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RESUMO

RABELLO, Vinicius Malta. Ficorremediacdo do hormdénio feminino 17-alfa
etinilestradiol (EE2) pela microalga Chlorella vulgaris. 2019. 69f. Dissertacao
(Mestrado Profissional em Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Esgotos domeésticos lancados no ambiente representam um dos problemas
mais graves e cronicos de saude humana e ambiental no Brasil. Nas ultimas
décadas, os micropoluentes ambientais, como o 17-alfa etinilestradiol (EE2), vém
sendo constantemente detectados em concentragcbes muito baixas nas &guas
superficiais, pois dentre outras questfes, observa-se que as estacdes de tratamento
de esgoto atuais, em sua imensa maioria, ndo foram concebidas para remocéo de
micropoluentes. Para este problema o tratamento de aguas residuais por processo
de ficorremediacéo est4 atraindo o interesse, por ser uma tecnologia de baixo custo,
boa eficacia e simplicidade operacional. Neste estudo investigou-se através de
ensaio de bancada o potencial de biorremocdo do hormoénio 17-alfa etinilestradiol
(EE2) pela microalga unicelular, Chlorella vulgaris. Para isto a microalga foi exposta
a concentracédo de 50ugL* do EE2 em agua mineral comparando os resultados aos
controles positivo, composto pelo horménio e agua mineral, e negativo, composto
somente por dgua mineral e alga. Os ensaios foram monitorados por 168 horas
atravées de contagem de células, verificagdo da biomassa seca, analise
cromatografica e teste para verificacdo de atividade estrogénica (YES). Os
resultados obtidos comprovam o papel da alga na degradacdo do hormoénio com a
reducdo da concentracdo ao término do ensaio de bancada de 29,48 ugL, frente
aos 11,98ugL* medidos na amostra controle de fotodegradacédo. Nas primeiras 24
horas foi verificada a maior eficiéncia das algas na biodegradacdo do composto,
guando em comparagao ao controle, que néo apresentou degradagcdo neste mesmo
periodo. A producdo de biomassa algal ndo foi afetada pela exposicdo ao horménio,
sendo ligeiramente superior quando em contato com o mesmo. A avaliacdo da
atividade estrogénica do efluente resultante da ficorremediacdo apontou uma
reducdo da atividade nas amostras extraida das algas (sor¢do pelas algas). No
entanto, no meio livre houve oscilacbes com uma reducdo significativa verificada
apenas nas primeiras 24 horas. C. vulgaris mostrou-se promissora para o estudo de
biodegradacdo dos micropoluentes ambientais.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris; 17-alfa etinilestradiol (EE2); Ficorremediacgao;

Disruptor enddcrino.



ABSTRACT

RABELLO, Vinicius Malta. Phycoremediation of the female hormone 17-alpha
ethinylestradiol by the microalgae Chlorella vulgaris. 2019. 69f. Dissertacéo
(Mestrado Profissional em Engenharia Ambiental) - Faculdade de Engenharia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Domestic sewage released into the environment represents one of the most
serious and chronic human and environmental health problems in Brazil. In the last
decades, environmental micropollutants, such as 17-alpha ethinylestradiol (EE2),
have been constantly detected in very low concentrations in surface waters.
However, most current sewage treatment plants were not designed to remove
micropollutants. Wastewater treatment by phycoremediation processes is attracting
interest, being a low cost, good effectiveness and operational simplicity technology.
In this study, the bioremediation potential of EE2 was investigated using the
unicellular microalgae, Chlorella vulgaris. This microalga was exposed to 50 ygL™* of
the hormone in mineral water and the results were compared to the positive control,
comprising the hormone and water and negative control, composed only by water
and algae. The assays were monitored for 168 hours. Cell counts, dry biomass,
chromatographic analysis and yeast estrogen screen (YES) tests were performed.
Results indicate the role of algae in the degradation of the hormone, showing
removal at the end of the batch test of 29.48 ugL?, compared to 11.98 ugL+?
measured in the photodegradation control sample. The first 24 hours presented the
highest algae efficiency when compared to the control, which did not present
degradation in the same period. Biomass production was not affected by exposure to
the hormone, being slightly higher when in contact with it. Estrogenic activity of the
effluent resulting from the phycoremediation indicated a reduction of the activity in
the samples extracted from the algae (sorption by the algae). However, in the free
environment there were oscillations with a significant reduction verified only in the
first 24 hours. C. vulgaris was shown to be promising for the study of biodegradation
of environmental micropollutants.

Keywords: Chlorella vulgaris; 17-alpha-ethinylestradiol (EEZ2); Phycoremediation;
Endocrine disruptor.
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INTRODUCAO

O avanco das tecnologias de producdo de alimentos, medicamentos e
tratamentos médicos possibilitou melhores condicdes de vida e um crescente
aumento na expectativa média de vida da populacdo mundial (SAMIR; LUTZ, 2017).
O crescimento acelerado das popula¢gdes e a urbanizacdo, porém vém causando o
aumento no consumo de agua e degradacao de mananciais pelo excesso de cargas
de poluicdo doméstica e industrial, levando a uma contaminacéo de rios e cOrregos
(TUCCI et al., 2003).

Estima-se que 80% de todas as doencas humanas estejam relacionadas,
direta ou indiretamente, a 4gua nao tratada e ao saneamento precario (AYACH et
al.,, 2012). No Brasil, segundo o Sistema Nacional de InformacfGes sobre o
Saneamento (SNIS, 2019), do total de esgoto gerado nos municipios atendidos com
abastecimento de agua, somente cerca de 46% sofreram algum tipo de tratamento,
e cerca de 54% de todo esgoto gerado no Brasil foi langado in natura em corpos
hidricos. Tal cenario é absolutamente incompativel com qualquer planejamento que
vise a elevacdo do nivel socioecondmico e sanitario de uma populacdo e a
preservacdo ambiental, pois problemas relacionados a saude estdo entre os varios
fatores que afetam o bem-estar da sociedade (UHR et al., 2016).

Os objetivos do tratamento de esgoto foram alterados ao longo do século XX.
Se entre 0s anos de 1900 e 1970 os objetivos nos paises desenvolvidos eram a
remocao de solidos suspensos, o tratamento de organicos biodegradaveis e a
eliminacdo de organismos patogénicos, a partir dos anos 1980 os objetivos do
tratamento foram expandidos, com a inclusdo da remocdo de constituintes que
poderiam causar efeitos de longo prazo sobre a salude e impactos ambientais
(METCALF; EDDY, 2016). Mesmo com essa mudanca de paradigma, observa-se
gue as estacOes de tratamento de esgoto (ETE) atuais, em sua imensa maioria, hao
foram concebidas para remocédo de micropoluentes, o que faz com que muitos
destes compostos permanecam no efluente destas ETES, seja pela sua persisténcia
e continua introducéo, ou ainda devido a falta de mecanismos para tratar, remover e
monitorar estas substancias (BOLONG et. al., 2009).

Os micropoluentes ambientais vém sendo constantemente detectados nas

tltimas décadas em concentragfes muito baixas nas aguas superficiais, na ordem
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de grandeza de nanogramas (ppt), ou microgramas por litro (ppb) (BILA; DEZOTTI,
2007). Esta categoria de poluentes € bastante ampla e abriga compostos naturais,
produtos farmacéuticos, passando por surfactantes, herbicidas, plastificantes e
produtos de cuidados pessoais (AVILA et al., 2014).

O impacto ambiental de muitos compostos farmacéuticos ainda é
desconhecido. Entretanto, muitos desses compostos ja tiveram comprovacao de sua
atividade como desreguladores enddcrinos (SALOMAO; MARQUES, 2015). Dentre
estes, podem-se citar o 17-alfa etinilestradiol (EE2) (XUE, 2018). Tais substancias
sdo lancadas principalmente no meio ambiente por ETEs, e sdo conhecidos por
promoverem efeitos adversos na vida aquatica (GEHRMANN, 2018). Verifica-se na
literatura que, mesmo quando submetido a processos convencionais de tratamento
de esgoto, o efluente ainda apresenta contaminagéo por este hormoénio, levando a
introducéo continua do EE2 no ambiente (FENT et al., 2006).

A ficorremediacado € definida como sendo a utilizacdo de algas para remover
e/ou biotransformar substancias tdxicas (ou ndo), que podem causar danos ao meio
ambiente (HANUMANTHA RAO et al.,, 2011). Algumas espécies de microalgas
verdes unicelulares, tais como Chlorella vulgaris, Desmodesmus subspicatus, e
Raphidocelis subcapitata tém sido utilizadas (separadas ou em conjunto) em
estudos de toxicidade, remocéo e biodegradacdo de farmacos e outros compostos
quimicos, e até no tratamento de aguas residuais (DANESHVAR et al., 2018; MAES
et al. 2014; SALOMAO et al., 2014). O tratamento de a4guas residuais por processo
de ficorremediacéo esta atraindo o interesse por ser uma tecnologia de baixo custo
(operacionais e infraestrutura), por ter uma alta capacidade de remocdo de
nutrientes e altas taxas de producdo de biomassa, com potencial aplicacdo para
producéo de biocombustiveis (DANESHVAR et al., 2018).

Além dos processos de biodegradacdo as algas unicelulares também
possuem outros mecanismos de remoc¢do como a bioacumulacdo e bioadsorcao
(LIU, 2018). Poucos estudos foram feitos para avaliar o potencial de microalgas na
degradacéo e/ou remocédo de hormoénios. Desta forma, a avaliacdo do potencial de
remocgdo e biodegradacdo de horménios por diferentes espécies de microalgas é
uma importante estratégia na busca por metodologias eficientes para a remocao de

compostos com atividade estrogénica dos efluentes.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Investigar o potencial de biorremogcdo da microalga unicelular Chlorella
vulgaris, como alternativa para tratamento do hormonio 17-alfa Etinilestradiol (EE2).

1.2. Objetivos especificos

e Avaliar o potencial de producéo de biomassa da C. vulgaris durante o periodo
de tratamento do EE2.

e Avaliar o potencial de reducédo da concentracdo do EE2 pela C. vulgaris em

agua mineral.
e Avaliar a capacidade de bioadsorcéo e bioabsorcdo do EE2 pela C. vulgaris.

e Avaliar a reducédo da atividade estrogénica na dgua mineral contaminada com

EE2 durante o periodo de tratamento por ficorremediacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Poluicéo das aguas superficiais

De acordo com Von Sperling (2005) o conceito de qualidade da &agua é
bastante amplo, pois a agua pode incorporar diversas substéncias que impactam
diretamente na sua qualidade. Desta forma, a qualidade da agua esta ligada as
condi¢cBes naturais das bacias onde se localizam os corpos hidricos e também a
interferéncia humana. Com relagdo as condi¢bes naturais, mesmo uma bacia
hidrografica totalmente preservada é afetada pelo escoamento superficial e pela
infiltracdo da agua no solo, incorporando solidos em suspensao, ou dissolvidos,
podendo haver alteracdes da qualidade da agua em decorréncia da cobertura e
composi¢do do solo. Ja as interferéncias antropicas de como o homem usa e ocupa
o0 solo tém implicacao direta na qualidade das aguas (VON SPERLING, 2005).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, tém ofertado precérias condicdes
de saude a uma parte significativa da populacdo devido a auséncia de servicos de
saneamento, levando a incidéncia de doencas que possuem veiculacdo hidrica
como diarreias, hepatite, célera, parasitoses intestinais, febre tifoide, dentre outras
(TEIXEIRA; GUILHERMINO, 2006).

A disponibilidade de agua é a principal questdo para um desenvolvimento
econdmico, social e para a qualidade de vida da populacdo humana, além de ser
necessaria a sobrevivéncia das demais espécies vivas do planeta. A disponibilidade
de agua também € essencial para a agricultura, industria, dessedentacdo de
animais, dentre outros usos. E importante ressaltar que ndo so6 a disponibilidade é
importante, mas também que esta seja de qualidade. A polui¢do das aguas e do solo
tem impactado na seguranca alimentar e representa uma preocupacao para a saude
humana. Nas ultimas décadas € crescente o nimero de compostos como pesticidas,
metais e outros poluentes encontrados nas aguas utilizadas na produgdo de
alimentos (agricultura e pecuaria) (LU et al., 2015).

