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RESUMO 

Os desreguladores endócrinos (DEs), cuja presença em esgotos sanitários deve-se 

principalmente aos hormônios naturais 17 β-estradiol (E2) e estrona (E1) e ao sintético 17α-

etinilestradiol (EE2), principal substância ativa do contraceptivo oral, podem causar uma série 

de distúrbios nos órgãos reprodutores dos seres humanos e animais, haja vista que tais 

compostos não são prontamente removidos por processos biológicos de tratamento 

convencionais, sendo lançados de forma inadequada em corpos d’água. No entanto, os 

compostos supramencionados se encontram em baixas concentrações (ng.L
-1

/µg.L 
-1

) em 

matrizes ambientais aquosas, tornando sua detecção e quantificação um desafio analítico. 

Deste modo, buscou-se desenvolver e otimizar uma metodologia analítica utilizando a técnica 

de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) com o objetivo de 

avaliar a eficiência de remoção dos DEs e do micropoluente colesterol (CHOL) em Estações 

de Tratamento de Esgotos (ETEs) da Região Metropolitana de Fortaleza, assim como detectá-

los em águas superficiais. Foram realizados ensaios de ecotoxicidade aguda e crônica com os 

efluentes e DEs, utilizando o microcrustáceo Daphnia magna como bioindicador. Foram 

avaliadas cinco ETEs, sendo quatro tipos de tecnologias, a saber: duas ETEs com lagoa 

facultativa seguida de lagoa de maturação (LF+LM1 e LF+LM2), lagoa facultativa (LF), 

lodos ativados seguido da etapa de cloração (LA+Cl) e reator de manta de lodo e fluxo 

ascendente seguido da etapa de cloração (UASB+Cl). As concentrações médias para os 

micropoluentes nos efluentes foram: 557,4 ng.L
-1 

(E1); 144,4 ng.L
-1 

(E2); 266,4 ng.L
-1

 (E2-

17A); 421,4 ng.L
-1

 (EE2) e 4691,9 ng.L
-1

 (CHOL). Os valores máximos obtidos nas águas 

superficiais foram de: 212,75 ng.L
-1

 (E1); 256,25 ng.L
-1 

(E2) e 1175 ng.L
-1 

(CHOL). Os 

estrogênios E2-17A e EE2 não foram detectados. Com relação à remoção dos DEs, as 

menores eficiências de remoção foram encontradas para os sistemas de baixa taxa (lagoas de 

estabilização) com 68,1% (LF+LM1); 79,9% (LF+LM2) e 54,0% (LF). Os sistemas de alta 

taxa obtiveram eficiências de remoção satisfatórias: 93,4% (LA+Cl); 95,4% (UASB+Cl). Para 

o CHOL o melhor índice de remoção foi obtido na ETE LF+LM2 com 94%, seguida das 

ETEs LA+Cl (88%) e UASB+Cl (82%). Com relação à avaliação ecotoxicológica aguda, não 

foi detectada toxicidade no efluente proveniente da ETE LF+LM2, entretanto, nos efluentes 

da LF+LM1 e LF, a CE50-48h máxima foi de 61% e 57%, respectivamente. O nível de 

toxicidade nos efluentes das ETE LA+Cl e UASB+Cl foi maior que o obtido nos afluentes. 

Provavelmente, o aumento de toxicidade deve-se à presença de cloro residual no efluente, 

uma vez que este era coletado após a etapa de cloração. Tratando-se de toxicidade crônica, foi 

detectado efeito significativo em termos de reprodução (p < 0,05) apenas no efluente 

proveniente da ETE LF+LM2 com CENO (concentração de efeito não observado) de 20% e 

CEO (concentração de efeito observado) de 30%. Nos efluentes provenientes das ETE LA+Cl 

e UASB+Cl, o valor de CEO para a avaliação de sobrevivência foi de 5%, evidenciando a 

elevada toxicidade. No ensaio realizado com a solução multielementar de estrogênios, o efeito 

crônico de sobrevivência não foi observado, no entanto foi observado um efeito crônico em 

termos de mudança de sexo, apresentando valores de CENO e CEO de 2 e 4 µg.L
-1

, 

respectivamente. Em termos de reprodução, o CENO foi de 4 µg.L
-1

 e o CEO de 1 µg.L
-1

. 

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que existe uma necessidade de otimização dos 

parâmetros operacionais das ETEs com o objetivo de melhorar a eficiência de remoção de 

micropoluentes. 

 

Palavras-chave: Desreguladores endócrinos. Estação de Tratamento de Efluentes. 

