes aquaticas (Adeel et al., 2017; Bila et al.,
2019; Ojoghoro et al. 2021; Torres et al. 2021; Almazrouei et al. 2023; Durcik et al. 2023).
Além disso, ha relatos de efeitos a saide humana, como infertilidade, cincer de mama e
prostata (Peng et al. 2023; Souza et al. 2024).

Durante o tratamento convencional do esgoto, boa parte dos hormonios ndo €
completamente removida, resultando em sua presenga no efluente final (Almeida et al., 2020;
Marson et al., 2022; Durcik et al., 2023). As ETEs com sistemas biologicos, como lodo ativado
ou reatores UASB, apresentam remocdo parcial. Sistemas como lagoas de estabilizagdo,
comuns em paises da América Latina, sdo ainda menos eficientes para compostos como
estrogénios (Fang et al., 2019; Komolafe et al., 2021; Baran, Aquino e Sanson, 2022). A
situagdo € agravada no Brasil, onde a infraestrutura de saneamento ¢ deficiente. Apenas 52,23%
do esgoto gerado € tratado, e cerca de 44% da popula¢do ndo possui acesso a rede de esgoto
(SNIS, 2023). Em Porto Seguro, a ETE atende cerca de 67% dos domicilios, o que implica no
risco de langamento direto de esgoto ndo tratado no ambiente (ANA, 2019; Marson et al.,
2022).

Nao existe ainda regulamentagdo especifica, nem lista prioritaria para uma possivel
regulamentacgdo para os DEs nos efluentes ou dguas superficiais no pais. Ja a Unido Europeia
incluiu E1, E2 e EE2 como substancias prioritarias e, em 2018, estabeleceu limites maximos de
detecgdo: E1 (0,3 ng L™), E2 (0,04 ng L™) e EE2 (0,035 ng L™) (Li et al., 2023). Nos Estados
Unidos, os estrogénios fazem parte das listas CCL3 a CCL5 da EPA, indicando como
prioridade para possivel regulagdo futura.

Embora a presenca de estrogénios em aguas e efluentes ja tenha sido relatada em
algumas regides do Brasil, poucos estudos exploram com profundidade a ocorréncia desses
compostos simultaneamente influente (esgodo bruto), efluente (esgoto tratado) e sua influéncia

em ambientes aqudticos em regides tropicais. Komolafe et al. (2021) investigaram a ocorréncia
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de 28 produtos quimicos, incluindo os estrogénios em trés tipos de sistemas de ETEs,
comparando a eficacia de remogdo entre as diferentes tecnologias de tratamento. Correa et al.
(2021) avaliaram a presenga de contaminantes emergentes ao longo do rio Paraopeba em Minas
Gerais e avalia¢do de risco a saide humana. Netto et al. (2024) encontraram concentragdes de
EE2 em amostras de dgua supertficial da baia de Guaratuba, situada no litoral sul do Parana.
Contudo, o objetivo principal desse trabalho era a validacdo de método e quantificacdo dos
estrogénios na baia, ndo apontando o risco ambiental das concentragdes encontradas.

A investigacdo da presenca de estrogé€nios nos processos de tratamento ¢ essencial
para avaliar a eficiéncia dos sistemas utilizados. No Brasil, as Resolugdes CONAMA 357/2005
e 430/2011 estabelecem padrdes para o langamento de efluentes, mas ndo contemplam os
contaminantes emergentes. [sso contribui para a inser¢do continua desses compostos nos corpos
hidricos, sem qualquer regulagdo. Portanto, através do monitoramento e a comprovagdo da
presenca desses contaminantes nos efluentes tratados e nos ambientes aquaticos, serd possivel
identificar os riscos que a diversidade aquatica corre com essa exposicdo, reforgando assim, a
necessidade de regulamentag@o e que solugdes sejam estudadas a fim de minimizar os impactos
ambientais.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho ¢ determinar a concentracdo dos
hormonios estrogénios em amostras de influente, efluente de estagdes elevatdrias de esgoto, da
ETE municipal e do corpo hidrico receptor, em Porto Seguro, Bahia. A partir da quantificacio
dos estrogénios, serd possivel calcular o risco ecologico dos contaminantes para trés
organismos aquaticos e avaliar os impactos da presenga desses hormodnios no ecossistema

aquatico.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e padroes

Os solventes utilizados foram de grau HPLC, metanol, acetonitrila e 2-propanol (99,9
% de pureza), da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Padrées analiticos de Estriol, Bestradiol,
Estrona e 17a- etinilestradiol com 99 a 98% de pureza (Sigma-Aldrich). As solucdes estoques
foram preparadas em metanol, com concentragdo de 2400ug L. Para o uso no cromatografo e

lavagem de vidrarias, foi utilizado dgua ultrapura (resistividade de 18.2 MQ cm), obtida de um
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sistema de purificacdo da Rephile (Direct Pure, adept). No processo de pré-concentragdo foram
utilizados adsorventes de cartuchos SPE (extragdo e fase sdlida ou Solid phase extraction), da
marca Chromabond (Macherey — Nagel) C18 ec (octadecil), de 3 mL e 500 mg de fase

extratora.

2.2 Area de estudo e coleta de amostras

A bacia hidrografica do rio Buranhém tem suas principais nascentes a oeste, em Santo
Antonio do Jacinto, Minas Gerais, percorrendo 20 km no leste deste estado e 128 km no sul da
Bahia, chegando a Porto Seguro, onde desagua no Oceano Atlantico. Isso faz com que sua foz
seja caracterizada como estuario, ocorrendo a mistura da 4gua doce com a agua salgada do mar
(Neto, 2012; Silva et al., 2021). Em Porto Seguro, esta localizado com coordenadas 16°23 '34,1
"S39°17'9,6" W (INEMA, 2023).

O municipio de Porto Seguro esta localizado no litoral do Extremo Sul do Estado da
Bahia sua altitude méxima ¢ de 72m, com coordenadas 16°26°59" S 39°03°53" O e ocupa area
total de 2.285,734 km? (SEI, 2014; IBGE, 2023). A cidade possui um clima tropical,
caracterizado por temperaturas altas e com alto indice de pluviosidade ao longo do ano. Mesmo
em periodo mais seco, a pluviosidade é significativa, favorecendo a umidade, tornando o clima
tropical imido ou supertimido (Oliveira et al., 2024).

O censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontou que a
populagdo estimada em 2024 ¢ de 181.007 habitantes. Em 2024, a cidade recebeu 2.467.363
milhdes de pessoas e no més de janeiro de 2025, que € considerado alta temporada, a cidade
recebeu 327.235 mil turistas (Prefeitura de Porto Seguro, 2025), que somado a quantidade de
habitantes, leva uma populacgdo flutuante de 508.242 pessoas.

Na cidade existem 41 estacdes elevatérias de esgoto (EEEs). Para esta pesquisa, foram
selecionadas as quatro que recebem maior quantidade de esgoto e tém maiores vazdes. Essas
EEEs estdo localizadas em quatro pontos importantes da cidade: no centro, na orla norte, sul e
em um bairro periférico (Tabela 1). O sistema de tratamento adotado ¢ convencional com
tratamento primdrio e secundario, contendo 6 lagoas de mistura completa, 3 aeradas de mistura
parcial e 3 leitos de secagem (Bahia, 2021).

No tratamento primario, ha a remog¢ao de grande parte dos solidos grosseiros e parte
da matéria organica. No tratamento secundario, as lagoas de mistura completa e aeradas

promovem a degradagdo da matéria organica por meio da a¢do de bactérias aerobias. Ja no
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tratamento nas lagoas de maturagdo, ocorre a degradacdo da matéria organica dissolvida e
organismos patogénicos. Nesse processo, ocorre a sedimentagdo do soélido e agdo da radiagdo

solar (Von Sperling, 1996).