Uma das alternativas para a reducédo da poluicdo das aguas superficiais é
evitar que estes compostos cheguem até os corpos hidricos, com o tratamento

adequado dos efluentes gerados pelas atividades humanas. Desde o final do século
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XX estdo sendo conduzidos estudos sob uma nova Otica de tratamento pela
comunidade cientifica, buscando uma abordagem mais ampla. Apesar de o
tratamento biolégico focado somente na reducdo de Carbono, Nitrogénio e Fésforo
remover alguns micropoluentes, outros farmacos praticamente ndo sdo degradados,
comprometendo dessa forma a qualidade das aguas (HOLLENDER et al., 2009).

Uma das principais classes de compostos que vém sendo estudada séo os
Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sendo estes, persistentes no meio
ambiente, possuindo longa meia vida em solos, sedimentos, ar e na biota. Esses
poluentes estdo presentes nos sistemas aquaticos ao redor do mundo como
consequéncia de sua vasta utilizacdo e dificuldade de tratamento e degradacéo
(OGATA et al., 2009).

Outra classe de grande relevancia sédo os Poluentes Organicos Emergentes
(POE), ou simplesmente contaminantes emergentes. Estes compostos quimicos
estdo presentes em uma variedade de produtos comerciais como medicamentos,
produtos de uso veterinario, embalagens de alimentos, produtos de higiene pessoal,
agrotoxicos, dentre outros. Estes compostos podem ser encontrados nas diferentes
matrizes ambientais e biologicas e normalmente ndo sdo monitorados ou ainda nao
possuem legislacdo regulatdria correspondente. Sendo assim, como emergentes,
sdo classificados como potenciais causadores de riscos a saude humana e de
outros organismos (SILVA, 2011). Alguns dos POEs podem ainda ser classificados
como substancias capazes de alterar o funcionamento do sistema hormonal e de
sistemas reprodutivo de alguns organismos. Esses compostos sdo classificados
como desreguladores endoécrinos (DE) (BILA; DEZOTTI, 2003) e serdo abordados
no subitem “2.1.2. Desreguladores endocrinos”.

Os POEs podem ser chamados de forma mais ampla de micropoluentes (LUO
et al., 2014), haja vista que sua presenca ambiental é elevada pela antropizacédo dos
ambientes, podendo atingir concentragbes nas aguas superficiais na ordem de
microgramas (ppb) ou até nanogramas (ppt) (LUO et al., 2014; AVILA et al., 2014). A
evolucdo das técnicas analiticas e das metodologias de concentracdo e extracéo
desses compostos possibilitou maior sensibilidade e menores valores de detecgéo e
quantificacdo dos compostos em concentragdes ambientais, tendo como
consequéncia a elevacdo no numero estudos e publicacbes dos poluentes
emergentes (ROBERTS et al., 2015).
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Os farmacos estdo em evidéncia nesta nova Otica de tratamento, pois
representam um problema que perpassa quase todos os diferentes tipos de
efluentes gerados. Compostos farmacéuticos estdo presentes no esgoto doméstico,
que contém excretas humanas, e consequentemente no efluente bruto e no efluente
de ETEs, mesmo em tratamento em niveis secundarios (NAKADA et al., 2007). Para
outros efluentes, como os esgotos de industriais de industrias farmacéuticas, séo
necessarios processos complexos e de alto custo, como oxidacdo avancada,
tratamentos quimicos e pré-tratamentos para aumentar a biodegradabilidade destes
compostos (RODRIGUES et al., 2016). Outro problema diz respeito ao lixiviado de
aterros sanitarios (chorume), devido ao descarte inadequado de medicamentos e
incapacidade das plantas de tratamento tratar a grande variedade de farmacos
presentes (LU et al., 2016). Também é possivel detectar lancamentos nas areas
rurais de farmacos usados em animais de criacdo, onde o lancamento direto de
fezes e excretas no pasto e a utilizacdo como fertilizante organico em culturas
agricolas sao a fonte principal de transporte destes compostos para as aguas
(IGLESIAS et al., 2014).

Desta forma, observa-se que a poluicdo das aguas é um problema de
complexidade cada vez maior, onde, a0 mesmo tempo em que as técnicas de
tratamento evoluem, estdo sendo desenvolvidos novos farmacos e produtos
quimicos, mais resistentes, muitas das vezes com efeitos ainda néo identificados,
mas que podem representar potenciais riscos. Portanto, diferentes etapas e
processos de tratamento devem ser desenvolvidos e estudados para a
remocao/degradacdo dos mais diferentes compostos em efluentes domeéstico,
municipais, rurais, industriais e até de lixiviado de aterro sanitario.

Este problema é mais grave nos paises em desenvolvimento, pois além de
apesentar alto consumo de medicamentos, principalmente devido a automedicacéo,
ainda possuem baixos indices de coleta e tratamento do esgoto gerado (KOOKANA,
2014). Um dos exemplos descritos na literatura € referente a concentragdes de
drogas psicoativas, que em paises de alto desenvolvimento humano apresentam
valores significativamente inferiores na agua superficial, quando comparados aos
paises de baixo e médio desenvolvimento (CUNHA; ARAUJO; MARQUES, 2017).

2.1.1. Breve histérico do tratamento de efluentes e poluicdo das aguas no Brasil
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No Brasil, os primeiros registros do inicio do esgotamento sanitario remontam
a cidade do Rio de Janeiro, entdo capital do império. Esses registros apontam a
construcdo de “valas negras”, valas contaminadas pelos efluentes domésticos, na
época, predominantemente dejetos humanos e de animais (DIAS, 2003). Essas
valas eram em grande parte estabelecidas pelo alargamento de pequenos cérregos
ja existentes, na maioria das vezes sem revestimento. Em alguns casos essas valas
eram muradas e calgcadas, mesmo assim comumente transbordavam causando
transtornos como o alagamento de vias publicas e moradias. Ha& também relatos da
construcdo de fossas negras para o tratamento dos efluentes domésticos gerados
(DIAS, 2003).

Apesar da preocupacdo com os efluentes gerados ser bem antiga,
remontando ao império romano e outras antigas civilizacbes, observa-se que,
inicialmente no Brasil, o intuito principal ndo era realizar o tratamento do efluente
gerado, mas sim afastar o mesmo do local poluidor para evitar doencas, havendo
uma despreocupacao com 0s impactos da urbanizacdo sobre os meios receptores
(NASCIMENTO; BAPTISTA; VON SPERLING, 1999).

As valas permaneceram até o século de XIX. ApoOs esse periodo foram
construidos sistemas de esgotos subterraneos, ja obedecendo aos principios
técnicos modernos e a ideia de se tratar o esgoto antes de lancéa-lo em um corpo
hidrico. Entretanto, este paradigma acabou sendo aplicado com maior énfase
somente no fim do século XIX e inicio do século XX, com o crescimento das cidades
e 0 maior adensamento da populacdo. Como exemplo ha a promulgacdo da primeira
lei proibindo o lancamento dos efluentes sanitarios sem tratamento em galerias ou
nos rios de Londres no ano de 1876 (AZEVEDO NETTO, 1959 apud DIAS, 2003).

O adensamento populacional no nucleo urbano, alcancado no fim do século
XX, levou a uma menor disponibilidade de areas para tratamento e disposicdo dos
efluentes gerados. Os métodos mais utilizados até o inicio do século XX eram a
irrigacao e a filtragéo intermitente do efluente. Dessa forma, tornou-se necessario
desenvolver métodos que aceleravam o0s processos naturais de tratamento dos
sélidos gerados (carga orgéanica), sob condicbes controladas e que ocupassem
menores areas para instalacdo dos sistemas de tratamento de esgoto (METCALF;
EDDY, 2016).

Os objetivos do tratamento de esgoto também foram alterados ao longo do

século XX. Entre os anos de 1900 e 1970 os objetivos nos paises desenvolvidos
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eram a remocao de solidos suspensos e flotaveis, o tratamento de organicos
biodegradaveis e a eliminacdo de organismos patogénicos. A partir dos anos 1980
0S objetivos do tratamento foram expandidos, com a inclusdo da remocao de
compostos que poderiam causar efeitos de longo prazo sobre a saude e impactos
ambientais (METCALF; EDDY, 2016).

No Brasil, entretanto, este processo foi realizado de forma mais lenta, apesar
de um inicio promissor no que tange a canalizagdo de esgotos, sendo a cidade do
Rio de Janeiro considerada por alguns autores como Silva (2002) como a segunda
no mundo a ter sistemas de canalizacdo de esgotos adequados, superada apenas
pela cidade de Londres. Este sistema de esgotamento sanitario completo,
inaugurado em 1864 no bairro da Gléria, era constituido por rede coletora de
esgotos, elevatoria e estacdo de tratamento. Este processo de tratamento consistia
em grades de barras, de limpeza manual e chegava a pocos de reunido. Na etapa
seguinte era recalcado para cilindros onde havia a desinfeccdo com aplicacdo de
sulfato de aluminio, cal e carvdo vegetal. Posteriormente, o efluente seguia para
tanques de sedimentacao e tanques de filtracdo, onde sofria leve filtracdo passando
por camada de cascalho, carvao vegetal e cordagem, antes de ser lancado ao mar
(DIAS, 2003). No entanto, este sistema foi alvo de diversas criticas por sua lenta
expansao e baixa qualidade no servico prestado.

No inicio do século XX, na cidade de Sao Paulo, iniciativas de tratamento de
maior efichcia foram observadas com a inauguracdo em 1935 da estacdo de
tratamento de esgotos Jesus Neto, a estacdo mais antiga da SABESP (Companhia
de Saneamento Béasico do Estado de Séo Paulo). Esta ETE foi pioneira na utilizacdo
do sistema de lodos ativados na América latina (SABESP, 2016).

Na cidade do Rio de Janeiro em 1940 foi inaugurada a ETE da Penha. Em
junho de 1960 foi ampliada para processar 1.686 Ls* de esgoto, atendendo a
aproximadamente 1.000.000 de habitantes (LAMEIRA et al., 2010).

Nos anos 1990 foram verificadas as primeiras iniciativas para geracao de
efluente para reuso. Desde 1998 a SABESP realiza, na ETE ABC, o aproveitamento
dos efluentes secundarios de lodos ativados para fins de menor exigéncia (JUNIOR
et al., 2003), entretanto estes efluentes ainda possuem usos bastante restritos.

A ETE Aquapolo, inaugurada em 2012, foi a primeira unidade de grande porte
a fornecer agua de reuso para a industria (LOPES; MIERZWA, 2015). Utilizando o

efluente da ETE ABC foi firmada uma parceria entre a Odebrecht Ambiental e a
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SABESP, para fornecer 650 a 1.000 litros por segundo de agua de reuso para o Polo
Petroquimico da Regido do ABC Paulista.

Entretanto o tratamento de micropoluentes vem sendo negligenciado nas
ETEs brasileiras. No caso dos horménios naturais e sintéticos e dos
xenoestrogénios, as concentracdes encontradas nas matrizes ambientais brasileiras
mostram-se semelhantes, ou até trés ordens de grandeza, superiores as
concentracbes comumente relatadas na literatura internacional (AQUINO et al.,
2013). Dessa forma, novas perspectivas de tratamento precisam ser aplicadas.

2.1.2. Desrequladores endocrinos

Os desreguladores enddcrinos (DE) sédo classificados como um grupo de
substancias quimicas presentes no ambiente que sdo capazes de interferir ou
desregular o sistema enddécrino de alguns organismos, assim como dos humanos.
Alguns efeitos também podem ser verificados na saude, no crescimento e na
reproducdo (BILA; DEZOTTI, 2007), podendo danificar ou alterar diretamente a
funcdo dos componentes do sistema endocrino, interagindo com receptores
hormonais e alterando o metabolismo.