Cromatografia Gasosa. Ecotoxicidade. Micropoluentes Emergentes. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Endocrine disruptors chemicals (EDCs), whose presence in sewage is mainly attributed to the 

natural hormones 17 -estradiol (E2) and estrone (E1) and to the synthetic one 17-

ethinylestradiol (EE2), the main active ingredient of oral contraceptives, can cause a series of 

disturbances in the reproductive organs of humans and animals, since such compounds are not 

readily removed by biological processes of conventional treatment, being improperly released 

into water bodies. However, the above mentioned compounds are found at low concentrations 

(ng L 
-1

/µg L 
-1

) in aqueous environmental matrices, which make their detection and 

quantification an analytical challenge. Thus, an analytical methodology using gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) was developed and optimized in 

order to evaluate the removal efficiency of EDs and the micropollutant cholesterol (CHOL) in 

wastewater treatment plants (WWTPs) from the Metropolitan Area of Fortaleza, as well as to 

detect them in surface waters. Acute and chronic ecotoxicity tests with effluents and EDs 

using the microcrustacean Daphnia magna as bioindicator. Five WWTPs were evaluated, 

which were divided in four types of technologies, namely: two WWTPs with facultative pond 

followed by maturation pond (FP+MP1 and FP+MP2), facultative pond (FP), activated sludge 

followed by chlorination step (AS+Cl) and upflow anaerobic sludge blanket reactor followed 

by chlorination step (UASB+Cl). The mean concentrations for micropollutants in effluents 

were: 557.4 ng.L
-1

 (E1), 144.4 ng.L
-1

 (E2), 266.4 ng.L
-1

 (E2-17A), 421.4 ng.L
-1

 (EE2) and 

4691.9 ng.L
-1

 (CHOL). The maximum values obtained in surface water were: 212.75 ng.L
-1

 

(E1), 256.25 ng.L
-1

 (E2) and 1175 ng.L
-1

 (CHOL). The estrogens E2-17A and EE2 were not 

detected. Regarding the EDs removal, the lowest removal efficiencies were found for low-rate 

systems (stabilization ponds) with 68.1% (FP+MP1), 79.9% (FP+MP2) and 54.0% (FP). The 

high-rate systems obtained satisfactory removal efficiency: 93.4% (LA+Cl), 95.4% 

(UASB+Cl). For CHOL, the best removal was obtained by the WWTP FP+MP2 with 94%, 

followed by the WWTPs AS+Cl (88%) and UASB+Cl (82%). No toxicity was detected in the 

effluent from the WWTP FP+MP2, however, in the effluents from FP+MP1 and FP, 

maximum EC50-48h was 61% and 57%, respectively. The toxicity level in the effluents from 

WWTPs UASB and AS was higher than that obtained in the influents. Probably, the toxicity 

increase was due to the presence of residual chlorine in the effluent since it was collected after 

the chlorination step. Concerning the chronic toxicity, significant effect in terms of 

reproduction (p <0.05) was detected only in the effluent from the WWTP FP+MP2 with 

NOEC (no observed effect concentration) of 20% and OEC (observed effect concentration) of 

30%. In the effluents from the WWTPs AS+Cl and UASB+Cl, the OEC value for survival 

evaluation was 5%, evidencing the high toxicity. In the assay with a multielement estrogens 

solution, the survival chronic effect was not observed. However, there was a chronic effect in 

terms of sex change, showing values of NOEC and OEC of 2 and 4 µg.L
-1

, respectively. In 

terms of reproduction, NOEC was 4 µg.L
-1

 and CEO of 1 µg.L
-1

. Based on these results, it can 

be concluded that there is a need for optimization of WWTPs operational parameters in order 

to improve micropollutants removal efficiency. 

 

Keywords: Endocrine disrupting compounds. Waste Wastewater Treatment Plant, Gas 

Chromatography, Ecotoxicology, Emerging micropollutants. 

 

 

 



 
 

 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Estrutura molecular dos hormônios selecionados para a pesquisa .......................... 28 

Figura 2 – Rotas percorrida pelos desreguladores endócrinos a partir de ações antropogênicas

 .................................................................................................................................................. 30 

Figura 3 – Rotas de transformação e acumulação de micropoluentes emergentes no meio 

ambiente natural ....................................................................................................................... 32 

Figura 4 – Mecanismo de ação dos desreguladores endócrinos ............................................... 35 

Figura 5 – Biotransformação do colesterol a estrona ............................................................... 47 

Figura 6 – Esquema da extração em fase sólida. ...................................................................... 50 

Figura 7 – Mecanismo de adsorção para retenção de micropoluentes em membranas 

poliméricas ............................................................................................................................... 51 

Figura 8 – Representação esquemática das partículas presentes em amostras ambientais 

aquosas ..................................................................................................................................... 54 

Figura 9 – Reação de silanização a partir dos estrogênios e o reagente de derivatização 

BSTFA ...................................................................................................................................... 55 

Figura 10 – Sistemas de filtração da amostra ........................................................................... 57 

Figura 11 – Material utilizado para microfiltração do eluato ................................................... 58 

Figura 12 – Sistema Vacuum Manifold utilizado durante a etapa de extração em fase sólida 

(SPE) ......................................................................................................................................... 59 

Figura 13 – Equipamento CG/MS (Thermo Scientific) ........................................................... 60 

Figura 14 – Fluxograma da estrutura utilizada na elaboração de metodologia da pesquisa .... 61 

Figura 15 – Fluxograma do estudo da derivatização ................................................................ 64 

Figura 16 – Fluxograma da metodologia utilizada para o planejamento fatorial da etapa de 

derivatização ............................................................................................................................. 66 

Figura 17 – Fluxograma da metodologia empregada durante a análise de eluente .................. 68 

Figura 18 – Local de amostragem do Conjunto José Walter, Fortaleza- CE ........................... 75 

Figura 19 – Local de amostragem na ETE de Tabapuá, localizada em Caucaia, CE ............... 75 

Figura 20 – Local de amostragem na ETE do Conjunto Nova Metrópole, localizado em 

Caucaia, CE .............................................................................................................................. 76 