Tabela 1 . Coordenadas Geograficas dos pontos de amostragem nas EEES, ETEs e rio Buranhém, além da

descrigdo da sua localizag#o.

Local Descricio Localizacdo geografica
EEE 1 16°2922"S
Localizada em Arraial D’ Ajuda. EEE com vazdo 66,39 L/s. 39°05'00"W
EEE 2 Localizada no centro da cidade. Proximo a residéncias, hospitais e 16°26'50"S
estabelecimentos comerciais. EEE com vazdo nominal de 170,0 L/s. 39°03'58"W
EEE 3 Localizada na orla ao norte. Proximo a residéncias, estabelecimentos 16°24'34"S
comerciais e hotéis. EEE com vazdo nominal de 245,0 L/s. 39°03'02"W
EEE 4 Localizada em um bairro periférico. Proximo a residéncias. EEE com 16°2522"S
vazdo nominal de 245,0 L/s. 39°05'19"W
ETE ETE convencional com: 6 Lagoas de Mistura Completa, 3 Lagoas 16°24'47"S
Aeradas de Mistura Parcial e 3 Leitos de Secagem. 39°06'12"W
Rio P1 Localizado a montante do ponto de descarte do efluente tratado 16°26'33"S
p 39°05'58"W
. 16°26'33"S
Rio P2 Ponto de descarte do efluente tratado. 39°0529" W
. Localizado a jusante do P2, possui residéncias, restaurante e marina, 16°26'42"S
Rio P3 N . . ons'n"
a beira rio. 39°05'03"W

A Figura 1 apresenta a localiza¢do de cada ponto.
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Fig 1. Distribuicdo dos pontos de coleta das EEE, ETE e no rio Buranhém.

Foram realizadas trés coletas, nos meses de junho, julho de 2024 e janeiro de 2025. A
primeira coleta ocorreu em junho de 2024, logo apds um periodo de chuvas intensas na regido,
de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) a precipitacdo nas 72 horas que
antecederam a coleta foi de 20,3 mm e com temperatura no horario da coleta em torno de 23,7
°C. A segunda campanha ocorreu em julho de 2024, a precipitagdo nas 72 horas que
antecederam a coleta foi de 2,5 mm, no dia da campanha ndo houve registro de chuvas e a
temperatura foi de 22°C. Esse periodo coincide com a alta temporada na cidade, caracterizada
por um aumento significativo no nimero de turistas. A terceira campanha foi realizada no
verdo, em fevereiro de 2025, com temperatura de 30°C, e a precipitag¢do foi 0,1 mm acumulada
nas 72 horas antes da coleta (INMET, 2025).

Para coletar as amostras, foram utilizadas garrafas de vidro ambar previamente
descontaminadas, com o objetivo de evitar degradagdo e garantir a preservagdo dos compostos.
As garrafas foram acondicionadas em isopor com gelo e levadas imediatamente ao laboratorio,

onde o processo de pré-tratamento, extragdo e andlise foi iniciado.
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2.3 Tratamento das amostras e extracdo em fase micro-solida dispersiva (D-pu-SPE)

Inicialmente, para reduzir o material particulado, as amostras foram filtradas a vacuo
utilizando filtro de membrana de fibra de vidro com poro de 0,45 um, em sistema de vidro
previamente descontaminado com Extran e dgua ultrapura. Apos esse procedimento, foram
retiradas as aliquotas de 200 mL de amostra de cada garrafa. O pH foi aferido e ajustado
quando necessario para 7,0 com &acido cloridrico, por ter apresentado melhor recuperagdo
durante a performance analitica.

Apds o pré-tratamento, iniciou-se o processo de D-p-SPE (Extracdo em fase
micro-solida dispersiva) e pré-concentragdo dos compostos, baseado no método desenvolvido
por (Nascimento et al. 2021). Para realizar esse procedimento, foi adicionado 100 mg do
adsorvente octadecilsilano (C18) e 1000uLl. de propanol em 200 mL da amostra acondicionada
em um tubo de vidro cilindrico. Em seguida, esses tubos foram vedados e levados ao agitador
orbital shaker para a homogeneizacdo e mistura dos materiais por 35 minutos. Finalizando esse
tempo, iniciou-se a filtracdo a vacuo anexando uma ponteira de uma micropipeta de 5 ml
adaptada, contendo 14 mg de 14 de vidro para retencdo dos analitos. Para dessor¢do dos
analitos, utilizou-se 500puL metanol e, na sequéncia, submeteu-se ao equipamento de ultrassom
por 35 minutos. O dispositivo utilizado para essa etapa foi o Whatman Mini-UniPrep
(Marlborough, Massachusetts, EUA), que possui uma membrana de Politetrafluoretileno
(PTFE) de 0,2 um adequado para filtragdo, antes da inje¢do no equipamento de HPLC. O

fluxograma do processo da coleta até a injecdo € apresentado na Figura 2.
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Fig 2. Fluxograma do tratamento das amostras e extracdo em fase micro-solida dispersiva (D-p-SPE)
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2.4 Instrumentacio e analise cromatografica

Para determina¢do dos analitos das amostras de cada ponto, extraidos e
pré-concentrados, foram injetados em triplicata no equipamento (Shimadzu) de HPLC
LC-20AT com Detector de Arranjo de Diodo SPD - M20A, inje¢do manual (20 pulL) e coluna
C18 (ODS - octadecilsilano) de fase reversa de 150 mm e particula de 4,6 pm, acoplada a uma
pré-coluna de mesma fase da coluna e aquisicdo dos dados através do software LC Solution
(Shimazu). A fase movel foi composta por dgua acidificada com &cido fosférico 1% e
acetonitrila, com o seguinte gradiente de elui¢do: (ACN:H,0) 0-6 minutos 30:70(v/v) , a partir
de 6:01 minutos 50:50(v/v), com a vazdo do fluxo 1,0 mL min™ e varia¢do do fluxo para 0,9
mL min™ a partir de 13,81 minutos. A fase mével foi adaptada do trabalho de Daniel ¢ Lima
(2014).

A detecg@o foi realizada no comprimento de onda 280 nm e os picos apresentaram boa
resolugdo e sem interferéncias (Apéndice II). O tempo de retengdo em minutos para Estriol foi
5,11, para P estradiol foi 13,55, para 17a etinilestradiol foi 15,28 e para Estrona 16,19. O
cromatograma contendo picos obtidos com mix de padrio dos hormonios, amostra real

fortificada e branco (MeOH), encontram-se no Apéndice III.

2.5 Performance analitica

Todas as vidrarias utilizadas foram previamente descontaminadas, com solugdo de
Hipoclorito de Sodio 10% por 24 horas, em seguida colocado por mais 24 horas em detergente
de wuso profissional Extran diluido e enxaguados com &gua ultrapura. Os niveis de
contaminagdo foram avaliados usando brancos do instrumento analitico, ou seja, o solvente
para analise cromatografica e do procedimento de extragéo.

A validagdo do método foi realizada conforme recomendado pelo INMETRO e Ribani
(2004), em que se avaliou a seletividade, a linearidade, o limite de deteccdo e o limite de
quantificagdo, a exatiddo (teste de recuperacgdo), a precisdo e a robustez (INMETRO, 2010;
Ribani et al., 2004, 2014). Para a avaliacdo da linearidade, foi utilizado o coeficiente de
determinag@o (R?), obtido a partir da curva de calibragdo construida com cinco niveis de
concentragdes, variando de (0,01 — 0,32 ugL™"), e as andlises feitas em triplicatas (n=3). O LD e
o LQ foram obtidos considerando os parametros da curva analitica, conforme apresentados por

Ribani et al. (2004). O LD e LQ foram calculados com as Equagdes 1 e 2:



21

LD == (1)

10. s

LO= 2

c

Onde:

* LD = Limite de detecg¢do;

* LQ = Limite de quantificagéo;

* s = Desvio padrao das medigdes;

* ¢ = Coeficiente angular da curva de calibragao.