Os DE podem ser de origem natural, como fitoestrogénios, genisteina e
horménios animais, quanto de origem artificial, sendo sintetizados, como plasticos
incluindo o Bisfenol A, solventes, lubrificantes, pesticidas, fungicidas e alguns
farmacos (KABIR et al., 2015).

Os DE possuem estruturas diferentes entre si, sendo dificil estabelecer uma
relacdo entre eles (Figura 1). Entretanto existem alguns aspectos estruturais que sao
indicativos de potencial desregulacdo endocrina, que sdo um anel fendlico, sem
halogénios, grupos funcionais sulfurados, substituicdo clorinas, ou brominas proximo
as hidroxilas OH no anel fendlico. (KIDD et al., 2012 apud KABIR, 2015).
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Figura 1. Exemplos de estruturas quimicas de desreguladores endécrinos
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Fonte: Adaptado de KIDD et al., 2012.

De acordo com Bila e Dezotti (2007) as maiores preocupacdes em relacao
aos DE sao se estes podem produzir efeitos tdéxicos mesmo em baixas
concentracdes e quais substancias estdo associadas aos efeitos tdxicos mesmo em
pequenas concentracfes. Para tanto €é necessario realizar um continuo
monitoramento ambiental destes compostos para verificagdo de concentracdes
seguras, realizando ensaios “in vitro” e “in vivo” para verificacdo de toxicidade e
identificacdo de efeitos bioldgicos destas substancias.

Entretanto, para uma remediacdo adequada € necessario investigar
continuamente os subprodutos gerados na degradacdo destes compostos, bem
como investigar as interacdes existentes entre os diversos compostos, pois muita
das vezes os metabdlitos dos produtos podem ser mais toxicos (KABIR, 2015), ou
pode haver um grande numero de contaminantes ndo detectados ou mesmo
desconhecidos (TANG et al., 2013).

Muitos desses compostos ja tiveram comprovacao de sua atividade como DE
(SALOMAO; MARQUES, 2015), como o 17-alfa etinilestradiol (EE2) (XUE, 2018).

Verifica-se na literatura que, mesmo quando submetido a processos convencionais
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de tratamento de esgoto, o efluente ainda apresenta contaminacdo por este
horménio, levando a introducdo continua do 17-alfa etinilestradiol no meio hidrico
(FENT et al., 2006), promovendo efeitos adversos na vida aquéatica (GEHRMANN,
2018). Diversos medicamentos contraceptivos femininos possuem o EE2 em sua
composicao e este assunto sera abordado no subitem “2.1.5. Caracterizagao do 17-
alfa etinilestradiol”.

Segundo Pal et al. (2010) ha correlagdo positiva entre a exposicao a
desreguladores enddcrinos e mudancas no metabolismo desenvolvimento e
crescimento dos organismos, com efeitos como feminizacao, reducédo de fertilidade,
anomalias nos orgaos reprodutivos e mudancgas no comportamento sexual de varios
organismos aquaticos, como peixes, algas, anfibios e organismos benténicos.

Em humanos também séo verificados efeitos adversos. Ha a correlacao entre
a diabetes tipo 2 e outras desordens metabdlicas para certos compostos
classificados como DE, sendo que a exposicdo durante a gravidez pode ser ainda
mais perigosa (ALONSO-MAGDALENA et al., 2011). A exposicéo prolongada a DE
€ vista como uma das maiores causas do aumento de doencas reprodutivas e
incidéncia de cancer de mama testiculos e ovarios em humanos (GIULIVO et al.,
2018).

2.1.3. Presenca de hormonios esteroides em efluentes domésticos

Os estrogénios sdo um grupo de hormonios esteroides e tanto os de fontes
naturais quanto os sintéticos, possuem grande potencial de causar efeitos de
desregulacdo no sistema endocrino de alguns organismos que habitam os
ambientes aquaticos, levando a feminizagéo, reducdo das taxas de natalidade, ma
formacdo neonatal e desenvolvimento de anomalias fisicas em peixes (BELHAJ et
al., 2015).

Os lancamentos de esgoto, in natura ou apés tratamento em ETEs, sdo as
principais portas de entrada dos contaminantes emergentes nos corpos hidricos
(ZHOU et al., 2009). Nos paises em desenvolvimento como o Brasil, em que apenas
43% dos domicilios possuem acesso a coleta e tratamento de esgoto (ANA, 2017), o
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lancamento do esgoto bruto nos corpos hidricos realiza esta contaminacao de forma
ainda mais preocupante e acentuada.

Na Austrdlia Phan et al. (2015), detectou oito esteroides em esgoto bruto
(androenediona, estrona, estriol, 17-B-estradiol, 17-a-etinilestradiol, testosterona,
androsterona e etiocolanona). Dentre os horménios androgénicos, os metabolitos
Androenediona e etiocolanona foram encontrados em concentracdo muito maior que
o horménio primario, testosterona, com este atingindo valores em torno de 5 — 14
ngL?, enquanto seus metabdlitos variaram de 1-5,8 pugL? e 0,27-0,98ugL*. O
estrogénio 17-B-estradiol, (principal horménio excretado pelas mulheres em idade
reprodutiva), e seu epimero natural o 17-a-estradiol, foram encontrados,
respectivamente, em baixas concentragées 7-54 ngL* e 5-14 ngLt. Ja para o 17-B-
estradiol foi relatado que este degrada-se rapidamente para estrona, isto
possivelmente explicaria sua baixa concentragdo, bem como a elevada
concentracdo da estrona de até 750 ngLt. Algumas particularidades do local de
estudo, como um predominio de idosos e mulheres em periodo pés-menopausa
podem explicar os altos valores de estrona, ja que este € relatado na literatura como
0 de maior excre¢ao nestas situacoes.

Outro estudo conduzido em 2014 na Argentina por Valdés et al. (2015)
detectou os horménios 17-B-estradiol (E2) e 17-a-etinilestradiol (EE2) na ordem de
nanogramas por litro (ngL) em efluente de esgoto bruto, e também em efluentes de
duas ETEs. As maiores concentracdes dos horménios E2 (631 ngL?) e EE2 (187
ngL1) foram observadas justamente nos efluentes de ETEs com somente tratamento
primario, demonstrando a ineficicia das plantas de tratamento primario para realizar
este tipo de remocao. Ja nos pontos amostrados nos estudrios receptores dos
efluentes apenas em um dos pontos os horménios foram detectados, sendo
observados, no caso do E2, valores elevados na ordem de 369 ngL™.

Manickum e Jonh (2014) relatam uma maior presenca de estrona (E1) no
afluente da ETE de 23 ngL. Sendo que no efluente, este ficou abaixo do limite de
deteccgédo, sendo seguido pelo E2 com a concentragéo de 20 ngL™.

Em estudo conduzido na China o E1 e o E2 foram encontrados em todas as
amostras do afluente das ETEs na ordem de 69,3-280 ngL! e 1,3-30 ngL™,
respectivamente (XU et al., 2014), enquanto o EE2 foi detectado em concentragbes

muito baixas, ou mesmo abaixo do limite de deteccéao.
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Esta divergéncia de resultados que a primeira vista poderia indicar a
imprecisdo de algum destes estudos, na verdade serve para demonstrar a
variabilidade do esgoto doméstico gerado, o qual esta bastante relacionado aos
hébitos da populacéo residente, apresentando diferengcas hormonais decorrentes da
idade, das taxas reprodutivas, do acesso maior a contraceptivos orais e diversos
outros fatores. Esta variagdo na concentracdo dos diferentes hormoénios
estrogénicos torna essa questdo do tratamento de efluentes domésticos no ambito
dos micropoluentes ainda mais desafiadora, pois quando sdo estudados ou
projetados os sistemas de tratamento que compdem uma ETE é necessario nao
somente conhecer os processos de tratamento, mas também a populacdo ao qual a

planta em questao ira servir.

2.1.4. Capacidade de tratamento dos desrequladores endoécrinos em ETEsS

convencionais e sistemas descentralizados

As ETEs convencionais em operacado, de forma geral, ndo foram desenhadas
especificamente para a remocado dos desreguladores enddécrinos (DE), tendo sido
projetadas para remover, em certos casos, somente matéria organica. Outras
estacBes visam além desta remocdo tratar particulados, patégenos e nutrientes.
Conforme as técnicas de deteccdo de novas substancias avancam as estacdes de
tratamento de esgoto convencionais tém suas deficiéncias de tratamento expostas
(Tabela 1). Dessa forma, muitos destes compostos acabam sendo lancados no
ambiente sem tratamento adequado (LUO et al., 2014).

De acordo com Aquino et al. (2013) de todos os sistemas de tratamentos
empregados em escala real, o tratamento por lodos ativados é o que possui mais
estudos sobre remocgéao de farmacos e outros DE. Provavelmente, isto ocorre pelo
fato de serem mais utilizados nos paises de maior publicacdo cientifica, como por
exemplo, Estados Unidos, Canada, Coreia do Sul, China, Japao e paises europeus
(AQUINO et al., 2013).

Poucos estudos de remocao de farmacos e outros DE séo relatados na

literatura em ETE compostas por filtros biolégicos percoladores (FBP) e reatores
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anaerobios (ex.: reatores UASB, reatores EGSB — Expanded Granular Sludge Bed)
(AQUINO et al., 2013).

Tabela 1: Eficiéncias minimas e maximas relatadas em estudos de remocdo de
farmacos e desreguladores endocrinos (E1, E2 e EE2) nos sistemas de tratamento
convencional de esgotos municipais

Eficiéncia de remocé&o (min/méax.) %
El E2 EE2

50/67 81/92 64

Sistema de tratamento

Filtros Biolégicos
percoladores

Lodos ativados 22/100 18,5/99,9 33,3/100

Lagoas de estabilizacéo

N o 1/100 32/98 25/99
exceto anaerdbias

Lagoas anaerébias 96 98 N/A
Fonte: Adaptado de AQUINO et al., 2013; HAMID & ESKICIOGLU, 2012.

A tratabilidade de hormoénios como o E2 e o EE2 dos efluentes de ETE
convencionais que utilizam processos como sedimentacéo e lodo ativado é limitada,
sendo que a maior parte desta remocdo é atribuida a adsorcdo aos sélidos em
suspensao, ou ao lodo, o que acaba provocando contaminagdo secundaria (SILVA
et al., 2012).

Em um estudo realizado na Tunisia, a remocéo apos tratamento secundario
foi de 61% para a E1, 85% para o0 E2, 87% para o EE2 e 95% para o E3 (BELHAJ et
al., 2015), sendo a principal via apontada como responsavel por esta realizacdo a
biodegradagéo.

Solugbes individuais como fossas sépticas e o0 descarte em sumidouros,
fossas secas, valas abertas e lancamentos em cursos d'agua podem ser o principal
meio de esgotamento sanitario em locais que ainda nao atingiram a universalizacao
do saneamento basico (RODRIGUES, 2011). Dentre as alternativas apresentadas
as fossas sépticas sdo a Unica considerada pela Agencia Nacional de Aguas (ANA)
uma forma adequada para tratamento de esgoto, sendo responsavel por tratar 12%
dos efluentes domésticos gerados no Brasil (ANA, 2017).

Apesar de vantagens como a facilidade de operacdo e o baixo custo de
implantacdo e operacdo a capacidade de fossas sépticas para tratar certos
compostos com potencial para desregulagdo enddcrina é ainda menor que aqueles
observados nas ETEs convencionais. Lambert et al. (2016) utilizando ras da espécie

Rana clamitans verificou que os machos de regides de moradia suburbanas servidas
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por sistemas de tanques sépticos possuiam niveis de E2 muito superiores aos
individuos da mesma espécie que habitavam o entorno de areas servidas por rede
coletora de esgoto e ETE.

Alguns processos avancados de tratamento como Carvdo Ativado em Pé
(PAC), Carvao Ativado Granular (GAC), osmose reversa e 0zonizacao apresentam
remocao extremamente elevada mesmo para compostos resistentes (KOVALOVA et
al., 2013; GROVER et al. 2011; YANGALI-QUINTANILLA et al., 2011). Entretanto,
0S custos operacionais e a necessidade de mao-de-obra especializada que estes
tipos de tratamento demandam inviabilizam sua utilizacdo no tratamento de
efluentes domésticos, principalmente em paises em desenvolvimento.