Figura 21 – Local de amostragem na ETE de lodos ativados do Residencial Itaperussu, 

Fortaleza, CE ............................................................................................................................ 76 

Figura 22 – Local de amostragem na ETE do Conjunto Itapery II, utilizando como sistema de 

tratamento reator UASB, Fortaleza, CE ................................................................................... 77 



 
 

 
 

Figura 23 – Exemplo de diagrama de box plot ......................................................................... 79 

Figura 24 – Pontos de amostragem de águas superficiais dos rios Ceará e Cocó .................... 80 

Figura 25 – Vista área dos pontos de amostragem das águas superficiais ............................... 81 

Figura 26 – Organismo Daphnia magna com 24 horas (lente 40x) ......................................... 82 

Figura 27 – Vidrarias utilizadas no laboratório de ecotoxicologia do LABOSAN. ................. 83 

Figura 28 – Cultivo da alga Pseudokirchneriella subcaptata .................................................. 85 

Figura 29 – Concentrações das soluções testes utilizadas durante os ensaios agudos e crônicos

 .................................................................................................................................................. 88 

Figura 30 – Aparatos utilizados durante a realização dos ensaios de ecotoxicidade ............... 88 

Figura 31 – Medida do comprimento total de Daphnia magna ............................................... 90 

Figura 32 – Fluxograma para análise estatística de dados de testes de toxicidade crônica com 

uma única concentração e o controle ........................................................................................ 92 

Figura 33 – Cromatograma obtido da solução padrão multielementar de hormônios utilizando 

a coluna OV-5MS ..................................................................................................................... 94 

Figura 34 – Cromatograma obtido da solução padrão multielementar de hormônios utilizando 

a coluna SLB-5MS ................................................................................................................... 94 

Figura 35 – Espectro de massa do E1 derivatizado com BSTFA ............................................. 95 

Figura 36 – Espectro de massa do E2 derivatizado com BSTFA ............................................. 96 

Figura 37 – Espectro de massa do E2-17A derivatizado com BSTFA .................................... 96 

Figura 38 – Espectro de massa do EE2 mono derivatizado com BSTFA ................................ 97 

Figura 39 – Espectro de massa do EE2 di derivatizado com BSTFA ...................................... 97 

Figura 40 – Espectro de massa do CHOL derivatizado com BSTFA ...................................... 98 

Figura 41 – Cromatograma de comparação dos eluentes acetona e acetona:hexano realizado 

para os estrogênios ................................................................................................................. 102 

Figura 42 – Comparação das áreas dos picos obtidos durante o estudo da acidificação da 

matriz ambiental ..................................................................................................................... 104 

Figura 43 – Cromatograma de comparação dos materiais adsorventes avaliados. ................ 105 

Figura 44 – Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da SPE para os hormônios ........ 109 

Figura 45 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E1 .... 111 

Figura 46 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E2 .... 111 

Figura 47 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E2-17A

 ................................................................................................................................................ 112 

Figura 48 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para EE2 .. 112 



 
 

 
 

Figura 49 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para CHOL

 ................................................................................................................................................ 113 

Figura 50 – Cromatogramas de comparação das condições de derivatização dos hormônios na 

ausência e presença do meio reacional ................................................................................... 116 

Figura 51 – Comparação das áreas dos picos nas condições A e B ....................................... 117 

Figura 52 – Estado de transição do estrogênio E1 derivatizado com MTBSTFA e BTSFA . 119 

Figura 53 – Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E1

 ................................................................................................................................................ 120 

Figura 54 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E2

 ................................................................................................................................................ 120 

Figura 55 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E2-

17A ......................................................................................................................................... 121 

Figura 56 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para EE2

 ................................................................................................................................................ 121 

Figura 57 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para 

CHOL ..................................................................................................................................... 122 

Figura 58 – Metodologia utilizada para determinação de estrogênios ................................... 124 

Figura 59 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na 

ETE:CJW ................................................................................................................................ 126 

Figura 60 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do 

micropoluente colesterol na ETE:CJW .................................................................................. 128 

Figura 61 – Diagramas de boxplot  para as concentrações afluente e efluente dos Des na ETE: 

TB ........................................................................................................................................... 129 

Figura 62 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente do micropoluente 

colesterol na ETE:TB ............................................................................................................. 130 

Figura 63 – Perfil de remoção dos DEs ao longo do tratamento na ETE: TB........................ 130 

Figura 64 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na 

ETE:CNM ............................................................................................................................... 132 

Figura 65 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do 

micropoluente colesterol na ETE:CNM ................................................................................. 133 

Figura 66 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na 

ETE:LA .................................................................................................................................. 135 

Figura 67 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do 

micropoluente colesterol na ETE:LA ..................................................................................... 136 

Figura 68 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente dos DEs na 

ETE:UASB ............................................................................................................................. 137 



 
 

 
 

Figura 69 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente do micropoluente 

colesterol na ETE:UASB ........................................................................................................ 138 

Figura 70 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto estrona (E1) em 

ETEs ....................................................................................................................................... 140 

Figura 71 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto 17 β-estradiol (E2) 

em ETEs ................................................................................................................................. 142 

Figura 72 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto 17 β-estradiol-17-

acetato (E2-17A) em ETEs ..................................................................................................... 144 