Com a plotagem dos dados obtidos em cada pico cromatografico, foram calculadas
médias e desvios padrdes relativos utilizando o software Microsoft Office Excel para a
construgdo das respectivas curvas de calibrago, calculo da equagio da reta e R? (coeficiente de
correlacdo linear). A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica é determinada através
do coeficiente de correlagdo R?. Os critérios estabelecidos pelo INMETRO, um valor acima de
0,90 (ANVISA, 2017; INMETRO, 2010; Ribani et al., 2004).

As curvas de calibrag@o apresentaram resultados satisfatorios (Apéndice I), atendendo
aos critérios do INMETRO, com coeficientes linear R* 0,99. Os valores encontrados para
repetibilidade RSD% (0.4 - 4,0) para Estrona, (0,6 — 9,7) para B estradiol, (0,8 - 8,2) para
Estriol e (0,8 - 5,9) para 17a-etinilestradiol. Para precisdo intermedidria n=15, RSD% (0,6 -
7,1) para Estrona, (5,7 - 6,6) para [ estradiol, (1,0 - 11,7) para Estriol e (1,1 - 7.2)
17a~-etinilestradiol, os resultados obtidos atenderam aos critérios de precisdo para validacao.

A avaliagdo da exatiddo (Apéndice I) foi realizada através do teste de recuperagéo
(R%) com &gua ultrapura utilizando trés concentragdes: baixa, média e alta. A recuperagdo do
Estriol ficou entre 83,4 — 109,5%, de estradiol entre 89,1 — 117,8%, 17a-etinilestradiol entre
79,6 — 119,9% e Estrona entre 97,6 — 113,11%. Para avaliar se houve efeito matriz, foi
construida uma curva com uma matriz complexa com as mesmas concentragdes dos hormonios
utilizada na curva aquosa. A recuperacdo média R% ficou dentro do aceitavel, Estriol entre
104,3 — 118,3%, B estradiol entre 88,8 — 115,7%, 17a-etinilestradiol entre 107,5 — 118.3 % e

Estrona entre 98,7 ¢ 119,3%. De acordo com o Ribani et al., (2004) sdo aceitaveis intervalos de
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recuperagdo entre 50 — 120% com precisdo de £ 15%. Logo, os resultados do teste de adi¢do e
recuperagdo foram satisfatorios para a recuperagdo dos analitos, dentro do aceitavel, variando
entre 70 - 120%.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método analitico para os compostos,
obtidos através da curva aquosa foram os seguintes: Estrona: LD = 0,01 ug L' e LQ= 0,05 pg
L'; B estradiol: LD= 0,01 pgL"' e LQ= 0,03 ugL"; Estriol: LD= 0,03 pgL"' e LQ= 0,09 ugL"' e
17a-etinilestradiol: LD= 0,01 pg L'e LQ= 0,03 pgL".

Os limites de deteccdo e de quantifica¢do do método analitico para os compostos,
obtidos através da curva matriz foram os seguintes: Estrona: LD = 0,01 ug L' e LQ= 0,03 pg
L'; B estradiol: LD= 0,01 pgL' e LQ= 0,04 pgL'; Estriol: LD= 0,26 pgl."' ¢ LQ=0,78 uglL!' e
17a-etinilestradiol: LD= 0,06 pg L'e LQ= 0,18 pgL™.

2.6 Avaliacio de efeito matriz

Para verificar se ocorreria efeito de matriz, uma amostra do efluente tratado foi
fortificada com os padrées com as mesmas concentragdes utilizadas para realizagdo da curva
aquosa e realizada uma curva de calibracdo. Analisando e comparando as curvas de calibragdo
e os respectivos coeficientes de correlagdo (Apéndice I), é possivel notar que a matriz
apresentou forte influéncia em todos os analitos, aumentando ou diminuindo a intensidade do
sinal. De acordo com o INMETRO (2020), a avaliagdo do efeito matriz deve ser realizada por
meio da comparagdo das inclinagdes (coeficientes angulares) das curvas analiticas,
observando-se o paralelismo entre elas e aplicando o teste t de Student. Quando ha diferenca
estatisticamente significativa entre as inclinagdes, considera-se que ha efeito matriz.

Seguindo essa orientacdo, neste estudo, a avaliacdo foi realizada por meio da
comparagdo estatistica entre as inclina¢des das curvas analiticas obtidas em matriz fortificada
(amostras ambientais) e em dgua ultrapura, para os hormdnios estrogénios E1, E2, EE2 e E3.
Para isso, foi aplicado o teste t de Student para amostras independentes com varidncias
desiguais (teste de Welch), adotando-se um nivel de significancia de 5%.

Os resultados demonstraram que, para o El, a diferenca entre as inclinagdes médias
com matriz e sem matriz foi estatisticamente significativa (t = -15,22; p = 0,0036). Para o E2,
observou-se também um efeito matriz significativo. O teste t indicou diferenga estatistica
relevante (t = 9,00; p = 0,0093), sugerindo um aumento da sensibilidade na presenca da matriz,

possivelmente associado a efeitos de reforco de sinal. No caso do 17a-etinilestradiol (EE2), as
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inclinagdes médias com e sem matriz , teve valor de p elevado (p = 0,8960), indicando auséncia
de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, ou seja, ndo foi evidenciado efeito
matriz relevante para esse composto. Por fim, o E3 apresentou a maior diferenca entre as
inclinagdes. O teste t revelou uma diferenca altamente significativa (t = -36,94; p = 0,0007).
Indicou forte supress@o do sinal analitico na presen¢a da matriz. Dessa forma, visando maior
precisdo nos resultados, foram considerados os parametros obtidos a partir da curva analitica

com matriz, uma vez que as amostras reais apresentam maior complexidade.

2.7 Avaliacio de risco ecolégico

Para avaliacdo de risco ecologico, foi realizado o célculo de Quociente de Risco (RQ),
que utiliza a Concentragdo Maxima Encontrada dos contaminantes MEC e a Concentragdo
Prevista Sem Efeito (PNEC) em organismos aquaticos (Eq.3) (Younes et al., 2018; Sharma et
al., 2019).

Os valores de PNEC s3o uma estimativa da concentragdo de determinada substancia
no meio ambiente que ndo deve causar efeitos adversos identificdveis nos organismos ou
ecossistemas. Esses dados podem ser encontrados na literatura, bancos de dados e recursos
técnicos, além de regulamentagdes e diretrizes governamentais ¢ sdo obtidos através de
bioensaios realizados com organismos expostos a substancias quimicas (Von Der Ohe et al.,

2011; Younes et al., 2018; Sodré; Dutra; dos Santos, 2018; Sharma et al., 2019).

_ _MEC
RO=%yec )

O PNEC ¢ calculado da razdo entre o EC50 (concentragdo efetiva, reduzindo um
processo bioldgico em 50%) ou LC50 (concentragdo letal, matando 50% dos organismos) € o

fator de segurang¢a adequado ou fator de incerteza (AF) de 10, 50, 100 ou 1.000 (Eq.4).

PNEC = £C50 o LCSO 4y

Os valores de EC50/LC50 sdo encontrados na literatura ou utilizando a ferramenta

ECOSAR (Ecological Struture Activity Relationships Program) que prevé toxicidade aguda,
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desenvolvida pela USEPA. Os valores de AF sdo dados obtidos através de bioensaios
ecotoxicologicos gerados por bioensaios (Hansen, 2007; Sharma et al., 2019; Yang et al.,
2021).