Desta forma, solugcdes de baixo custo e menor complexidade de operagao séo
necessarias para a reducao da presenca de DE nos efluentes, principalmente em
um pais de dimensfes continentais como o Brasil. Dentre as alternativas para
polimento de efluente com menor complexidade operacional pode-se citar 0s
wetlands (HERRERA-MELIAN, 2018; CAI et al., 2012) e o uso de tanques de algas
(DE WILT, 2016). Este tema sera abordado de forma mais detalhada no item “2.2. A

ficorremediacao de efluentes por microalgas” desta dissertagao.

2.1.5. Caracterizacao do 17-alfa etinilestradiol

Segundo a Pesquisa Nacional de Saude, realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em 2013 mais de 14,4 milhdes de mulheres
residentes no Brasil fazem uso de contraceptivos hormonais como forma de evitar
gravidez. Este dado também pode ser validado pelo anuério estatistico do mercado
farmacéutico de 2016, (ANVISA, 2017) que classifica as pilulas anticoncepcionais
com o principio ativo de 17a etinilestradiol, em sua composicdo, como 0 Sétimo
medicamento mais vendido por unidade no Brasil. Na Figura 2 observa-se a
estrutura quimica do 17-alfa etinilestradiol.

O estrogénio sintético 17-alfa etinilestradiol (EE2), componente ativo da
maioria dos contraceptivos orais e de terapia de reposicdo hormonal, € um
contaminante emergente muito preocupante, pois apresenta alta poténcia

estrogénica e, por ser muito resistente a biodegradacdo em estacdes de tratamento
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de efluentes, também ¢é considerado um poluente persistente (HAMID;
ESKICIOGLU, 2012). Os horménios sexuais naturais como o estradiol, assim como
0s sintéticos como 17-alfa etinilestradiol (EE2) sdo excretados na urina das mulheres
e podem gerar efeitos como a feminizacdo de peixes que vivem no entorno de
estacBes de tratamento de esgotos (SCHLUSENER; BESTER, 2005). Entretanto,
ainda ndo ha estudos que comprovem os efeitos do 17-alfa etinilestradiol na saude

humana com base em exposi¢des ambientais (CAO; CONNEL, 2010).

Figura 2: Estrutura quimica do 17-alfa etinilestradiol

OH
CH31..=cH

OH

Fonte: Adaptado de Sigma-Aldrich

A situacdo € agravada pelo fato de o 17-alfa etinilestradiol ser o mais
persistente dos estrogénios, com uma meia vida em agua de aproximadamente 17
dias e uma baixa taxa de fotodegradacdo (ATKINSON et al., 2011), (JURGENS et
al., 2002), sendo resistente a biodegradacédo devido a suas propriedades fisico-
quimicas (MAES et al., 2014). Soma-se a esta persisténcia a grande dificuldade que
as estacdes convencionais de tratamento possuem para tratar este hormonio
especifico (OLIVEIRA, 2015), o que acaba levando a contaminacdo dos mananciais
pela disposicao dos efluentes, mesmo aqueles que sofreram tratamento.

Esta dificuldade de tratamento, aliada ao alto poder estrogénico possivel de
causar danos ambientais tém estimulado estudos de degradacdo de EE2 usando
diferentes métodos, incluindo fotocatalise heterogénea (HP), foto-Fenton e outros
“Processos Avangados de Oxidagao”, que sdo muito eficientes para oxidar e eliminar
poluentes perigosos ndo biodegradaveis (MALATO et al., 2009). Entretanto estes
processos possuem alto custo e relativa dificuldade operacional. Dessa forma, para
a aplicacdo em paises em desenvolvimento ainda distantes da universalizagdo do

tratamento estas alternativas sao ainda bastante distantes da realidade.
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2.2. A ficorremediacao de efluentes por microalgas

O uso de algas para tratamento de esgoto vem mostrando-se uma tecnologia
bastante promissora, tanto na reducdo de nutrientes quando no tratamento de
micropoluentes (DE WILT, 2016). O tratamento de aguas residuais por processo de
ficorremediagdo esta atraindo o interesse da comunidade cientifica por ser uma
tecnologia de baixo custo que, além do grande potencial de remocao de nutrientes,
também pode atuar na producéo de biomassa (DANESHVAR et al., 2018).

Alguns estudos demonstram que as microalgas possuem potencial de
producdo de diversos compostos como vitaminas, pigmentos, carotenoides,
proteinas, aminoacidos, lipideos, polissacarideos, biocombustiveis e outros.
Entretanto, o cultivo industrial de microalgas é inviavel economicamente devido ao
alto preco do meio de cultura artificial utilizado para a producdo dessa biomassa.
Para isso a utilizacdo de efluentes domésticos como meio de cultivo pode ser uma
alternativa interessante para viabilizar este tipo de producao (SYDNEY et al., 2011).

Marchello et al. (2015) prop&e a utilizacao de efluentes gerados por estacdes
de tratamento de esgotos com tratamento secundario como meio de cultivo para as
microalgas. Essa proposicao é feita visando sanar os problemas de baixa qualidade
do efluente desses sistemas de tratamento, que geralmente ndo possuem
parametros fisicos, quimicos e biolégicos aceitaveis ecologicamente. O despejo
continuo deste efluente pode causar processos danosos, como por exemplo, a
eutrofizacdo. Desta forma, os tanques de algas foram propostos para ser aplicados
como tratamento terciario, pois a fotossintese realizada pelas algas auxiliard no
aumento da concentracdo do oxigénio dissolvido, que por sua vez influenciara na
degradacdo da matéria organica, reduzindo a DBO. Ao mesmo tempo em que isto
ocorre, as bactérias heterotroficas em seus processos de degradacéo irdo produzir
dioxido de carbono, amoénia, nitrato e fosfatos para o uso das microalgas, formando
um conjunto de bastante sucesso, ao polir o efluente e viabilizar um meio de cultura
adequado para o cultivo de microalgas que podem ser utilizadas como biofertilizante
e biocombustivel, usos que ndo requerem alta pureza para utilizacéo.

Dependendo das caracteristicas do efluente alguns grupos de algas podem
se tornar mais comuns que outros. Os géneros mais comuns de algas encontrados

em efluentes sé&o Chlorella, Scenedesmus, Chlamydomonas, Micractinium, Euglena,
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Ankistrodesmus, Oscillatoria, Microcystis, Nitzchia, Navicula e Stigeocloniu
(AMENGUAL-MORRO et al., 2012). No estudo conduzido por Marchello et al. (2015)
cinco classes de algas foram detectadas (Chlorophyceae, Cyanophyceae,
Chrysophyceae, Bacillariophyceae e Euglenophyceae), sendo que a microalga
Chlorella vulgaris foi a dominante, respondendo pela quase totalidade dos individuos
encontrados e apresentando bons resultados de remocéao.

Apesar do bom desempenho da espécie C. vulgaris na remogédo de nutrientes
€ muito dificil manter uma monocultura de microalgas em um sistema aberto
(PARLADE et al., 2018). Assim, diversos estudos ndo acreditam que isso seja um
problema, configurando-se como uma vantagem possuir diversas espécies, como
demonstram os estudos conduzidos por (KOREIVIENE et al., 2014) que obteve alta
remocdo de nutrientes utilizando consércio ndo nativo de Chorella sp. e
Scenedesmus sp. Outro estudo utilizando um consércio nativo conduzido por

Chinnasamy et al. (2010) obteve uma alta producéo de biomassa e lipidica.

2.2.1. Utilizacdo de microalgas no tratamento de farmacos e hormonios

As microalgas possuem uma reconhecida eficacia em reduzir a contaminacao
por farmacos e horménios tendo diversos mecanismos utilizados para a realizacdo
destes processos. De acordo com a literatura, as algas sdo capazes de biodegradar
horménios por diferentes vias de acdo como hidroxilacdo, reducéo, degradacdo da
cadeia lateral e isomerizagdo (FARAMARZI, 2008).

Os processos de biotransformagéo convertem contaminantes organicos para
obter carbono, ou energia necessarios ao seu crescimento (GHASEMI et al., 2011).
A biotransformacédo e o processo de biodegradacdo de poluentes organicos toxicos
podem ser distintos dependendo da espécie da microalga e dependem do tamanho
da célula, forma, composicao da parede celular e sistema de enzima da espécie (LEI
et al., 2007).

Nos ultimos anos um crescente numero de estudos de remocdo dos
micropoluentes por sistemas de tratamento baseados em tanques de microalgas tém
sido realizados (PARLADE et al., 2018). Horménios como o 17B-estradiol (E2) e o

17-a-etinilestradiol (EE2) sdo contaminantes emergentes espalhados por todo o
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mundo sendo detectados em efluentes urbanos e industriais (SANTOS et al., 2010).
Devido aos seus impactos ambientais e efeitos toxicos estes foram incluidos na lista
de substancias prioritarias pela comissdo da unido europeia (CARVALHO et al.,
2015), pois mesmo presentes em pequenas concentracbes na ordem de
nanogramas (ppt) e microgramas (ppb) podem causar efeitos toxicos a saude
humana e ambiental.

Conforme Wang et al. (2016) os hormdnios naturais como estrona (E1),
estradiol (E2), estriol (E3) e progesterona sdo facilmente transformados pelas
microalgas em alguns dias, enquanto horménios sintéticos como o EE2 sdo muito
mais persistentes e dificeis de serem tratados no ambiente aquatico. Outra questao
que ndo deve ser negligenciada é que os horménios no ambiente geralmente
encontram-se misturados, ndo estando isolados como nos estudos de bancada. Esta
mistura de hormdnios pode ter efeitos estimulantes, antagonistas ou competitivos.
Estes efeitos decorrentes desta interacdo podem ter efeitos na remocéao, absorcao e
no metabolismo destes hormdnios sintéticos e naturais pelas microalgas (WANG et
al., 2016).

Em um estudo de revisdo sistematica (Rabello et al., submetido) foram
analisados 21 artigos publicados no periodo de 2006-2018 visando avaliar a
remocao de alguns farmacos alvo em wetlands e tanques de alga. Neste estudo
foram observados que os tanques de alga tiveram resultado superior de
remocao/biodegradacdo em relacao aos tanques de wetlands para os seis farmacos

alvo de maior incidéncia registrados em efluentes (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliagdo da remoc¢do média dos seis farmacos de maior incidéncia em
21 estudos de remocao/biodegradacdo por dois tipos de sistemas de tratamento:
tanques de wetlands (fitorremediacdo) e tanques de algas (ficorremediacédo)

Média de remocéao do farmaco Wetland (%) Algas (%) Geral (%)
Cafeina 70.24 92.75 72.25
Carbamazepina 12.9 32 15.84
Diclofenaco 19.43 50 20.24
Ibuprofeno 50.29 95.2 54.96
Ketoprofeno 26.79 76.75 31.92
Naproxeno 54.05 70 55.47

Fonte: Rabello et al., submetido.
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Segundo Parladé et al. (2018) foi demonstrado que um sistema de tratamento
composto por algas pode remover completamente 17-B-estradiol (E2) a uma
concentracdo inicial de 2 mgL? em sistema de bancada e em escala real em regime
de batelada. Esta remocédo foi alcancada de forma bastante rapida (12-13h de
Tempo de detencdo hidraulica (TDH)) ocorrendo tanto na presenca quanto na
auséncia de Iluz, demonstrando que esta degradacdo ndo foi resultado
exclusivamente da fotdlise. Além disso, foi verificado que quando ocorre um
aumento na taxa de degradacdo do 17-B-estradiol (E2), este é seguido de um
aumento na producao de biomassa de algas.