Figura 73 – Diagrama de boxplot para eficiência de remoção do composto 17 α-etinilestradiol 

(EE2) em ETEs ....................................................................................................................... 145 

Figura 74 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto colesterol  

(CHOL) em ETEs ................................................................................................................... 146 

Figura 75 – Cromatograma e espectro de massa obtidos no ponto de amostragem 2 do rio 

Ceará ( P2 CE) ........................................................................................................................ 149 

Figura 76 – Cromatograma obtido no ponto de amostragem 2 do rio Cocó (P2CC) ............. 150 

Figura 77 – Curva de crescimento da alga P. subcaptata ...................................................... 152 

Figura 78 – Carta controle de sensibilidade do cultivo da D. magna ( 24 horas) utilizando 

dicromato de potássio como substância de referência ............................................................ 153 

Figura 79 – Toxicidade aguda afluente e efluente nas ETEs, termos de toxicidade em U.T. 154 

Figura 80 – Eficiência de remoção (%) de toxicidade por ETE selecionada ......................... 156 

Figura 81 – Quantidade de organismos adultos distribuídos por gênero ao longo dos 21 dias 

para o teste crônico realizado com DEs.................................................................................. 158 

Figura 82 – Número total de neonatos gerados por ninhada durante o ensaio crônico com os 

DEs ......................................................................................................................................... 160 

Figura 83 – Porcentagem do número de neonatos gerados no ensaio crônico da ETE:CJW em 

termos de deformações morfológicas ..................................................................................... 162 

Figura 84 – Porcentagem do número de neonatos gerados no ensaio crônico da ETE:CNM em 

termos de deformações morfológicas ..................................................................................... 162 

Figura 85 – Tipos de alterações morfológicas dos neonatos gerados ao longo dos ensaios 

crônicos com efluentes das ETEs: CJW e CNM .................................................................... 163 

 

 

  



 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Características físico-químicas dos hormônios selecionados ................................. 29 

Tabela 2 – Quantidade de estrógenos excretada por humanos ................................................. 31 

Tabela 3 – Legislações adotadas por estados brasileiros que utilizam ensaios ecotoxicológicos 

no controle de lançamento de efluentes .................................................................................... 39 

Tabela 4 – Recuperação de analitos em diferentes concentrações ........................................... 53 

Tabela 5 – Características dos cartuchos empregados na etapa de extração em fase sólida .... 59 

Tabela 6 – Condições cromatográficas utilizadas na análise de estrogênios com equipamento 

CG/MS ...................................................................................................................................... 63 

Tabela 7 – Condições utilizadas para avaliação dos reagentes derivatizantes BSTFA e 

MTBSTFA+1%TBDMCS ........................................................................................................ 65 

Tabela 8 – Planejamento fatorial de otimização da etapa de derivatização ............................. 65 

Tabela 9 – Propriedades físicas de caracterização das partículas dos cartuchos DSC-18, Oasis 

HLB e Strata-X ......................................................................................................................... 69 

Tabela 10 – Valores atribuídos aos fatores analisados durante o planejamento fatorial para 

SPE ........................................................................................................................................... 70 

Tabela 11 – Planejamento fatorial (2
4
) para SPE ..................................................................... 70 

Tabela 12 – Concentração do analito vs Precisão..................................................................... 72 

Tabela 13 – Estações de tratamento de esgoto selecionadas para avaliação de eficiência de 

remoção de DES classificadas por tipo de tecnologia empregada ........................................... 74 

Tabela 14 – Coordenadas UTM para os pontos de amostragem dos rios Ceará e Cocó .......... 80 

Tabela 15 – Fator de concentração e volume de amostra utilizado para as amostras coletadas

 .................................................................................................................................................. 80 

Tabela 16 –  Classificação de toxicidade das amostras em função do valor de CE50. ............. 89 

Tabela 17 – Parâmetros qualitativos (tempo de retenção e íons de quantificação) utilizados na 

determinação dos hormônios .................................................................................................... 93 

Tabela 18 – Precisão do método cromatográfico empregando área e tempo de retenção dos 

compostos na concentração 50 ppb (50 µg L
-1

). n=10 ............................................................. 99 

Tabela 19 – Parâmetros de linearidade obtidos na validação do método analítico instrumental 

para os hormônios ................................................................................................................... 100 

Tabela 20 – Recuperação (%) dos estrogênios utilizando cartucho DSC-18, concentração 2 µg 

L
-1

, matriz efluente sanitário. .................................................................................................. 100 

Tabela 21 – Recuperação (%) dos hormônios utilizando cartucho Oasis HLB, concentração 

500 ng L
-1

, matriz efluente sanitário, n=2. ............................................................................. 101 



 
 

 
 

Tabela 22 – Eficiência de recuperação de estrogênios (%) comparando os eluentes acetona e 

acetona:hexano (50:50, v/v), na concentração de 50 µg L
-1

, com cartucho DSC-18 ............. 103 

Tabela 23 – Eficiência de recuperação dos analitos durante a avaliação dos materiais 

adsorventes ............................................................................................................................. 106 

Tabela 24 – Matriz para o planejamento fatorial (2
4
) e áreas dos picos dos cromatogramas 

obtidos para o método de extração dos hormônios por SPE e análise por GC/MS ................ 108 