Os valores de EC50 ou LC50, sdo encontrados na literatura e sdo obtidos através dos
testes ecotoxicoldgicos, que s@o realizados em trés niveis tréficos: algas, dafnias e peixes na
exposi¢do quimica. De acordo com a EPA e a Comissdo Europeia, avalia a inibi¢do do
crescimento de 50%, da reprodugdo e interferéncia na fotossintese. Com dafnias, avalia-se a
reducdo da reproducdo e diminuicdo da populagdo, enquanto em peixes, quais efeitos na
populag¢do testada (Comissdo Europeia, 2003, 2016; USEPA, 2016; Rezende et al. 2024)

Para se avaliar os riscos ecoldgicos, foram considerados os niveis estabelecidos pela
Diretiva Europeia para os resultados do cdlculo QR: risco baixo (QR < 0,1), moderado

(0,1<QR<1) e alto (QR>1) (Sharma et al. 2019; Zhao et al. 2019; Renganathan et al. 2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacio dos hormonios estrogénios nas amostras

Apbs o processo de validagdo do método, as amostras coletadas nas quatro EEEs, na
ETE (influente e efluente) e nos trés pontos do rio passaram pelo processo de extracdo dos
analitos e posterior andlise cromatografica, conforme descrito na metodologia. Os resultados

das andlises estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Concentracdes de E1, E2, E3 e EE2 (ug L") dos analitos (n=3) nos pontos de coleta.

Continua. ..
ANALITO
LOCAL | PONTO
El | E2 | E3 | EE2
CAMPANHA DE AMOSTRAGEM 1
1 <LQ 0,13 +0.07 <LQ 4,03 0,03
- 2 <LQ <LQ <LQ 7224357
3 <LQ 029+ 0,16 9,03 +4,72 11,02+ 0,14
4 <LQ <LQ <LQ 2,71+0,14
e Entrada <LQ 0,15 + 0,06 1434024 4214026
Saida <LQ 0.21+0,30 <LQ 6,77 +0.28
Pl <LQ <LD <LQ 5724027
RIO P2 <LQ 1,22+0,07 <LQ 8,51+ 1,67
P3 <LQ 0,33 +0,17 <LQ 6.26 = 0,06
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CAMPANHA DE AMOSTRAGEM 2

1 <LQ 0,05 £0,01 <LQ 5,87 +£0,94
EEE 2 <LQ 6,13+ 1,48 <LQ 14,31 + 2,49
3 <LQ 7,73 £ 0,44 <LQ 18,62 + 1,37

4 <LQ 0,30+ 0,24 <LQ 1,62+0,12

ETE Entrada <LQ 12,01 £ 0,70 <LQ 13,02 £ 0,31
Saida <LQ <LQ <LQ 14,11 +0,86

P1 <LQ <LQ <LQ 5,16 £ 0,63

RIO P2 <LQ <LQ <LQ 4,13 +0,51
P3 <LQ <LQ <LQ 3,93 £0,02

CAMPANHA DE AMOSTRAGEM 3
1 <LQ <LQ

EEE 2 <LQ 0,02 +0,05 <LQ 2,37+ 0,11
3 <LQ 0,06 + 0,09 <LQ 1,90 £ 0,22

4 <LQ 0,58 £0,12 <LQ 0,26 + 0,06

ETE Entrada <LQ <LQ <LQ 3,17+ 0,46
Saida <LQ <LQ <LQ 1,66 + 0,03

P1 <LQ 1,10+0,12 <LQ 3,23+0,21

RIO P2 <LQ <LQ <LQ 3,81 +0,20
P3 <LQ 3,31+0,18 <LQ 4,89 + 0,04

De acordo com a Tabela 2, nas amostras coletadas das EEEs e ETE (influente) o E1
foi quantificado em 26% das amostras, o E2 em 60%, o E3 em 16% e o EE2 esteve presente em
100% das amostras. No efluente, o E2 foi encontrado apenas na campanha de amostragem 1,
enquanto o EE2 esteve presente em todas as campanhas. Ja o E2 e E3 néo foram quantificados
no efluente tratado. Nas amostras de influentes coletadas das EEE’s e da ETE, a concentrag¢do
de E1 variou entre o <LQ e 9,32 ng L™. O E2 apresentou concentragdes entre <LQ e 11,89 pg
L™, enquanto o E3 variou de <LQ a 9,03 pg L™, sendo quantificado em apenas 16% das
amostras. Ja o EE2 apresentou concentragdes entre 0,26 e 18,62 pg L™.

No efluente, o E2 foi quantificado apenas campanha 1, com uma concentragdo de 0,21
pug L', enquanto o EE2 foi encontrado em todas as campanhas, com concentragdes variando
entre 1,66 e 14,11 ug L™". O E1 e E3 néo foram encontrados no efluente tratado.

No rio (4gua superficial), o EE2 esteve presente em 100% das amostras variando entre

3,23 — 8,51pug L. O E2 foi detectado em 44,4% das amostras, com faixa de concentragdo entre

0.33-3,31 ug L.
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3.2 Anailise das concentracdes dos estrogénios quantificados nas amostras dos influentes e

efluentes.

As concentra¢des encontradas no influente e efluente em todas as campanhas de

amostragem estdo representadas na Figura 3.
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Fig 3. Concentragdes dos estrogénios no influente e efluente,

A Figura 3 mostra que as maiores concentra¢des dos analitos foram encontradas na
campanha 2, seguida pela campanha 1. Comparando as duas campanhas realizadas no inverno,
na primeira campanha a 4gua pluvial pode ter contribuido para a diluicdo do efluente,
resultando em concentragcdes menores dos compostos. Ja a segunda campanha ocorreu com
periodo de baixa precipitacdo, além de coincidir com a alta temporada na cidade, caracterizada
por um aumento significativo no numero de turistas, o que pode ter influenciado as
concentragcdes mais elevadas de analitos. De acordo com Gil et al. (2023), concentragdes mais
baixas de contaminantes sdo observadas em periodos de maior precipitagdo, enquanto
concentragdes mais altas ocorrem em periodo de menor precipitagdo, devido ao aumento de
dgua na rede de drenagem e esgotamento, favorecendo a dilui¢do dos contaminantes.

As menores concentragdes foram encontradas na campanha 3, realizada no verfo, a
alta temperatura da estagdo pode ter influenciado a maior degradacdo ou dispersdo dos

contaminantes.De acordo com Lopez-Velazquez et al. (2021), Apesar de serem mais
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frequentemente detectados no verdo, as maiores concentragdes sdo observadas no inverno, uma
vez que as temperaturas mais elevadas do ver@o favorecem a atividade microbiana e,
consequentemente, a degradagdo dessas substancias.

De acordo com Herrmann et al. (2023), a taxa de biodegrada¢do aumenta com a
elevagdo da temperatura. Além disso, a eficiéncia da remog¢éo pode ser influenciada por varios
fatores durante o processo de tratamento como pH, tempo de retencdo, taxa de carga orgénica,
diversidade microbiana, compostos toxicos e tipo de lodo (Torres et al. 2021; Almazrouei et al.
2023; Matesun et al. 2024; Zhang et al. 2024).

As maiores concentra¢des de E2 e EE2 foram encontradas nas EEE-2 e EEE-3, o que
pode ser atribuido a localizacdo dessas estagdes, situadas na orla norte, onde ha quantidade
significativa de turistas e no centro, onde também ha pousadas e hotéis, contribuindo para o
aumento da quantidade de usuérios.