Dentre os inumeros desreguladores endocrinos o 17-alfa etinilestradiol (EE2)
apresenta um elevado potencial estrogénico, sendo aparentemente recalcitrante e
indicado como o principal contribuinte para a atividade estrogénica detectada nas
amostras ambientais (JOHNSON; WILLIAMS, 2004). Alguns trabalhos vém sendo
conduzidos recentemente para avaliar a degradacdo deste composto por algas
unicelulares observando diversos valores para espécies diferentes. Hom-Diaz et al.
(2015) observou uma eficiéncia de remocéao entre 60 a 95% para EE2, dependendo
das condicdes da cultura por individuos da espécie Selenastrum capricornutum, com
a biodegradacdo respondendo por aproximadamente 20 a 54% desta remocao.
Neste mesmo estudo para Chlamydomonas reinhardtii houve a remocdo completa
do E2 em todas as condi¢cOes e para o EE2 em todas as conformacdes, exceto no
efluente de reator anaerébio que foi observado 76% de remocédo. Sole e Matamoros
(2016) obtiveram uma alta taxa de remocédo (97%) utilizando Chlorella sp, enquanto
Wang et al. (2016) obteve remocéo de até 75,3% com Scenedesmus sp.

Um ensaio de bancada funcionando por batelada conduzido por Lai et al.
(2002) mostrou que o E2 foi rapidamente metabolizado em E1 e outro produto
desconhecido por Chlorella vulgaris, enquanto o EE2 permaneceu estavel. Shi et al.
(2010) utilizando uma populagdo de algas contendo individuos dos géneros
Anabaena, Chlorococcus, Spirulina, Chlorella e Scenedesmus em ensaio durando
7,5 dias reportou uma remocao de 20% no EE2 enquanto para o E2 este percentual
foi o dobro.

Peng et al. (2014) conduzindo um estudo por 5 dias e obteve remocao de
95% da progesterona usando as espécies Scenedesmus obliquus e Chlorella
pyrenoidosa, enquanto que ao utilizar o horménio sintético Norgestrel, a remogéao

feita pela Chlorella pyrenoidosa foi de apenas 60%, enquanto a Scenedesmus



32

obliguus obteve rendimento elevado removendo este horménio quase na sua
totalidade. As formas principais que as microalgas utilizaram para realizar esta
biotransformacdo destes dois hormoénios foram a hidroxilagdo, a reducéo e a
oxidacdo. Nakajima et al. (2007) entretanto, identificou os processos de glicosilacado
como os responsaveis pela biotransformacao.

Della Greca et al. (2008) verificou em seu trabalho que o EE2 foi transformado
em trés subprodutos pela microalga Selenastrum capricornutum; etinilestradiol
glicosilado,  3-B-D-glicopiranosil2-hidroxietinilestradiol e  3-B-D-glicopiranosil-
6Bhidroxietinilestradiol. Ja ao utilizar a espécie Scenedesmus quadricauda 0 mesmo
horménio foi transformado em 17-alfa-etinil-1,4-estradieno-10,17p-diol3-one. Estas
diferencas de subproduto obtido por espécies diferentes de mesmo género
demonstram que a biotransformacéo e seus eventuais subprodutos possuem carater
espécie especifico (WANG et al., 2016).

2.2.2. A microalga Chlorella vulgaris e suas caracteristicas no tratamento de

efluentes

A Chlorella vulgaris € uma espécie de microalga unicelular de agua doce,
pertencente a seguinte classificacdo taxondmica: Dominio: Eucariota, Filo:
Chlorophyta, Classe: Trebouxiophyceae, Ordem: Chlorellales, Familia:
Chlorellaceae, Género: Chlorella, Espécie: Chlorella vulgaris (SAFI et al., 2014).

No inicio do século XX seu alto percentual proteico, até 55% do seu peso
seco, atraiu o interesse de pesquisadores alemaes para utilizacdo como fonte
alimentar ndo convencional (SAFI et al., 2014). Diversos outros estudos e aplicacées
foram apontados ao longo do tempo, como usos medicinais para melhorar o sistema
imune (MORRIS et al., 2009) e no combate ao cancer (JUSTO et al.,, 2001).
Também sdo promissoras para utilizacdo como biocombustiveis, além de serem
considerados grandes assimiladores de CO2 (BURLEY, 1953 apud SAFI et al., 2014)
nas formas fotoautotrofica e mixotréfica, podendo desta forma reduzir os efeitos dos
gases estufa (WANG et al., 2010).

C. vulgaris & microscopica, com diametro entre 2—-10 um, com sua parede
celular medindo entre 17-21 nm quando madura (YAMAMOTO et al., 2004). Na
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Figura 3 podemos verificar a representacdo esquematica. Esta microalga se
reproduz assexuadamente de forma rapida, através da autoesporulacdo, que é a
forma mais comum de reproducdo assexuada observada em algas (SAFI et al.,
2014). Este é um tipo de reproducdo onde a célula mae da origem a quatro novas
células filhas que rompem a parede celular das células mée que é consumida pelas
novas células formadas, como pode ser observado na Figura 4 (Yamamoto et al.
2005).

Figura 3: Representacdo da estrutura celular da Chlorella vulgaris
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Fonte: Adaptado de Safi et al. (2014).

Figura 4: Reproducédo da Chlorella vulgaris: (1) fase inicial de crescimento; (2) fase
final de crescimento; (3) divisdo do cloroplasto; (4) inicio da divisdo do protoplasto
(5) final da divisdo do protoplasto; (6) maturacdo das células filhas e (7) fase de
liberacao.
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Fonte: Adaptado de Yamamoto et al. (2005)

As algas também despertaram interesse para ser utilizadas nos processos de
tratamento de esgotos. A0 comparar com 0S Processos convencionais de
tratamento, como por exemplo, o lodo ativado, as algas podem transformar os

poluentes organicos para compostos de sua composi¢do celular como lipideos e
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carboidratos, reduzindo a poluicdo de uma forma ambientalmente menos impactante
que a degradacdo da matéria organica com geracdo de CO: realizada pelo lodo
ativado (WANG et al., 2010).

As pesquisas utilizando algas para tratamento de efluentes remontam ao
inicio dos anos de 1960, como pode ser observado em artigo publicado por McGriff e
McKinney (1972) que desde 1962 vém estudando a utilizacdo de tanques de algas
como um processo secundario-terciario o qual foi chamado da “alga ativada”.

As algas do género Chlorella sdo uma das mais utilizadas no tratamento de
efluentes, com alta capacidade de remocao de nitrogénio e fosforo, e reducdo DQO
com diferentes tempos de retencéo, variando de 10 horas a 42 dias, associados ou
nao a bactérias (WANG et al., 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biorremediagéo,
Fitotecnologias e Inovacdo no Tratamento de Agua e Efluentes (LABIFI), localizado
no campus Maracana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O
experimento ocorreu entre os dias 22/01/2019 e 29/01/2019 com as coletas
ocorrendo as 10 horas da manhda, conforme procedimentos experimentais descritos

nos proximos subitens.

3.1. Manutencdo e cultivo de Chlorella vulgaris

A espécie de microalga unicelular fotossintética C. vulgaris foi cultivada e
mantida em incubadora com fotoperiodo e temperatura controlados de acordo com a
Norma ABNT NBR 12648 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
2011). O cultivo foi replicado numa frequéncia mensal e o crescimento e
desenvolvimento do cultivo foram acompanhados quinzenalmente por contagem em
microscépio, medi¢do da clorofila in vivo por fluorescéncia (485 nm de excitacdo e
685 nm de emissdo) e mensalmente por carta controle, segundo ABNT NBR 12648
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2011).

3.2. Compostos de interesse

Os solventes utilizados no preparo das solu¢des estoques foram de grau
HPLC (Tedia, Fairfield, EUA). Os padrbes cromatograficos e os reagentes usados no
ensaio da atividade estrogénica YES foram adquiridos na Sigma-Aldrich. A agua
ultrapura foi obtida no sistema Milli-Q Plus system da Millipore (USA) com
18,2 M Q cm de resistividade. O micropoluente selecionado foi 17-alfa etinilestradiol
(EE2) (CAS 5763-6).



36

3.3. Procedimento preparatério para o ensaio

O pré-cultivo das microalgas foi iniciado de trés a cinco dias antes do ensaio,
ou até que as microalgas apresentassem crescimento exponencial, em meio
L.C. Oligo, preparado conforme recomendado no Anexo A da NBR 12648
(ABNT, 2011), e foi mantido em incubadora com temperatura controlada (23-27 °C),
luz continua (4500 lux) e aeragcdo constante. No dia do bioensaio, para evitar a
interferéncia de alguns compostos presentes no meio de cultivo, o inéculo foi
centrifugado (15 min, 2000 rpm a 4 °C) e o sobrenadante foi descartado. Apds a
centrifugacdo de todo o volume do in6culo do pré-cultivo, as microalgas
sedimentadas foram transferidas gentilmente para os béqueres de ensaio e
avolumados com agua mineral. A biomassa inicial de microalga do ensaio foi de

107 algas/mL.

3.4. Bioensaios de remocao e biotransformacédo de EE2 com C. vulgaris

Os bioensaios foram adaptados tomando como base a Norma ABNT NBR
12648 (ABNT, 2011). Este método, estético, consistiu ha exposicdo da microalga ao
EE2 na concentracgdo inicial prevista de 50 pugLt, no volume de 1500 mL de agua
mineral, durante periodo de 168 h. A 4gua mineral utilizada foi da marca Bioleve,
vendida em embalagem do tipo garrafdo de 20 Litros com as caracteristicas
descritas no anexo 01.

Foi elaborado um controle negativo utilizando somente agua mineral e a
microalga. Este controle negativo, de volume de 1000 mL, foi mantido nas mesmas
condicdes da amostra e seus valores de biomassa e densidade de alga foram
avaliados em todas as coletas para comparagcdo com a amostra visando determinar
o efeito toxico do EE2 de inibicdo de crescimento e producdo de biomassa (Figura
5).

Para realizar o controle positivo foram utilizados béqueres com volume de

1000ml contendo agua mineral e 17-alfa etinilestradiol (EE2) na concentracao
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nominal inicial de 50 pgL?, sendo mantido nas mesmas condicGes da amostra
(Figura 5).

Todo o experimento foi realizado utilizando triplicatas (amostra, controles
positivo e negativo) e nas seguintes condi¢des: fotoperiodo 16:8 (claro: escuro); em
temperatura de 23-27,5°C; com aeracao continua. As coletas foram realizadas em
seis periodos (TO a T5): 0; 24; 48; 72; 144; 168 h.

Figura 5: Ensaios controle (n=3): controle positivo somente com agua mineral e 0
horménio 17-alfa etinilestradiol (transparente) e controle negativo com agua mineral
e a microalga (verde

Fonte: O autor, 2019

3.5. Procedimentos de coleta e andlise

Nos tempos pré-estabelecidos foram coletados 171 mL de amostras. Destes
120 mL foram divididos em 4 Tubos Falcon de 50 mL (4 x 30 mL) para centrifugacao
e posterior quantificacdo do EE2 por cromatografia liquida. Os 51 mL restantes
foram utilizados para determinacdo da biomassa, sendo 1 mL (em tubo cénico de
1,5 mL com lugol) para contagem em microscépio e 50 mL para a avaliacdo da
biomassa seca.
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Os quatro tubos Falcon com 30 mL de amostra foram centrifugados por 15
minutos em 2.000 rpm a 4 °C. Apos centrifugacao foi removido cuidadosamente todo
sobrenadante, deixando somente o precipitado de algas intacto no fundo do tubo. O
sobrenadante foi extraido em SPE em cartucho BondElut® C18 (500 mg, 3 mL), com
condicionamento prévio do cartucho, conforme protocolo LABIFI. Ao final, o cartucho
foi seco a vacuo por 10 minutos e armazenado em freezer (-20 °C e envolto em
papel aluminio). Os analitos foram eluidos do cartucho com 4 mL de metanol e
filtrados em filtros seringa de 0,22 pm. Esse volume eluido foi dividido para: analise
cromatografica no UPLC (determinacdo do composto livre presente na amostra); e
para verificacdo da atividade estrogénica pelo ensaio YES. A determinacao e
quantificacdo dos compostos associados a microalga foi realizada com a biomassa
de algas obtida na etapa de centrifugacdo. Uma extracao liquido-liquido do 17a
etinilestradiol associados as microalgas (adsorvido e absorvido) foi realizada com a
adicdo de 2 mL de acetato de etila em cada um dos 4 tubos Falcon (total 8 mL) e
agitados em Voértex por 3 min e centrifugado (15 minutos em 2.000 rpm a 4 °C)
(Figura 6). Apds remover a fracdo liquida, o processo de extracao liquido-liquido foi
repetido com a adicdo de mais 2 mL de acetato de etila. Apos a segunda

centrifugacéo foi removida somente a fase contendo acetato de etila.