Tabela 25 – Resultados de otimização dos hormônios no planejamento fatorial da SPE ...... 114 

Tabela 26 – Eficiência de recuperação (%) para os hormônios com adição do Isopropanol 

(n=2) ....................................................................................................................................... 115 

Tabela 27 – Áreas médias e desvio padrão relativo obtidos na análise dos derivatizantes 

MTBSTFA e BSTFA ............................................................................................................. 117 

Tabela 28 – Matriz para o planejamento fatorial (2
3
) e áreas dos picos dos cromatogramas 

obtidos para a otimização das condições de derivatização dos hormônios utilizando BSTFA 

como reagente derivatizante ................................................................................................... 122 

Tabela 29 – Valores de otimização obtidos no planejamento fatorial da etapa de derivatização

 ................................................................................................................................................ 122 

Tabela 30 – Sumário de todos os compostos detectados em amostras afluente e efluente de 5 

ETEs na RMF (n=25) ............................................................................................................. 139 

Tabela 31 – Sumário das concentrações  efluentes obtidas na literatura científica ................ 139 

Tabela 32 – Eficiência média de remoção (%) dos desreguladores endócrinos em várias 

tecnologias .............................................................................................................................. 148 

Tabela 33 – Parâmetros físico-químicos dos pontos de amostragem nos rios Ceará e Cocó . 151 

Tabela 34 – Valores de CENO e CEO para sobrevivência durante o ensaio de toxicidade 

crônica .................................................................................................................................... 157 

Tabela 35 – Valores de CENO e CEO para reprodução durante o ensaio de toxicidade crônica

 ................................................................................................................................................ 159 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ε° Grau Eluotrópico 

KOW Coeficiente octanol-água (octanol-water) 

m/z Relação Massa/carga 

ABNT Associação Brasileira de Normas Técnicas 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

BSTFA N, O – bis – (trimetilsilil) trifluoracetamida 

C-17 Carbono 17  

C-18 Octadecilsilano 

CAS Chemical Abstracts Service (número de registro) 

CC Cocó 

CE Ceará 

CE50 Concentração Efetiva Mediana 

CG/EM Cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massa 

CENO Concentração de efeito não observado 

CEO Concentração de efeito observado 

CJW Conjunto José Walter 

CNM Conjunto Nova Metrópole 

CV(%) Coeficiente de variação 

DE Desregulador Endócrino 

DES Dietilestilbestrol 

DPR Desvio Padrão Relativo 

E1 Estrona 

E2 17β-estradiol 

E2-17A 17β-estradiol - 17 - acetato 

ECOSAR Ecological Structure Activity Relationships 

EE2 17 α - etinilestradiol 

ELISA Enzyme linked immunosorbent Assay 

ETE Estação de Tratamento de Esgoto 

FATMA Fundação do Meio Ambiente do Estado de Santa Catarina 

FID Detector de ionização de chama (Flame Ionization Detector) 

GC - MS Gas Chromatography Mass Spectrometry 

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente 

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

INMETRO Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial  

ISO International Organization for Standardization 

LA Lodos Ativados 

LABOSAN Laboratório de Saneamento 

LD Limite de Detecção 

LF Lagoa Facultativa 

LM Lagoa de Maturação 



 
 

 
 

LQ Limite de Quantificação 

MTBSTFA N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida 

N Número de pontos utilizados 

NBR Norma Brasileira 

RMF Região Metropolitana de Fortaleza 

SETAC Society of Environmental Toxicology and Chemistry  

SIDI Sistema Intergrado do Distrito Industrial 

SPE Solid Phase Extration – Extração em Fase Sólida 

TDH Tempo de Detenção Hidráulica 

TMS Trimetilsilil 

tR Tempo de Retenção 

UASB 
Upflow anaerobic sludge blanket (reator de manta de lodo e fluxo 

ascendente) 

USEPA United States Environmental Protection Agency 

UT Unidade Tóxica 

VTG Vitelogenina 

WHO  World Health Organization 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 
 

 
 

SUMÁRIO 

1         INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 23 

2       OBJETIVOS .................................................................................................................... 26 

2.1    Objetivo Geral ................................................................................................................. 26 

2.2     Objetivos Específicos ...................................................................................................... 26 

3       REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ........................................................................................ 27 

3.1    Os Desreguladores Endócrinos ........................................................................................ 27 

3.2 Características gerais dos desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol .... 27 

3.3 Excreção de desreguladores endócrinos.......................................................................... 29 

3.4 Ocorrência de desreguladores endócrinos ....................................................................... 32 

3.5 Mecanismo de ação dos DEs........................................................................................... 34 

3.6 Impactos dos desreguladores endócrinos na saúde pública ............................................ 35 

3.7 Efeitos dos Desreguladores Endócrinos em Organismos Aquáticos .............................. 37 

3.8 Remoção de desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol em sistemas de 

tratamento de esgoto ................................................................................................................. 40 

3.8.1 Sorção.............................................................................................................................. 41 

3.8.2 Remoção dos desreguladores endócrinos em sistemas biológicos.................................. 42 

3.8.3 Remoção do micropoluente colesterol em sistemas biológicos....................................... 47 

3.9 Métodos Analíticos utilizados para determinação de DEs .............................................. 48 

3.9.1 Extração em fase sólida (SPE)......................................................................................... 49 