Em nosso estudo, na ETE com sistema convencional de lagoas de estabilizagéo, o EE2
apresentou aumento de 60,8% na primeira campanha no efluente tratado, na segunda coleta de
8,37% no efluente tratado e na terceira teve remocgdo de 47,63%. De forma semelhante, o E2
teve remogdo de 100% em uma das coletas e um aumento de 40% no efluente tratado em
relacdo a concentrag¢do encontrada no influente. Segundo Zhang et al. (2024), fatores como a
temperatura, tempo de retengdo hidraulica, tempo do lodo, afetam a eficiéncia de remocédo dos
estrogénios. De acordo com Ilyas et al. (2024), para melhor eficiéncia de remog¢do dos
estrogénios € necessaria a combinagdo de mais de um mecanismo de tratamento. Ainda assim,
ndo ¢ o suficiente para garantir uma remog¢ao completa.

A possivel explicagdo para valores mais altos da concentragdo no efluente que no
influente pode ter relacdo com a ag¢do enzimatica que ocorre durante o processo de tratamento.
As enzimas glucuronidase e arilsulfatase podem ter transformado hormoénios conjugados, em
desconjugados, aumentando assim a concentragdo do estrogénio ao final do tratamento
(Alamino Silva, 2021). Os estrogénios sdo excretados em suas formas biologicamente inativas.
O EE2 ¢ ingerido pelo ser humano em sua forma desconjugada, ou seja, biologicamente ativa.
No entanto, é excretado através da urina em sua forma conjugada, principalmente como sulfato
de EE2 (EE2-3S) ou glucuronido de EE2 (EE2-3G). A estrutura conjugada EE2 tem
caracteristica polar e s@o mais soluveis em agua, diferentemente da estrutura desconjugada

(Wan et al. 2022).
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Durante o trajeto do esgoto pode ocorrer a desconjugacdo de algumas moléculas que
podem chegar nas ETEs em sua forma ativa e inativa. Isso acontece devido a presenga de
bactérias intestinais procedentes das fezes nas ETEs, como a Escherichia coli, que sdo capazes
de tornar hormonios conjugados (forma inativa), em desconjugados. Os estrogénios em sua
forma conjugada séo ligados ao acido glucurdnico ou sulfato (Figura 4) que, quando entram em
contato com as enzimas da Escherichia coli, perdem esse grupo, tendo como substituinte a
hidroxila, assim voltando a sua forma livre. Desta forma, permanece estavel durante o processo
de tratamento, resistindo a quebra e eliminacdo, aumentando a concentra¢do de EE2 ao final do
processo (Lopes, 2010; Aquino; Brandt e Chernicharo, 2013; Teixeira et al., 2018; Filgueiras et
al., 2021).
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17a-etinilestradiol-3-sulfato (EE2-3S) 17a-etinilestradiol-3-glucuronideo (EEZ2-3G)
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__=CH
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17a-etinilestradiol (EE2)

Fig 4 - Moléculas de 17a-etinilestradiol e seus conjugados

Wan et al. (2022) relataram em seu trabalho que 282 ETEs de todo o mundo
apresentaram remog¢ao de EE2 com variagdo entre -100,0 a +100,0% com uma eficiéncia média
de remogdo de 68,3%, o que leva a considerar que a remog¢do de EE2 € instavel. A remogdo
negativa representa aumento da concentra¢do do composto no efluente tratado em até 100% em
relagdo ao valor detectado no efluente bruto. Resultados similares também foram relatados por
Tang et al. (2021). No presente estudo, a remog¢éo variou entre - 8,37% e 60,8%. O E2 teve
remogdo de 100% em uma das coletas ¢ um aumento de 40% no efluente tratado em relagéo a

concentragdo encontrada no efluente bruto.
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A literatura cita alguns métodos que podem ser implementados para que ocorra melhor
eficiéncia de remogdo desses compostos como ozonizacdo, cloragdo, carvdo ativado e
irradiagdo ultravioleta (Bilal et al., 2021; Matesun et al., 2024). Na ETE deste estudo, existe um

sistema tercidrio por irradiagdo ultravioleta que, no entanto, esta desativado.

3.3 Analise das concentracdes quantificadas nas amostras do rio

Nas amostras do rio (agua superficial), a variagdo ocorreu de forma diferente e estdo

representadas na Figura 5.

Concentragiio (ngl.™)

Pl P2 P3 P1 P2

Campanhal Campanha 2 Campanha3

Fig 5 — Concentracdes de E2 e EE2 quantificados no corpo hidrico

Observa-se que, em cada campanha, as concentra¢des de EE2 nos trés pontos foram
bem proximas. Na primeira campanha, foram encontradas as maiores concentragdes desse
estrogénio, com destaque para o ponto P2, onde ocorre o descarte do efluente, apresentando a
concentracdo mais elevada entre os trés pontos. Na segunda campanha, a maior concentracao
foi registrada no P1, enquanto na terceira campanha, o P3 apresentou os valores mais altos.
Esses dados estdo em conformidade com a hidrodindmica estuarina local, na qual a

contaminagdo pode se dispersar tanto a jusante quanto a montante do ponto de descarte.
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A presenca de dois estrogénios no efluente do presente estudo indica que esses
contaminantes podem estar sendo langados continuamente no ambiente aquatico. Esse fato ¢é
corroborado pelas concentragdes encontradas nas amostras do rio. Mesmo ocorrendo a diluigdo
quando essas substdncias chegam no rio, o nivel das concentragdes encontradas no efluente
pode oferecer risco elevado para os organismos aquaticos (Jiang et al. 2020), principalmente
considerando a alta frequéncia de detec¢do de EE2 nas EEEs e ETE.

Corroborando essa ideia, a presenga de EE2 em todas as campanhas de amostragem,
indica que o descarte do efluente ndo apenas contribui para o transporte desses contaminantes
pelo fluxo do rio, como também sugere que ocorre uma dispersdo mais ampla, afetando a

qualidade da 4gua em diferentes pontos.

3.4 Comparacao das concentragdes encontradas com outros estudos

Os resultados deste estudo evidenciam que as concentragdes encontradas nos efluentes
e nas aguas superficiais apresentam risco a biota aqudtica. As concentragdes encontradas no
presente estudo sdo maiores que as relatadas pela maioria dos trabalhos realizados em outras

regides do pais e até mesmo em outros paises, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdes de E1, E2, E3 e EE2 (ug L) relatadas neste estudo e na literatura
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Localizac¢io IReferéncia