Figura 6: Extracéo liquido-liquido do 17-alfa etinilestradiol associados as microalgas
(adsorvido e absorvido).

Fonte: O autor, 2019
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A contagem de células em microscopio foi realizada em camara de Neubauer
em microscopio optico da marca Nikon (modelo Elipse E200, Toquio, Japéao)
utilizando lente com 40x aumento. Foram contabilizadas as células visualizadas nos
quadrantes laterais (Figura 7) das camaras superior e inferior. Os resultados foram

analisados no programa estatistico GraphPad Prism v.5.0.

Figura 7: Camara de Neubauer para contagem de células de Chlorella vulgaris
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Fonte: Adaptado de www.casalab.com.br

A determinacdo da biomassa seca foi realizada com a filtracdo a vacuo de
50 mL da amostra em filtro de fibra de vidro 0,2 — 0,6 um (AP1504700, Merck). Apos
filtracdo, as membranas foram secas em estufa de secagem durante 1 hora a 60 °C,
ou até que fosse obtido peso constante. Nos valores encontrados foi realizada a
subtracdo da pesagem inicial do conjunto de capsula de porcelana e membrana e
realizada converséo para unidade mgL™.

Os procedimentos para as coletas e analises dos controles negativo e positivo
ocorreram da mesma forma e nos mesmos intervalos que os dos ensaios. No
entanto, para o controle negativo foram realizadas somente as analises de contagem
celular e avaliacdo da biomassa. Ja para o controle positivo foi avaliado somente a
quantificacdo do 17-alfa etinilestradiol livre em agua por SPE e posterior andlise

cromatografica em UPLC.

3.6. Andlise cromatogréafica

As amostras foram extraidas em SPE em cartucho BondElut® C18. O

condicionamento do cartucho foi a vacuo com fluxo de aprox. 3mLmin? e com os
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seguintes solventes: hexano; acetona; metanol; agua ultrapura em pH 3. Em
seguida, 100 mL das amostras (em pH 3) foram percolados com fluxo de 3 mLmin™.
O cartucho foi seco a vacuo e armazenado em freezer. A eluicédo foi realizada com
4 mL de metanol e filtradas em filtro de seringa 0,22 pm.

O EEZ2 foi identificado e quantificado por cromatografia em fase liquida de
ultra eficiéncia, sistema Waters ACQUITY® (Figura 8), acoplado ao espectrometro
de massas tipo in tandem, Xevo TQD®, triplo quadrupolo (UPLC-MS/MS Waters). A
coluna utilizada foi a AQUITY UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 mm (Waters) a
50°C, com fluxo de 0,4 mL x mint e com as fases moéveis A=agua e B=metanol,
ambas com 0.01% hidroxido de amonio. O volume de injecdo foi de 5 yL e o tempo
de corrida de 8 min, em modo gradiente, com condicao inicial de 90% da fase A até
4 min., em seguida, sendo reduzida para 1% desta fase até 5 min., e finalmente
retornando e mantendo-se no estado inicial até o final da corrida. O detector de
massas com fonte de electrospray (ESI) foi operado em modo negativo com
monitoramento de reagdes mdultiplas (MRM). A voltagem capilar foi de 3,2 kV. A
temperatura da fonte e de dessolvatacéo foi de 150°C e 600°C, respectivamente. N2
foi usado como gas de cone e de dessolvatacdo (150 e 1100Lh, respectivamente).

O Argdnio foi usado como gas de colisédo no detector MS/MS (0,15 mL x min-t).

Figura 8: Cromatégrafo em fase liquida de ultraeficiéncia (UPLC), sistema Waters
ACQUITY® localizado no LABIFI

Fonte: O autor, 2019
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Nas tabelas 3 e 4 estdo descritos os parametros do detector, bem como os
parametros estatisticos utilizados para a quantificacdo cromatografica. As
concentragdes da faixa linear com valores 0,2; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0 e 1,2 ppm foram
diluidas em &gua ultrapura e preparadas a partir de solugdo mée de 1028 ppm em
metanol. Os valores foram tratados utilizando o programa R (versdo 3.5.2 para

Windows) para obtencao equacao da curva (Anexo 2).

Tabela 3: Parametros otimizados do detector MS/MS (Waters) para o composto 17-
alfa etinilestradiol

Quantificacado Confirmacao
Modo de Precursor
ionizacéo (ESI®) (m/2) Produto EC@ Cone Produto EC Cone
(m/z) V) V) (m/z) V) V)
) 295,0 159,0 33 60 145,0 37 60

@EC: Energia de colisdo; ®ESI: lonizag&o por electrospray.
Fonte: O Autor, 2019.

Tabela 4: Parametros estatisticos referentes ao método de quantificacdo
cromatografica para o composto 17-alfa etinilestradiol
Faixa Linear (ppm) Equgdo da curva R2  ErroPadrdo Incerteza (%) LQ (ppm)
0,2-1,2 Y=312.9557 + 12.2467x 0,998  0,1411 9,59 0,2
Fonte: O Autor, 20109.

Os valores lidos foram inicialmente concentrados e, desta forma, foi
necessario realizar a divisdo pelo fator de concentracdo para encontrar os valores
corretos. Nos ensaios para a parte livre e de controle houve concentracdo de 25
vezes. J4 na fracdo associada as algas houve uma concentracdo de 240 vezes. A
amostra controle foi utilizada para calculo do fator de recuperacédo. Foi encontrado o
valor de 95,27% que foi multiplicado nos valores do controle e da amostra para
correcao dos dados apurados em relagdo a concentracao real.

3.7. Avaliagédo da atividade Estrogénica - Ensaio YES

A avaliacdo da atividade estrogénica foi realizada a partir do ensaio Yeast
Estrogen Screen (YES) com cepas recombinantes (modificadas geneticamente) da
levedura Saccharomyces cerevisiae segundo protocolo estabelecido por
ROUTLEDGE et al., (1996).
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Os ensaios foram realizados, em capela de fluxo laminar, com o precipitado
da cepa descongelada, em um tubo T (tubo 1) com 10 mL de meio cultivo e agitados
(agitacéo orbital) em 100 rpm/24 h, a 28°C. Em um novo tubo T (tubo 2) foram
adicionados 10 mL de meio cultivo + 100 pL de solugdo do tubo 1. O tubo 2 foi
incubado nas mesmas condicfes anteriores do tubo 1 (agitacdo orbital de 100 rpm
por 24 h, a 28°C). Duas placas de 96 pocos foram usadas para diluicéo e leitura do
ensaio.

Na placa 1 (placa de diluicéo) foi preparada: uma curva de calibragado do 173
estradiol (E2) com 12 pontos de concentracdes com diluicbes sucessivas fator 2
(2724 a 1,3301 ng/L, em duplicata, linhas A e C); controle negativo (linhas B e C); e
amostras a serem analisadas com 12 pocos com concentragcdo em diluicbes
sucessivas fator 2. Na placa 2 (placa de ensaio), foram transferidos 10 puL de cada
poco (placa 1) e adicionados 200 pL do meio analise (meio cultivo/CPRG/tubo 1). A
placa 2 foi agitada por 2 minutos e incubada por 72 h a 30°C. Apd6s 72 h, a placa 2
foi retirada da incubadora e apés 1 h (em temperatura ambiente) foi lida a
absorbéancia nos comprimentos de onda 540 nm e 620 nm, SPECTRAMAX M3 plate
reader (Molecular Devices, Califérnia, Estados Unidos da América). O resultado de
absorbéancia obtido para cada poco foi utilizado para calcular a concentracdo que
causou efeito a 50% dos organismos ou Concentracdo Efetiva 50% (CES50),
Citotoxicidade e o Equivalente Estradiol (EQ-E2) de cada amostra, utilizando o
Programa Origin (versdo 8.0). Os calculos foram realizados seguindo metodologia
proposta por DO NASCIMENTO et al. (2018).

3.8 Andlises estatisticas

Os resultados de pesagem da biomassa seca (controle e bioensaio); contagem
de algas (controle e bioensaio); concentracdo de EE2 livre (controle degradacéo e
bioensaio) foram analisados estatisticamente no programa estatistico GraphPad
Prism (versdo 5.02 para Windows, San Diego, EUA) e comparados o grupo controle
negativo (biomassa e contagem de algas) com as amostras coletadas e o controle
de degradagédo com o bioensaio utilizando two-way ANOVA seguido por Bonferroni

Posttest (p<0,05). Também foi realizado o calculo de desvio padrdo para todas as
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amostras citadas anteriormente, bem como para a amostra contendo o composto

associado as algas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um protocolo de ensaio de remocéao/biodegradacdo de compostos foi
desenvolvido e estabelecido no LABIFI para ser replicavel em futuros ensaios com
outros compostos passiveis de biodegradacdo por microalgas. O ensaio foi realizado
em &gua mineral, visando diminuir a interferéncia dos compostos presentes em
meios de cultivos padronizados pela ABNT e reduzir custos experimentais. A
utilizacdo de agua mineral possibilitou ainda avaliar o potencial de uma microalga
mixotréfica Chlorella vulgaris na degradacédo do EE2 para a assimilacdo de carbono

do préprio composto (Wang et al., 2010).

4.1. Producao de biomassa

As andlises de biomassa foram realizadas através de dois métodos: pesagem
da biomassa seca (Figura 9) e contagem de individuos (densidade). Ao longo das
168 h do ensaio, a producéo total de biomassa (mg/L) no controle foi de 614,7 mgL™,
configurando um aumento de 174% em relacdo a biomassa inicial (crescimento
diario de 13-33% ou 54-199 mgL™), e no bioensaio com EE2 a producéo foi de
636,7 mgL? representando um aumento de 185% (crescimento diario de 17-39% ou
74-236 mgL™?) (Gréfico 1A). Ndo houve diferenca significativa entre a producéo de
biomassa no controle e no bioensaio com EE2 (p>0,05) durante as 168 h, o que
indica que ndo houve um efeito toxico crénico do EE2 sobre as microalgas.

Em relacdo ao nimero de algas.mL™, apdés 168 h néo foi verificada diferenca
significativa entre o controle e o bioensaio com EE2. No entanto, ao analisar os
dados com o teste estatistico two-way anova foi verificada uma diferenca
significativa no namero de algas/mL em relacdo ao tempo de exposicdo ao EE2
(p<0,0001) e entre os bioensaios (p = 0,002). Isto provavelmente esta associado as
diferencas significativas observadas no bioensaio com EE2 nos tempos 48 h e 144 h

onde foram verificados aumentos significativos no numero de algas/mL (Grafico 1B).
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Figura 9: Filtragem da amostra em filtro de membrana para determinacdo da biomassa
seca.

Fonte: O autor, 2019

Gréafico 1: Producdo de biomassa de microalgas C. vulgaris durante 168h dos
bioensaios com a presenca do horménio 17a etinilestradiol (EE2) e no controle
negativo: (A) avaliacdo da producdo de biomassa seca (mgL™); (B) avaliagdo da
densidade de microalgas (algas.mL™?) a partir da contagem em camara de Neubauer.
Diferenca significativa (p<0,05) foi verificada nas amostras identificadas com *.
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Fonte: O autor, 2019

Os resultados observados nas avaliagbes de biomassa (seca e contagem)
foram préximos. Entretanto, na avaliacdo do nimero de algasmL foi verificada uma
oscilacdo no crescimento das microalgas quando expostas ao EE2, enquanto no
ensaio de biomassa seca houve um crescimento continuo dos valores. Este fato
pode ser explicado pelo fato de que na avaliacdo da biomassa seca ndo sao

distinguidos individuos mortos ou vivos, mas sim o total de biomassa presente, ou
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em funcdo de variacbes das contagens que, entretanto, foram minimizadas pela
metodologia de contagem dos quadrantes das camaras superior e inferior, bem
como pela realizacdo dos ensaios em triplicatas.