3.9.2 Derivatização................................................................................................................... 54 

4         MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................ 57 

4.1 Material ........................................................................................................................... 57 

4.1.1 Material utilizado para etapa de filtração da amostra e do eluato ................................ 57 

4.1.2 Material utilizado na etapa de extração em fase sólida (SPE) ....................................... 58 

4.1.3 Material utilizado para detecção dos desreguladores endócrinos ................................. 60 



 
 

 
 

4.2 Desenvolvimento do Método Analítico .......................................................................... 62 

4.3 Estudos de Derivatização ................................................................................................ 64 

4.4 Otimização da Etapa de Concentração dos Analitos - Extração em Fase Sólida (SPE) . 67 

4.4.1 Estudo do eluente ............................................................................................................ 67 

4.4.2 Estudo da acidificação da amostra ambiental ................................................................ 68 

4.4.3 Avaliação dos materiais adsorventes .............................................................................. 69 

4.4.4 Planejamento Fatorial para a SPE ................................................................................. 69 

4.4.5 Estudo da adição do modificador orgânico isopropanol ................................................ 71 

4.5 Validação do Método Analítico ...................................................................................... 71 

4.6 Monitoramento dos desreguladores endócrinos (DEs) e do micropoluente colesterol em 

esgotos sanitários de ETEs e em águas superficiais ................................................................. 74 

4.6.1 Monitoramento dos desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol em 

esgotos sanitários ..................................................................................................................... 74 

4.6.2 Tratamento dos dados de concentração dos micropoluentes .......................................... 78 

4.6.3 Identificação dos desreguladores endócrinos em águas superficiais ............................. 79 

4.7 Ensaios Ecotoxicológicos ............................................................................................... 82 

4.7.1 Cultivo do organismo teste - Daphnia magna ................................................................. 82 

4.7.2 Cultivo da alga Pseudokirchneriella subcaptata ............................................................ 84 

4.7.3 Curva de crescimento da alga Pseudokirchneriella subcaptata ..................................... 85 

4.7.4 Ensaio de Sensibilidade ................................................................................................... 86 

4.7.5 Ensaio de Toxicidade Aguda ........................................................................................... 87 

4.7.6 Ensaio de Toxicidade Crônica ........................................................................................ 89 

4.7.7 Análise estatística empregada para o cálculo de CENO e CEO .................................... 91 

5       RESULTADOS E DISCUSSÃO .................................................................................... 93 

5.1 Desenvolvimento do método analítico ............................................................................ 93 

5.2 Validação do Método Analítico ...................................................................................... 99 



 
 

 
 

5.3    Otimização da Etapa de Concentração dos Analitos - Extração em Fase Sólida (SPE) 102 

5.3.1 Estudo do eluente .......................................................................................................... 102 

5.3.2 Estudo da acidificação da amostra ambiental .............................................................. 103 

5.3.3 Avaliação dos materiais adsorventes ............................................................................ 104 

5.3.4 Planejamento Fatorial para SPE .................................................................................. 107 

5.3.5 Estudo da adição do modificador orgânico isopropanol .............................................. 114 

5.4    Estudos de derivatização ............................................................................................... 115 

5.5   Monitoramento dos desreguladores endócrinos (DEs) e do micropoluente colesterol em 

esgotos sanitários de ETEs e em águas superficiais na Região Metropolitana de Fortaleza 

(RMF).....................................................................................................................................125 

5.5.1 Monitoramento dos desreguladores endócrinos e do colesterol em esgotos sanitários 

................................................................................................................................................125 

5.5.2 Eficiência de remoção dos DEs e colesterol nas tecnologias de tratamento 

analisadas.............................................................................................................................. 140 

5.5.3Identificação dos desreguladores endócrinos e micropoluente colesterol em águas 

superficiais............................................................................................................................. 148 

5.6    Estudos Ecotoxicológicos .............................................................................................. 152 

5.6.1 Curva de crescimento da alga Pseudokirchneriella subcaptata ................................... 152 

5.6.2 Ensaio de sensibilidade ................................................................................................. 153 

5.6.3 Ensaio de toxicidade aguda ........................................................................................... 154 

5.6.4 Ensaio de toxicidade crônica ........................................................................................ 157 

6        CONCLUSÃO ............................................................................................................... 164 

7        RECOMENDAÇÕES .................................................................................................... 166 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 167 

APÊNDICE A – Curvas analíticas obtidas durante a calibração externa dos hormônios ...... 193 

APÊNDICE B – Espectros de massa dos DEs e do micropoluente em esgotos sanitários .... 194 

APÊNDICE C – Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs .............. 197 



 
 

 
 

APÊNDICE D – Testes estatísticos aplicados na determinação de CENO e CEO ................ 207 

ANEXO A – Dados de projetos das ETEs selecionadas ........................................................ 209  

ANEXO B – Metodologia utilizada para análises físico-químicas e microbiológicas........... 211 

ANEXO C – Índice de precipitação na cidade de Fortaleza, nos anos de 2010- 2012 .......... 212 



23 
 

 
 

 

1  INTRODUÇÃO 

 

O avanço tecnológico mundial inseriu no mercado uma ampla variedade de 

substâncias ou compostos químicos utilizados para os mais variados usos, como em 

medicamentos, produtos de higiene pessoal, defensivos agrícolas e aditivos alimentares, entre 

outros, os quais representam um risco ambiental e de saúde pública quando atingem várias 

matrizes ambientais. Nas duas últimas décadas observa-se um crescente interesse científico e 

debates públicos sobre os potenciais efeitos adversos causados pela exposição a um grupo de 

produtos químicos que são capazes de alterar o funcionamento normal do sistema endócrino 

da fauna silvestre e, potencialmente, dos seres humanos (WHO, 2002). Esse assunto emergiu 

devido ao aumento na detecção de anomalias, problemas de infertilidade e aumento na taxa de 

câncer nos órgãos reprodutores (CRAIN et al., 2008; EERTMANS et al., 2003).  