Analito | Agua Superficial Influente Efluente Tratado
<LD <LQ-9,32 <LD Brasil Presente estudo
1,7x 10* 0,02-0,38 4,7x10%-0,07 |Eslovénia |Grobin et al. 2023
- 0,51-0,78 1x10%-0,016 Brasil IKomolafe et al. 2021
- 0,05 - Canada Sweeney et al., 2021
- <LD (0,02) - Portugal Sousa et al., 2020
- 5,15 5,06 Brasil Teixeira et al. 2018
El - 3,05 2,08 Brasil Pessoa et al. 2014
- 0,87-1,38 <LD Brasil [Froehner et al. 2011
55x10%-0,98 - - Brasil Corréa et al. 2021
3x103a0,08 - - Brasil Rico et al. 2021
0,012 0,063 0,015 China Tang et al., 2020
0,014 -0,082 - - Brasil Torres et al., 2015
<LD- 3,31 <LQ-11,89 <LQ-0,21 Brasil Presente estudo
1,6 x 10 1,3x 103 0,06 - 0,11 6,3x103-0,07 |Eslovénia  |Grobin et al. 2023
- <LD <LD Brasil Komolafe et al. 2021
- 0,02 - Canada Sweeney et al., 2021
- 4x10*-0,015 - Meéxico Lopez-Velazquez et al., 2021
- <LD (3,1 x 107 - Portugal Sousa et al., 2020
B2 - 7,43 4,79 Brasil Teixeira et al. 2018
- 0,77 0,39 Brasil [Pessoa et al. 2014
- 1,33-2,27 0,49 -0,76 Brasil Froehner et al. 2011
3,5x 107 -0,065 - - Brasil Corréa et al. 2021
0,023 - - Brasil Cunha et al. 2021
7,6 x 107 0,016 - China Tang et al., 2020
0,090-0,14 - - Brasil Torres et al., 2015
<LD <LQ-9,03 <LD Brasil Presente estudo
3x10%-6,1x 10" 0,08 -5,19 8x10%x2,3x10° |Eslovénia  |Grobin et al. 2023
- 0,62-1,58 0,012 - 0,064 Brasil Komolafe et al. 2021
- 0,033 - Canada Sweeney et al., 2021
- 5,20 7,7 Brasil Teixeira et al. 2018
E3 <LD (0,2) <LD (0,2) - EUA Berton et al., 2021
5,6 x107-0,99 - - Brasil Corréa et al. 2021
0,013 -0,16 - - Brasil Rico et al. 2021
4,3x103 7x 103 0,067 China Tang et al., 2020
0,01 - - Brasil Sposito et al., 2018
3,23 -8,51 0,26 - 18,62 1,66 - 14,11 Brasil Presente estudo
3x10°-5,6x10* <LD <LD Eslovénia  |Grobin et al. 2023
- <LD <LD Brasil Komolafe et al. 2021
- 1,3x 107 -0,41 - México Lopez-Velazquez et al., 2021
- <LD (2,7 x 10?%) - Portugal Sousa et al., 2020
- 5,69 2,55 Brasil Teixeira et al. 2018
- 3,18 0,18 Brasil [Pessoa et al. 2014
EE2 - 0,6 - 1,26 <LD-0,47 Brasil [Froehner et al. 2011
0,08-0,18 - - Brasil [Netto et al. 2024
0,01 - 0,092 - - Brasil Corréa et al. 2021
16,1 - 32 - - Brasil Sabino et al. 2021
0,82 - - Brasil Sousa et al., 2020
0,038 - - Brasil Sposito et al., 2018
0,024 - 0,48 - - Brasil Torres et al., 2015
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Em estudos realizados no Brasil, a maior concentragdo reportada de E1, E2, E3 ¢ EE2
foi no estudo de Teixeira et al. (2018), com 5,19 pg L™, 7,7 ug L™, 5,20 pg L™ ¢ 5,69 ug L',
respectivamente. Em estudos internacionais, a maior concentrag¢do de E1, E2 e E3 foi relatada
por Grobin et al. (2023) na Eslovénia, com <0,38 pg L™, 0,11 pg L™ e 5,19 pg L7,
respectivamente. J4 Lopez-Velazquez et al. (2021), no México, detectaram a maior
concentragdo de EE2 (0,41 pg L™). No presente trabalho, foram encontrados valores superiores,
concentragdes de E1, E2, E3 e EE2 foram de 9,32 ug L™, 11,89 pg L™, 9,03 pg L™ e 18,62 ng
L™, respectivamente.

Ja em efluentes, Teixeira et al. (2018), detectaram também as maiores concentragdes
dentre outros trabalhos, 5,06 ug L™, 4,79 pg L™, 7,74 pg L' e 2,55 ug L', de E1, E2, E3 ¢
EE2, respectivamente. Em estudos internacionais, a maior concentragdo de E1, E2 foi relatada
por Grobin et al. (2023), com 0,7 pg L™!. J& Tang et al. (2020) detectaram a maior concentragdo
de E3 (0,067 pg L") e Lépez-Veldzquez et al. (2021), a maior de EE2 (0,29 pg L™). No
presente trabalho, as concentragdes foram somente de E2 ¢ EE2 foram de 9,32 pg L™, e 14,11
ug L, respectivamente.

Teixeira et al. (2018) analisaram amostras de influentes e efluentes de uma ETE
localizada na Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo (EEL-USP). O
sistema utilizado para tratamento ¢ de lodos ativados em bateladas sequenciais. Tang et al.
(2020) realizaram sua pesquisa em amostras de influente e efluente de uma ETE municipal e do
rio Zhu Jiang localizado no sul da China. O processo de tratamento da ETE ¢ anaerdbio,
anoxico e aerobico. Ja Lopez-Velazquez et al. (2021) fizeram coletas em quatro ETEs, uma
privada e trés do servico municipal. O processo de tratamento utilizado ¢ dividido em:
pré-tratamento, tanques de sedimentacdo (primdrio), lodos ativados e clarificadores
(secundario) e cloragdo (terciario).

Pessoa et al. (2014) coletaram amostras de 5 estacdes de tratamento de esgoto (3 com
sistema de lagoa de estabiliza¢do, 1 com reator anaerobio de fluxo ascendente (UASB) com
cloragdo no final e 1 com lodo ativado) no Ceard, para investigar a presenga de avaliou a
ocorréncia e a eficiéncia de remog¢do dos quatro estrogénios. Nos efluentes bruto e tratado, as
concentragdes detectadas foram 3,05 e 2,08ug L' de E1; 0,78 € 0,40ug L' de E2; ¢ 3,18 ¢
0,18ug L' de EE2, respectivamente. As ETEs com lodo ativado e UASB apresentaram maior
eficiéncia na remogdo de EE2 (95%), enquanto a de lagoa de estabilizagdo (semelhante a deste

estudo) apresentou remoc¢do de apenas 44%. Contrario a esses resultados, Komolafe et al.
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(2021) analisaram amostras nos trés tipos de sistema de tratamento, a remog¢do de E1 e E2 na
lagoa de estabiliza¢do variou entre 95-99%, enquanto a de lodo ativado foi entre 79-94%. Ja
com UASB + filtros de gotejamento a variagdo ocorreu entre 89-95%.

As concentragdes encontradas no rio sdo mais elevadas quando comparadas com
diversos trabalhos. Netto et al. (2024) detectaram 0,08 - 0,12 pg L' de EE2 em &guas
superficiais. De acordo com esses autores, em paises como Franga, Alemanha, [tdlia e Suécia a
concentragdo de EE2 tem variado entre 9x10° e 0,15 pg L' Corréa et al. (2021) analisaram 60
amostras de aguas superficiais da bacia do rio Paraopeba, Minas Gerais e encontraram
concentragdes de E1 em 45% das amostras, E2 em 48%, E3 em 45% EE2 em 15%, das
amostras. A variagdo ocorreu na faixa de 0,056 - 0,98 ug L, 0,0035 - 0,065 pg L™, 0,99 pug L™
e 0,010 - 0,098 pg L', respectivamente. A maior concentragdo relatada foi no trabalho de
Sabino et al. (2021), que analisaram a amostra do sistema lagunar de Itaipu-Piratininga,
ambiente costeiro de Niteroi, entre 16,1 e 32 ugl™! de EE2.

Na Eslovénia, Grobin et al. (2024) investigaram a ocorréncia ambiental, o destino e os
riscos de 25 desreguladores endocrinos, entre eles os quatro estrogénios em ETE e em aguas
superficiais. Neste ultimo, encontraram concentragdes dos quatro analitos a faixa de
concentrag¢do variou entre 1,7 x 10 ¢ 2x10° pgL'de E1,1,6 x 10*e 1,3x 102 e 3 x 10°pg
L' de E2,3x10° e 6,1 x10* ug L' de El, e 5,6 x 10 de EE2. J4 Tang et al. (2021), em sua
revisdo de literatura, relataram que paises como Argentina, Portugal e China, detectaram EE2
em aguas superficiais, com concentragdes de 0,043 ng L', 0,102 pg L'e 17,1 pg L7,

respectivamente.