Segundo a literatura, alguns compostos organicos como 17-alfa etinilestradiol,
levofloxacin e carbamazepina podem ser usados como fonte de carbono,
necessarios para o crescimento, e com isso, podem nao apresentar efeito de
inibicdo do crescimento, interferindo nos resultados dos ensaios (MAES et al., 2014,
XIONG et al., 2017).

Mesmo com as oscilacées no numero de microalgas foi possivel verificar que
em alguns momentos como 48 h e 144 h, a presenca do EE2 pode ter contribuido
para a multiplicacdo das microalgas mixotroficas (Gréfico 1B), levando a um claro
aumento da biomassa quando comparados ao controle. Foram verificados aumentos
da ordem de 98% no numero de individuos no periodo entre 72 e 144 h no ensaio
com a presenca do EE2, enquanto o controle apresentou um crescimento de 20%.
No entanto, na avaliagdo da biomassa seca esta tendéncia também foi verificada,
porém de forma mais discreta, com um crescimento de 39,4% na biomassa do
ensaio com EE2 e 33,4% no controle negativo.

Ao analisar a producédo de biomassa durante o experimento total verifica-se
gue a amostra controle teve um aumento de 174%, enquanto a amostra exposta ao
EE2 cresceu 185%. Com relacdo a densidade de algas (algas/mL) ao final do
experimento, esta foi 76% maior no controle e 57% maior na presenca do EEZ2,
gquando comparadas com a densidade inicial. As algas submetidas ao EE2
apresentaram comportamento mais flutuante, alternando quedas e crescimento. Por
outro lado, a amostra controle apresentou um comportamento continuo de
crescimento ao longo do tempo. Ainda cabe ressaltar que a transferéncia das
microalgas de meio de cultivo ndo acarretou numa inibicdo de crescimento
acentuada que pudesse comprometer o ensaio, assim como NnoO ensaio com a
presenca do EE2.

Com isso, os resultados demonstram que durante o periodo de avaliagéo,
mesmo apresentando oscilagfes no nimero de algas/mL, apds o periodo de 168 h a
producéo total de biomassa nao apresentou diferenca para o controle, reforcando a
auséncia de efeito toxico cronico do hormoénio sintético EE2 na concentracdo de

50 pugL? para a densidade de 107 algasmL* da microalga Chlorella vulgaris.
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4.2. Ficorremediacao nareducado da concentracdo do EE2

A eficiéncia da C. vulgaris no tratamento para reducdo da concentracao do
EE2 (degradacdo) em relacdo aos outros processos de degradacdo, como a
fotodegradacao, foi significativa, durante as 168h (p<0,01), assim como a cada

periodo de avaliacdo (p<0,01) (Grafico 2).

Gréafico 2: Avaliacdo dos processos de degradacdo do hormbnio 17-alfa
etinilestradiol (EE2) livre com e sem a presenca das microalgas C. vulgaris durante o
periodo de 168 h. A diferenca significativa (p<0,05) foi verificada nas amostras
identificadas com *.
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Fonte: O autor, 2019.

O ensaio com as microalgas apresentou uma reducdo total de 29,5 pgL+?
(65% da concentracdo inicial de EEZ2), enquanto na auséncia das microalgas
(controle positivo) o conjunto de processos denominado de degradacao natural foi
responsavel por reduzir 12 ugL* (24% da concentragao inicial de EE2).

A maior reducdo na concentragcédo do EE2 foi verificada nas primeiras 24 h no
bioensaio com microalgas, sendo esta de 9,9 pugL* (22%); neste mesmo periodo das
24 h iniciais néo foi observada reducéo no controle (Tabela 3). Cabe ressaltar que a
reducdo de 36% ou 9,5 ugL™? foi observada num periodo de 3 dias entre 72-144 h de
exposicdo. Outro fator relevante € que geralmente as concentragbes encontradas
nos efluentes no Brasil sdo na faixa de <0,02-5.2 ugL* (AQUINO et al., 2013) e
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inferiores a concentracdo de 50 pgL™? utilizada no presente trabalho, sendo esta
também inferior a concentracdo degradada na presenca das microalgas nas
primeiras 24 h do bioensaio (9,9 ugL™). Contudo, segundo QUARESMA et al. (2018)
os efluentes brutos condominiais no Brasil podem apresentar concentracfes médias
de até 86 gL' de EE2. Desta forma a concentracdo utilizada aproxima-se daquela
observada em esgotos brutos o que é interessante para o trabalho, pois qualifica a
microalga a atuar em efluentes muito mais téxicos do que os de um efluente
secundéario, por exemplo. Além disso é importante ressaltar que 45% da populacdo
nao possui tratamento de esgotos (ANA, 2017), lancando desta forma esgoto bruto
nos corpos hidricos com concentracdes elevadas deste composto, como a utilizada

neste ensaio.

Tabela 5: Reducdo da concentracdo do horménio 17-alfa etinilestradiol (EE2) por
processos de degradacdo na presenca ou auséncia das microalgas C. vulgaris
durante o periodo de 168h.

24h 48h 72h 144h* 168h Total

Bioensaio com EE2 9,9 2,7 6,4 9,5 1,1 29,5
(22%)  (7,5%) (19%) (36%) (6%) (65%)

Controle degradacéo 3,7 4.1 3,8 0,9 12,0
0,0 (0%) (7%) (9%) (9%) (2%) (24%)

* reducdo da concentracdo do EE2 ug/L equivalente ao periodo de 3 dias entre 72-
144h (96, 120 e 144h).
Fonte: O autor, 2019.

Ao efetuar analise sobre o papel dos fatores bioticos versus fatores abibticos
nesta remocao, ao longo do tempo foi possivel verificar que inicialmente a microalga
(fator bidtico) possui papel central na degradacdo e posteriormente os fatores
abibticos como a fotdlise e a propria meia-vida do composto acabam sendo também
representativos.

Enquanto a degradacdo de hormdnios esteroides associada as microalgas
esta relacionada a processos como hidroxilacéo, glucosilacdo (DELLA GRECA et al.,
2008) e brominagédo (MAES et al., 2014) a degradacdo natural do hormoénio sem a
presenca de algas esta relacionada quase que em sua totalidade a fotodegradacgéo
simples, apresentando produtos como monohidroxi, dihidroxi e derivados
dehidrogenados do EE2 mantendo a estrutura esteroidal intacta (NEJEDLY;
KLIMES, 2017).
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4.3. Densidade de microalgas nareducéo da concentracdo do EE2

A densidade de 107 algas/mL (ou 10%° algas/L) utilizada para a realizacdo dos
bioensaios de tratabilidade foi fundamental para que o efeito de toxicidade néo fosse
observado, uma vez que concentracdes em ppt (ng/L) séo capazes de causar efeito
de toxidade cronica de inibicdo de crescimento em microalgas em densidades de
10%algas/mL (SALOMAO et al., 2014).

Ao avaliar o efeito da densidade de algas na reducdo da concentracdo do
EE2 durante o periodo de tratamento, observou-se que, para alguns pontos, houve
um aumento na densidade de algas e uma consequente redugcdo na concentracao
do EE2 (Gréfico 3). Para fazer esta analise, foi considerado o nimero de algas/mL

inicial de cada periodo e a reducédo do EE2 no tempo subsequente (Tabela 4).

Gréafico 3: Relacdo da densidade da microalga C. vulgaris com a reducdo da
concentracdo do horménio 17-alfa etinilestradiol (EE2) durante o periodo de 168 h.
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Fonte: O autor, 2019.

Tabela 6: Comparacao entre a densidade da microalga C. vulgaris e a reducéo da
concentracdo do horménio 17a etinilestradiol (EE2) durante o periodo de 168 h.

0-24 h 24-48 h 48-72h  72-144 h* 144-168 h

Densidade (alga/mL) 5,5x107 4.2x10" 6.4x10" 4.6 x107 9.2 x10’

Reducéo do EE2 (ug/L) 9.9 6.8 4.6 11 (3.7%) 1.9

* Reducao do EE2 pg/L proporcional a cada 24 h no periodo entre 72-144 h (96, 120 e 144 h).
Fonte: O autor, 2019.
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Em um estudo realizado por MAES et al. (2014) com Desmodesmus
subspicatus na densidade de 10° algas/mL também foi constatada uma maior taxa
de reducado (23%) da concentracao inicial (20 pg/L) de EE2 nas primeiras 24h. Ja
segundo HOM-DIAZ et al.,, (2015), as espécies de microalga Selenastrum
capricornutum e Chlamydomonas reinhardtii foram capazes de reduzir o EE2 por
biodegradacdo em 46% e 41% em um periodo de 7 dias (168 h).

A compreensdo dos resultados de reducdo da concentracdo do EE2 pelo
tempo de exposigdo das microalgas pode possibilitar uma melhor eficiéncia de
remocao dos micropoluentes, sendo o tempo de exposi¢cdo, o tempo de retengao
hidraulica (TDH) necesséario em tanques de alga com altas densidades a ser
aplicado como tratamento terciario em sistemas descentralizados de tratamento de

esgoto domésticos.

4.4. Avaliacdo da concentracdo do horménio EE2 associado as microalgas

(bioabsorvido e bioadsorvido)

A avaliacdo da concentracdo do horménio EE2 associado as microalgas
incluiu a concentragdo do horménio adsorvido, absorvido pelas microalgas, bem
como a concentracdo livre na agua intercelular. De acordo com o gréfico 4, apos
144h houve uma reducéo significativa da concentracdo média do EE2 associados a

C. vulgaris em relacédo ao TO (0 h).

Grafico 4: Concentracdo do EE2 (ugL?') associado as algas no decorrer do
experimento (bioabsorvido, bioadsorvido e agua intercelular)
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Fonte: O autor, 2019.
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Ao analisar a concentracdo nominal do ensaio (50 ug/L) e a concentracao real
(45,5 ug/L) em TO (0 h) foi possivel verificar uma diferenca de 4,5 ug/L. No entanto,
se for somado a concentragao real inicial a concentracao inicial verificada associada
as microalgas de 6,4 pg/L, a concentracdo final ficaria de 51,9 pg/L.

Essa concentracao real calculada se compara a concentracdo verificada no
controle positivo de 50,8 pg/L, que foi preparado juntamente com o0 ensaio de
tratabilidade e a partir da mesma solugdo mae, verifica-se que estes apresentaram
valores proximos (Grafico 5). Desta forma, foi possivel verificar uma rapida
associacdo do EE2 com a C. vulgaris nos instantes iniciais do ensaio, assim como
foi possivel verificar que o método de extracao liquido-liquido utilizado foi capaz de
extrair o hormoénio EE2 associado as microalgas de forma satisfatoria.

Gréfico 5: Concentracdo de EE2 (ugL™); nas barras valores para a amostra (livre e
associado as algas) e na linha valores obtidos no controle.
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Fonte: O autor, 2019.