Certamente, o desenvolvimento de técnicas analíticas permitiu a identificação e 

quantificação desses compostos em matrizes diversas, contribuindo para a inserção de uma 

correlação entre a presença dos compostos e o surgimento das anomalias. Alguns autores 

acreditam que substâncias como os hormônios, dependendo da dose e do tempo de exposição, 

estão relacionadas com doenças como câncer de mama, testicular e de próstata, ovários 

policísticos e redução da fertilidade masculina (CARLSEN et al., 1992; OLSEN, 1995; 

SWAN et al., 1997). A ocorrência de hermafroditismo e troca de sexo em peixes presentes em 

corpos receptores localizados próximos a estações de tratamentos de efluentes (PURDOM et 

al.,1994) levaram a desenvolver a hipótese de que compostos químicos, dentre eles 

substâncias estrogênicas, eram capazes de desregular o sistema endócrinos dos peixes. 

A Organização Mundial de Saúde (2002) através do Programa Internacional de 

Segurança Química definiu esse grupo de compostos químicos como Disruptores Endócrinos 

(DE), sendo a definição: 

“Um disruptor endócrino em potencial é uma substância ou mistura exógena que 

possui propriedades que podem gerar uma desordem no sistema endócrino de um organismo 

sadio, ou seus descendentes, ou (sub) populações.” 

Neste trabalho, o termo desregulador endócrino (DE) será utilizado como 

sinônimo de perturbadores endócrinos, disruptores endócrinos, interferentes endócrinos, que 

na literatura internacional corresponde aos endocrine disrupting chemicals ou endocrine 

disrupting compounds (EDC). 
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Os principais DEs relatados na literatura podem ser substâncias naturais ou 

sintéticas, dentre os quais podem ser citados: pesticidas como atrazina; subprodutos da 

degradação de alquilfenóis polietoxilados como 4-nonilfenol (NP); hidrocarbonetos 

poliaromáticos (HPA); aditivos plastificantes como dietilhexilftalato (DEHP); compostos 

industriais como bisfenol A (BPA); metais pesados como cádmio, mercúrio e chumbo; 

hormônios sintéticos como dietilestilbestrol (DES) e 17α-etinilestradiol (EE2); fitoestrogênios 

como genisteína e metaresinol e os hormônios naturais estrona (E1), 17β-estradiol (E2) e 

estriol (E3). 

Os principais compostos que apresentam elevada atividade estrogênica são os 

hormônios naturais E1 e E2, e o hormônio sintético EE2, principal substância ativa do 

contraceptivo oral. 

Os excrementos humanos presentes no esgoto sanitário representam a principal 

fonte de contaminação por estrogênios naturais no meio ambiente, devido ao lançamento de 

esgotos in natura em corpos de água ou mesmo devido à sua incompleta remoção nos 

processos convencionais de tratamento de esgoto. Com o aumento populacional e das taxas de 

urbanização verificadas nas cidades, espera-se um aumento dos volumes de esgoto gerados e 

da quantidade de estrogênios lançados continuamente em corpos receptores, muitos dos quais 

possuem baixa capacidade de diluição (WATKINSON et al., 2007). 

A grande maioria dos DEs possui características lipofílicas e, frequentemente, 

apresentam baixa biodegradabilidade no ambiente (LINTELMANN et al., 2003). Essas 

propriedades intrínsecas apresentam um grande potencial para bioacumulação (de MES et al., 

2005) e persistência no ambiente (CARBALLA et al., 2007). 

A remoção e o comportamento dos DEs no meio ambiente, ainda, não são 

totalmente conhecidos, consequentemente, os riscos aos humanos, organismos aquáticos e 

outros animais, ainda precisam ser melhores compreendidos (BHANDARI et al., 2009). 

A literatura cita um grande espectro de tipos e concentrações de DEs, sendo essa 

última dependente, principalmente, do maior ou menor uso da água nas atividades domésticas. 

Ademais, a informação existente em relação à remoção desses compostos em estações de 

tratamento de esgotos é normalmente investigada em sistemas de lodos ativados. Pouco se 

conhece sobre a remoção de DEs em sistemas de baixo custo de tratamento de esgotos, como 

lagoas de estabilização, sistemas anaeróbios, anaeróbios/aeróbios, etc.  

Poucos estudos efetivamente contemplam a análise da tecnologia de lagoas de 

estabilização, as quais representam uma das principais tecnologias de tratamento de esgotos 
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no Brasil (LEITE et al., 2010). Adicionalmente, fatores como: maior ou menor capacidade de 

diluição, fotólise, volatilização, adsorção nos sedimentos/lodo nas ETEs, adsorção nos 

sedimentos dos corpos receptores, etc., podem interferir positivamente ou negativamente na 

persistência desses compostos ou nos possíveis impactos ambientais ou riscos associados à 

saúde pública. 