3.5 Avaliacio de risco ecologico e toxicidade
A avaliacdo de risco ecoldgico identifica quais concentragdes representam maiores
riscos ao ecossistema aquatico local. Neste trabalho, para avaliar os riscos dos contaminantes
presentes nas amostras do rio, foram consideradas as concentracdes detectadas, com énfase na
potencial toxicidade para os organismos aquaticos e ecossistema limitrofe.
Os dados de toxicidade aguda para algas, dafnias e peixes, bem como o céalculo de
quociente de risco sdo apresentados no Apéndice IV. Nas figuras 5 e 6, sdo apresentados os

resultados do RQ para os trés organismos.



34

1.4

1,2

1.2

1,0

0,8
0,8

0,8

0,6

RQ
0,4p
0,40

7

0,4

0,R9

0,30
0,26
0,]

0,2

0,0
P2 P3 P1 P3

Campol Campo 3

B Alga ® Dafnia ™ Peixe

Fig 6. Grafico de avaliag@o do risco ecolégico de E2 para Alga, Dafnia e Peixe
0.01 < RQ < 0.1 =risco baixo: 0,1 < RQ <1 =risco moderado; RQ>1 = risco alto

As concentragdes de E2 teve o RQ<0,1 e RQ<I na campanha 1, oferecendo risco baixo
a moderado para os trés organismos. Na campanha 3, RQ<I no P1, com risco moderado e no

P3, RQ<I1 e RQ>1, com risco moderado para alga e peixe e risco alto para Dafnia.
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Fig 7. Grafico de avaliagdo do risco ecologico de EE2 para Alga, Dafnia e Peixe
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Ja as concentragdes encontradas de EE2 apresentam alto risco (RQ>1) para os trés
organismos em todos os pontos amostrais (Figura 6). O risco é mais elevado para dafnia, na
sequéncia para peixes e algas. O risco relacionado a concentrag@o encontrada de EE2 é bastante
preocupante, dado sua potencial persisténcia devido a sua caracteristica lipofilica (log kow de
3,67— 4,15) e que pode acarretar em bioacumulagdo nos organismos aderindo aos lipidios. Em
peixes pode afetar homeostase natural, como sistema antioxidante e alteragdes
comportamentais como ansiedade, estresse e problemas na memoria (Tamagno et al., 2022).

O EE2 bioacumula no plasma dos peixes e concentragdes abaixo de 0,001 pgL!
estimularam a sintese VTG (Ojoghoro et al. 2021). Em outros trabalhos, intersexo e inversdo de
sexo foram observados em peixes zebras (Danio Redio) jovens. A feminizagdo também ocorreu
em peixes expostos a concentragdo de 0,1 pgL”' de E2 de 21 a 42 dias ap6s a fertilizagio,
durante o periodo sexual (Santos, Luzio e Coimbra et al. 2017; Dang e Kienzller, 2019; Torres
etal. 2021).

A exposi¢do a EE2 pode ocasionar altera¢des bioquimicas que estdo relacionadas a
altera¢des comportamentais, como ansiedade, agressividade e memoria em peixe zebra. Por
meio de testes, o efeito ansiolitico foi observado, reduzindo a ansiedade que ajuda a identificar
situagdes perigosas, podendo prejudicar a reacdo anti-predatoria de peixes e como
consequéncia ter reagdo mais lenta quando atacado por um predador, comprometendo a
capacidade de fuga, aumentando o risco de predacdo. Devido a bioacumulagdo das substancias,
os predadores sdo mais afetados com os efeitos, do que os que s2o diretamente expostos (Tang
et al., 2021; Tamagno et al. 2022).

Li et al. (2023) elucidaram que a bioacumula¢do em organismos aquaticos pode
ocorrer por meio da ingestdo continua de organismos bentonicos expostos a estrogénios,
afetando niveis tréficos mais altos, inclusive podendo chegar até mesmo aos humanos através
do consumo de organismos contaminados. Além disso, estudos indicam que a presenga de
estrogénio em agua de rio pode comprometer a sobrevivéncia das populagdes de peixes
selvagens (Marlatt et al. 2022; Zhang et al. 2024).

As concentragdes encontradas no efluente tratado também podem ser consideradas
para avaliagdo do risco ecoldgico. Apesar de ocorrer diluicdo ao serem descartadas,
concentracdes elevadas estdo sendo inseridas constantemente no rio, tendo em vista que o
langamento do efluente é continuo, 24 horas por dia sem intervalo de dias, elevando assim o

risco a biota.
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Outro ponto importante a ser avaliado s@o as concentragdes presentes no influente,
considerando que pode ocorrer o descarte de esgoto clandestino em ambientes aquaticos,

representando uma ameaga a saude do ecossistema aquatico.
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4. CONCLUSAO

Por meio da determinagdo dos hormonios estrogénios naturais E1, E2, E3 e EE2, foi
possivel confirmar a presenga desses compostos nas amostras de esgoto, bem como sua
remocdo parcial ou total durante o tratamento. Observou-se, ainda, que as concentragdes
encontradas neste estudo foram superiores as relatadas por outros trabalhos, mesmo
considerando variagdes climaticas entre as regides analisadas.

A presenca de E2 e EE2 em, respectivamente, 60% ¢ 100% das amostras dos efluentes
e do rio receptor confirma a baixa eficiéncia de remog¢do desses compostos durante o
tratamento na ETE. Esses resultados evidenciam a influéncia das atividades antropicas sobre o
ambiente aquatico. No caso do EE2, os impactos a biota sdo potencializados por sua a¢cdo como
desregulador enddcrino. A confirmagdo da presenca desses hormdnios também pode indicar a
ocorréncia de outros contaminantes, ampliando os riscos ao ecossistema aquatico,
especialmente diante dos processos de bioacumulag¢do e biomagnificacdo ao longo dos niveis
troficos.

A avaliagfo de risco ambiental realizada neste estudo revelou que as concentragdes de
E2 representam risco baixo a alto e as de EE2 indicam risco elevado para organismos de trés
niveis troficos. Considerando que o rio Buranhém desagua no mar e que ha consumo de
diversas espécies aqudticas na regido, esses achados reforcam a vulnerabilidade da
biodiversidade local e os potenciais riscos a saude humana.

Diante desses resultados, torna-se evidente a necessidade de adogdo de medidas
mitigadoras que reduzam a liberagdo desses contaminantes no ambiente, por meio da
substitui¢do ou inser¢do de etapas complementares no tratamento. Destaca-se que a ETE de
Porto Seguro possui um sistema terciario por radia¢do ultravioleta atualmente desativado, cuja
reativagdo pode representar uma alternativa viavel para reduzir as concentragdes desses
compostos e de outros contaminantes emergentes no efluente tratado.

Ressalta-se, no entanto, que a ETE representa apenas uma das possiveis fontes de
contaminagdo do ecossistema aquatico. Assim, torna-se imprescindivel implementar medidas
preventivas e estratégias de monitoramento continuo com o objetivo de identificar e mitigar
outras fontes potenciais de poluigao.

Este estudo refor¢a a necessidade de desenvolvimento e implementag¢do de politicas
publicas especificas para contaminantes emergentes, especialmente desreguladores enddcrinos,

contendo limites maximos permitidos para esses compostos em efluentes tratados e em aguas
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superficiais. Além disso, é essencial a implementagao de tecnologias avangadas no processo de
tratamento, fiscalizacdo e criacdo de programas de educagdo ambiental voltadas para
conscientiza¢do quanto ao descarte. A criacdo de uma politica nacional voltada ao controle de
contaminantes emergentes pode garantir a protecdo dos ecossistemas aquaticos e da satde
humana, sobretudo em regides ambientalmente sensiveis e economicamente dependentes da

qualidade dos recursos hidricos, como o municipio de Porto Seguro.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Compartilhar os dados com a Embasa e 6rgdo responsaveis, com o objetivo de
conscientizar para que o tratamento tercidrio (radiagdo ultravioleta) seja reativado. Essa seria
uma provavel solugdo para melhor eficiéncia na remog¢éo desses compostos.