A rapida associacado (absorcdo e adsorcdo) das microalgas com o EE2
também foi verificada por Wang et al. (2016) nos momentos iniciais do ensaio (até 1
h). Cabe ressaltar que o tempo demandado entre o inicio do ensaio (adicdo do EE2)
e o tempo de coleta e analise pode levar alguns minutos. Outros autores como Shi et
al. (2010) também verificaram essa rapida sor¢cdo de estrogénios por microalgas; e
Bai e Acharya (2019), que encontraram 0 composto triclosan associado a algas no

momento TO do ensaio.
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Segundo LIU et al.,, (2018), a R. subcapitata quando exposta a alguns
horménios como 17B-Estradiol e Dietilstilbestrol foi capaz de remover de forma
rapida estes compostos por adsorcdo e absorcdo. Segundo HOM-DIAZ et al.,
(2015), a espécie de microalga Selenastrum capricornutum foi capaz de remover por
adsorcéo 46% de 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol em um periodo de 7 dias, ja a
microalga Chlamydomonas reinhardtii foi capaz de remover por adsor¢ao 40% 17f3-

estradiol e 41% de 17a-etinilestradiol no mesmo periodo.
4.5. Andlise da estrogenicidade nas amostras coletadas

Nas amostras, apdés as 168 h de bioensaio em agua mineral contaminada
com EEZ2, ainda foi constatada uma alta atividade estrogénica verificadas no ensaio
YES (Gréafico 6). Este fato j& era esperado devido a alta concentracao inicial de EE2
no bioensaio (50 pg/L) e a eficiéncia de tratamento ter sido de 65% com uma

concentracéo final de 16 pg/L.

Grafico 6: Avaliacdo da atividade estrogénica a partir dos ensaios YES durante os
bioensaios de ficorremediacdo nas amostras de agua livre apés centrifugacéo
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Fonte: O autor, 2019.

Contudo, nas primeiras 24 h, onde foi verificada a maior taxa reducao da
concentracdo diaria de EE2, foi também verificada uma reducdo de 42% na

atividade estrogénica. Nos outros periodos de monitoramento a atividade



53

estrogénica apresentou grandes oscilacbes o0 que pode indicar a contribuicdo
microalga C. vulgaris na biotransformacdo do EE2 em outros compostos
(metabdlitos) com diferentes potenciais de atividade estrogénica, alguns
possivelmente mais estrogénicos e outros menos que o EE2, o que levou a essa
variacdo. Para um maior esclarecimento da atividade destes metabdlitos seréo
necessarios estudos futuros para monitoramento dos compostos gerados visando
uma melhor avaliagéo da atividade estrogénica resultante.

J& nas amostras resultantes da extracdo liquido-liquido (associado as
microalgas), verificou-se uma significativa reducéo da estrogenicidade ao longo do
tempo, sendo que esta foi totalmente eliminada apdés 168 horas (Grafico 7). Esse
resultado demonstra que as microalgas possuem a capacidade de biotransformar
intracelularmente o EE2 em subprodutos menos estrogénicos.

Todd et al. (2002) demonstrou a biotransformacéo de compostos ainda mais
complexos que o EE2 pela microalga Chlorella sp. Entretanto o autor Wang (2016)
destacou que a C. vulgaris ndo possuia capacidade de realizar biotransformacéo,
fato este que nao foi observado no presente estudo, sendo verificado que

mecanismos bidticos tiveram significativo papel na degradacéo.

Gréfico 7: Avaliacdo da atividade estrogénica a partir dos ensaios YES durante os
bioensaios de ficorremediacdo nas amostras sedimentadas de algas ap0s
centrifugacédo (porcéo associada as algas)
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Fonte: O autor, 2019.

Poucos estudos foram registrados sobre o potencial de ficorremediagéo das

microalgas de aguas doces na degradacdo e/ou remocdo de hormonios
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estrogénicos. A espécie de microalgas Desmodesmus subspicatus foi capaz de
remover, em testes de bancada, quase 70% do hormoénio EE2 num periodo de 72 h,
partindo de uma concentracdo de 20 pg/L (MAES et al.,, 2014). O mesmo estudo
mostrou ainda que a alga biotransformou o horménio testado, no entanto nao foi
verificado se houve reducdo da atividade estrogénica apdés a biotransformacéo
(MAES et al.,, 2014). Desta forma, a avaliacdo do potencial de remocdo e
biodegradacdo de horménios por diferentes espécies de microalga pode ser
considerada como uma estratégia atraente na busca por metodologias eficientes de
tratamento bioldgico para a remocédo/biodegradacdo dos compostos com atividade

estrogénica presentes nos efluentes domésticos e municipais.
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5. CONCLUSOES

A agua mineral foi considerada como uma boa matriz para os bioensaios de
ficorremediacdo com C. vulgaris, uma vez que esta, apresentou crescimento
continuo, inclusive no controle negativo. Esta matriz possui custo extremamente
menor que 0s meios padronizados para o cultivo de algas que, além disso, podem
apresentar interferéncia no ensaio YES, conforme verificado em outros bioensaios.

Com relacao a producao de biomassa nao foi verificada diferenca significativa
entre o controle e o bioensaio com EE2 durante as 168 h. Isto indica que ndo houve
um efeito téxico crénico do EE2 na concentracdo de 50 pugL! sobre as microalgas na
densidade de 107 algas.mL™.

A C. vulgaris mostrou-se muito promissora para a reducdo de elevada
concentragdo inicial de horménio EE2 (50 pgLt) em agua mineral, apresentando
apenas uma reducdo na populacdo de individuos no inicio, o que nao afetou o
desempenho superior do ensaio com a microalga frente ao controle, com remocéo
média do horménio EE2 de 29,48 gL, representando 64,8% do total, frente a
11,98 ugL (23,6%) observados na amostra controle. A elevada densidade de algas
(107 algas/mL) pode ser apontada como fator determinante para este desempenho.

Durante as primeiras 24 h a microalga C. vulgaris e 0s processos de
biodegradacédo a ela associados foram responsaveis por uma grande reducdo na
concentracdo do EE2 (9,9 ugL™?) enquanto o controle positivo (de degradacédo) nédo
apresentou qualquer reducéo. Foi observada uma rapida absor¢cdo do EE2 pelas
microalgas, sendo o intervalo de tempo TO aquele com a maior concentragao.
Posteriormente, o hormonio associado ao sedimentado de algas apresentou reducao
significativa ao longo do experimento, acompanhando a tendéncia a reducdo da
disponibilidade no meio.

A atividade estrogénica do EE2 associado as algas foi reduzida ao longo das
168 h de ensaio, enquanto o hormdonio livre em agua apresentou oscilagdes ao longo
do mesmo periodo. Nas primeiras 24 horas, momento em que foi verificada a maior
taxa de remocdo diaria do EE2, a microalga C. vulgaris e 0s processos de
biodegradacédo a ela associados foram responsaveis por uma reducdo de 42% na

atividade estrogénica, o que indica que as algas possuem papel na
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biotransformacao do EE2 em outros subprodutos que podem possuir maior e menor
potencial estrogénico que o EE2.

Como préximos passos estdo previstas a deteccdo e a quantificacdo dos
metabdlitos do EE2 pela C. vulgaris, bem como a realizagdo do mesmo bioensaio
com concentracao inicial menor de EE2, com valores de partida entre 1,0 e 5,0 gL

para verificacdo de possivel remocéao da atividade estrogénica.
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ANEXO 1: Caracteristicas fisico-quimicas da agua mineral bioleve (20I)

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Fonte Jatoba 1®

pH a 25°C 7,41
Temperatura da agua na fonte 22,5°C
Condutividade Elétrica a 25°C 131,5 uS/cm
Residuo de evaporacédo a 180°C, calculado 112,70mg/L
Radioatividade na fonte a 20°C e 760 mmHg 5,04 maches
Bario (mgL™) 0,024
Bicarbonato (mgL™) 93,78

Célcio (mgL™) 15,000
Cloreto (mgL™) 0,88
Estroncio (mgL™?) 0,056
Fluoreto (mgL™) 0,02

Fosfato (mgL™) -

Magnésio (mgL™) 8,180
Nitrato (mgL?) 3,02
Potassio (mgL™?) 1,670

Sédio (mgL™?) 3,420
Sulfato (mgL™?) 0,14

(MLinddia, SP.
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ANEXO 2: Construcdo da equacdo da curva 17-alfa etinilestradiol (0,2 — 1,2).

Resultados utilizando o programa “R”

Resultado 17-alfa etinilestradiol

Call:
Im(formula = areal7 ~ stdconcl17)
Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max

-5654.77 -76.87 -8.99 114.70 375.78
Coefficients:

Estimate Std.
(Intercept) 312.9557
stdconcl7? 12.2467

Error t value
68.6441 4.559
0.0959 127.703

Pr(>It])
0.0000712 ***
< 2e-16 ***

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **' 0.01 = 0.05'."0.1"''1

Residual standard error: 196.6 on 32 degrees of freedom

Multiple R-squared: 0.998,

Adjusted R-squared: 0.998

F-statistic: 1.631e+04 on 1 and 32 DF, p-value: < 2.2e-16
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ANEXO 3: Cromatograma da amostra com EE2 ao longo do experimento (TO-T5)

Amostra Xevo TQD # QCA747
20190Y22_07 Sm (Mn, 2x4) 4: MRM of 2 Channels ES-
318 TIC (17a-ethinylestradiol)
1005 2.24e5
Area
LS
O Frrrrprre | LBAS 8 BT B RSN R SR FEAA FLETA BB R BRRSY PR
260 2.80 3.00 3.20 3.40 4.40 4.60 4.80
20190123_34 Sm (Mn, 2x4) 4- MRM of 2 Channels ES-
TIC (17a-ethinylestradiol)
100, 2 11e5
Area
”
O | RBRAN AANEA REAR |FLERRA U E R B G PR SR LR O VRN BRAT [RBSAI EABSS AALEN BASSA ARRA AR | RASAN EADRS LR AR AR
260 280 3.00 3.20 3.40 4.40 460 480
20190724_20 Sm (Mn, 2x4) 4: MRM of 2 Channels ES-
TIC (17a-ethinylestradiol)
100, 1.81e5
Area
T2
. 2]
O Frrrrprre | LEAR8 BATAR BELNL | RDEAN LA LA REAR |RRAZA RO EES BARGA REAl RRASA RANEL BB S LRSS | RASSA A RAS AAATS | RASAA EABSE B RARN RALSS
260 2.80 3.00 3.20 3.40 4.40 4.60 4.80
20190125_20 Sm (Mn, 2x4) 4: MRM of 2 Channels ES-
3.78 TIC (17a-ethinylestradiol)
100, 1.46€5
Area
o
0 LIRS B LSRN B ELES I RPN PP EH R FLELIRT A B0 L R PR
260 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 : g 4.20 4.40 460 4.80
20190128_20 Sm (Mn, 2x4) 4. MRM of 2 Channels ES-
TIC (17a-ethinylestradiol)
100, 8.26e4
Area
e
0 """" | BURE 7.5 B JLEFUR B | BN RV REA R | AT BT R ARG PUA SN R UeL S B R LA RS BSUE ST PUCLAE N LS R FLGELR T PUILRL N BLXE R PULELRLE PR RN LR
260 2.80 3.00 3.20 3.40 ; ¢ . 420 4.40 460 480
20190128_76 Sm (Mn, 2x4) 4: MRM of 2 Channels ES-
TIC (17a-ethinylestradiol)
100, 6.91e4
Area
2]
A A B L B ) L A e A L AR S e na e | EAB S (AL |RESSA AR | RRASE B T Time
260 2.80 3.00 3.20 3.40 4.20 4.40 460 4.80
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ANEXO 4: Cromatograma EE2: fon de quantificacdo e ion de confirmacao

CTR Xevo TQD # QCA747
20190122_21 Sm (Mn, 2x4) 4: MRM of 2 Channels ES-
100- 3.78 _ 295.2 > 145 (17a-ethinylestradiol)
13206 35e5
Area
Controle 50 ppb
Quantificacao
-63_
0-Srprres | AU RASER BARGS AR | BARAA RIGAA LRSAF RO SRR RS A
260 2.80 3.00

20190122_21 Sm (Mn, 2x4)

LB B L B B R  BEEREEEEEE REEE

420 440 = 460 = 480
4: MRM of 2 Channels ES-
295.2 » 158.9 (17a-ethinylestradiol)
1004 6.50e4
Area
Confirmacao
B\D‘
O-Srprres | RRAA RAREA BARLGS RELA) | BARSARIRA LSRN RAS AR BERGA LELEN [EASD BARAA BAATA ARASE | EALB S PR | RAEAA AARAS RARLE BARRS T 1ime
260 280 3.00 3.20 3.40 4.00 420 4.40 460 4.80