Os dados serdo compartilhados com os orgios responsaveis, visando contribuir para
uma possivel regulamentacdo. Inclusive com o Poder Legislativo, para reforgar a necessidade
de aprovacdo do Projeto de Lei n.4541/2020, que “Dispde sobre o controle da concentragdo de
estrogénio nos efluentes das estagdes de tratamento de esgoto e na dgua de abastecimento

publico”, que esta em tramitacdo desde 2020.
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ANEXO

ANEXO I - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS HORMONIOS ESTROGENIOS

) Massa Solubilidade Coeficiente

Férmula \ ..
Composto molecular molecular em agua de partigdo pKa

(g mol™) (mg L) (log k)
Estrona C,sH,,0, 270,4 3,0 3,13 10,91
. 10,46
B-estradiol C,sH,,0, 272,4 3,9 4,01 10,03
Estriol C,sH,,0, 288.,4 1,16 2,45 10,40

17-0-
o ) C,sH,,0, 296,4 4,8 4,12 10,10
etinilestradiol

Fonte: (Pubchem, 2021)



6°€01 €811 S°L0T 81°0 90°0 L9-1°C 6T—T0 vorT +X6TLL =X 766°0 €0 —10°0 cdd
LY01 €811 €01 8L°0 970 8‘01 — ¢ 78 —9°¢ €0L9+XL°LIT=4A 966°0 z€'0—10°0 €d
8101 L'ST1 888 ¥0°0 100 91T — €% ¥'T—7T0 €TIS +XL86L =4 1660 z€0—10°0 cd
6101 61l L‘86 £0°0 100 96 —6'F -1 LYIT +X¢h6L = A €66°0 z€°0—10°0 4
(€) ogdipy | () ogdipy | (1) ogdipy (S1=u) eugpduLd)u] | (¢ = u) pepiquaday | (¢=u) q + xe=4£ A |181) deounp exrey|  OMIEUV
(18 01 | G3) a
(9%, ogdeaadnddy) ogpnexy (2 dSY) oBs1Ig 0BSSAITNY pepLiBduI]
(zimyewr) oedipe ap vAIN))
6°611 16°T11 9°6L €0°0 10°0 TL-1T 6'S—80 8S°GIE +X6'60v8 = K| 6660 €010 cdd
L°90T1 S‘601 7'€8 600 €0°0 Sc—01 LY —8°0 [°LT1 +X6°65L9 =K | 06660 €010 €d
8701 8°LIT 1°68 €0°0 10°0 99— LS L'6—9 €8°PPT + X951 =L | €966°0 €0 — 10 [4:|
€901 TT°ETT 9°L6 S0°0 10°0 L8-01 07— L0 91Tl + X1€79 =K 06660 €0 — 10 4
(¢) ovdipy | (7) oBdIpY | (1) 0BIIPY (S1=werieipauLidyu]| (¢= u)apepiiquaday | (¢=u) q +xe=A A |(180) aeoun| exiey
(18M) 01 | (18v) a1 oyijeuy
(2, ordeaadnaay) ogpnexy (2% dSY) 0BSIAI] 0BSSAIGNY dpepLigauIy
(emdenn en3e) oedipe op vAIN))
VOILLI'TVNYV dONVINJOAYHd - I HOIANIdV
SHOIANAdY

15




145

G539

)

_
I
o0
QMWWM.B
1

nyw

(AN) ®9r01aRNN J0d 089919p W0D 01dadsy

0vY)04d1dd 94d O¥.LOAdSd - I DIANTdY



il 1-"TEFig ) oS EpESYRIGy (PR BRSO - ¢

oowerg-y  [ZISN7 cRmpEE M-
0’02 m.ﬂ_:. D__E m._NP c.ﬁ_ m“h n__n_m m_,m oo
e Y ey
M.\\\“ - ___ _..J_._Ir_|“rzlhxu_ﬂ_|1l Iy/\.rjjllllul...fjfu A B
v .}lll.lrrf.rr g -
e —| _—ﬂ.“fhvu.
. f.._\.rr . f 0
TN | N/
_ [ _7 — O\ ——— r_ bq.x.,|5|.H
s | || _ I
]| 7_ ___ h_ 0052
| | -
| | | | -
_ ___ __Nm_ ___ __ L
: | z33 V€3 \ L
_ _ [ H000S
I i
Vs (|
! i
| FO0S4
PeTeT =14
s8I =T
Tecel=td I
ITS=¢d
(1) og3wsyaa ap odms] -0000!
Al
ui

EpeOIJI)I0] [BAI BISOWR O 0dueIq ‘soruguiioy onenb sop oeiped op X1 woo ewei3ojewor))

VINVIDOLVINO YD - [II HOIANIdV



PENDICE IV - CALCULO DE RISCO ECOLOGICO

56

CAMPANHA 1
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 0,84 8,4x 10" 5,72 x 107 6,81
P1 EE2 Dafnia 0,105 1,05 x 10 54,48
Peixe 0,705 7,05x 10* 8,11
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 4,28 4,28 x 107 0,29
E2 Dafnia 2,74 2,74 x 107 1,22x 107 0,45
Peixe 4,03 4,03x 107 0,3
P2 Alga 0,84 8,4x10* 10,13
EE2 Dafhnia 0,105 1,05x 10 8,51x10° 81,05
Peixe 0,705 7,05x 10" 12,07
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 4,28 428 x 107 0,08
E2 Dafhnia 2,74 2,74 x 107 3,3x 107 0,12
Peixe 4,03 4,03x 107 0,08
P Alga 0,84 8,4x 10" 7,45
EE2 Dafnia 0,105 1,05x 10 6,26 x 10° 59,62
Peixe 0,705 7,05 x 10* 8,88
CAMPANHA 2
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 0,84 8,4x10* 6,14
P1 EE2 Dafhnia 0,105 1,05x 10 5,16 x 107 49,14
Peixe 0,705 7,05 x 10 7,32
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 0,84 8,4x10* 4,92
P2 EE2 Dafhnia 0,105 1,05x 10 4,13 x 107 39,33
Peixe 0,705 7,05 x 10 5,86
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 0,84 8,4x10* 4,68
P3 EE2 Dafnia 0,105 1,05x 10 3,93x 107 37.43
Peixe 0,705 7,05 x 10 5,57
CAMPANHA 3
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 4,28 4,28 x 107 0,26
P1 E2 Dafnia 2,74 2,74 x 107 1,1x10° 0,4
Peixe 4,03 4,03x 107 0,27
Alga 0,84 8.4x 10" 2,74
P2 EE2 Dafhnia 0,105 1,05x 10 2,3x 107 21,9
Peixe 0,705 7,05 x 10* 3,26




57

Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 0,84 8,4x 10" 4,52
P2 EE2 Dafnia 0,105 1,05x 10 3,8x 107 36,19
Peixe 0,705 7,05 x 10* 5,39
Ponto Analito Organismo EC50/LC50 (mg/L) PNEC (mg/L) MEC (mg/L) RQ
Alga 4,28 4,28 x 107 0,77
E2 Dafnia 2,74 2,74 x 107 3,3x 107 1,2
Peixe 4,03 4,03 x 107 0,82
F3 Alga 0,84 8,4x10* 5,83
EE2 Dafnia 0,105 1,05 x 10 49x 107 46,67
Peixe 0,705 7,05x 10* 6,95