Técnicas avançadas com elevada precisão são requeridas para análise de 

micropoluentes emergentes em ETEs, uma vez que esses compostos encontram-se em baixas 

concentrações (µg.L
-1

, ng.L
-1

) e as matrizes apresentam elevada complexidade devido à 

presença de interferentes, o que torna desafiador a sua determinação e quantificação (GABET 

et al., 2007). 

Além da detecção analítica dos DEs para avaliar a eficiência de remoção dos 

sistemas de tratamento de esgoto são utilizados os ensaios ecotoxicológicos, os quais podem 

ser utilizados como ferramenta eficiente na análise de remoção de compostos tóxicos e revelar 

os efeitos dos DEs, presentes nos esgotos sanitários, em organismos aquáticos. Em vários 

países ensaios ecotoxicológicos são utilizados no gerenciamento de esgotos sanitários por 

apresentarem vantagens particulares como proteger o tratamento biológico e evitando que 

afluentes tóxicos reduzam a eficiência das ETEs.  

Ensaios ecotoxicológicos utilizando o bioindicador Daphnia magna podem ser 

utilizados para determinar a toxicidade de um determinado composto químico, ou até mesmo 

de efluentes sejam eles de origem doméstica, hospitalar ou industrial. Segundo um grupo de 

pesquisadores de Portugal os testes agudos realizado em ratos podem ser substituídos pela 

avaliação com D. magna, uma vez que estes organismos apresentam até maior sensibilidade 

quando comparado aos ratos, o estudo contemplou diversos dados da literatura cientifica para 

traçar essa relação (GUILHERMINO et al., 2000).  

Diante do exposto, este trabalho visa desenvolver metodologias para identificação 

e quantificação de DEs em esgotos sanitários e corpos receptores, bem como da realização de 

estudos de ecotoxicidade aguda e crônica em Daphnia magna. Busca-se primordialmente 

avaliar algumas das principais tecnologias de tratamento de esgotos utilizadas no Estado do 

Ceará em termos de remoção de micropoluentes, de forma a subsidiar projetos futuros.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a eficiência de remoção de desreguladores endócrinos e do micropoluente 

colesterol em sistemas de tratamento de esgotos sanitários, verificar suas presenças em corpos 

receptores e realizar estudos de ecotoxicidade em Daphnia magna. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Desenvolver uma metodologia analítica para identificação e quantificação dos 

micropoluentes: estrona, 17 β-estradiol, 17 α-etinilestradiol e 17 β-estradiol-acetato, e 

colesterol em esgotos sanitários utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas (CG/MS); 

2. Otimizar a metodologia de derivatização, analisando: tipo de derivatizante, 

meios reacionais, volume de derivatizante e tempo de reação; 

3. Otimizar a etapa de concentração dos analitos por meio da técnica de extração 

em fase sólida (SPE); 

4. Realizar planejamento fatorial para as etapas de preparação da amostra: SPE e 

derivatização; 

5. Realizar a validação do método analítico de determinação por meio da análise 

da precisão, linearidade e recuperação; 

6. Avaliar as tecnologias: lagoas de estabilização, lagoas de estabilização seguida 

de lagoa de maturação, lodos ativados e reator UASB. Avaliação em termos de remoção de 

micropoluentes; 

7.  Identificar a presença de hormônios e colesterol nos rios Ceará e Cocó, 

localizados no município de Fortaleza; 

8. Realizar ensaios de ecotoxicidade aguda e crônica com efluentes das ETEs 

selecionadas e com a solução padrão dos hormônios utilizando Daphnia magna como 

organismo-teste. 

9. Obter CE50-48h, CENO e CEO nos testes de ecotoxicidade aguda e crônica. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Os Desreguladores Endócrinos 

 

O sistema endócrino é formado por glândulas como tireóide, gônadas, supra-

renais e pelos hormônios (tiroxina, estrogênios e progestagênios, testosterona e adrenalina), 

que por elas são sintetizados (GHISELLI e JARDIM, 2007). Os mensageiros do sistema 

endócrino são hormônios sintetizados e excretados a baixas concentrações por glândulas 

específicas, os quais são transportados até o órgão alvo através da corrente sanguínea 

(LINTELMANN et al., 2003). 

Os compostos que afetam o funcionamento hormonal nos humanos e animais, 

alterando suas funções normais e causando diminuição de fertilidade, assim como o processo 

de feminização de peixes, são classificados como desreguladores endócrinos (DEs). 

Dentre os compostos classificados como desreguladores endócrinos estão 

substâncias naturais e sintéticas. Como alguns exemplos específicos de DEs são citados: 

pesticidas como atrazina, surfactantes alquilfenóis-etoxilados como nonilfenol (NP), 

hidrocarbonetos poliaromáticos (HPA), aditivos plastificantes como dietilhexilftalato 

(DEHP), compostos industriais como bisfenol A, metais pesados como cádmio, mercúrio e 

chumbo, hormônios sintéticos como dietilestilbestrol (DES) e 17α-etinilestradiol, 

fitoestrogênios, como genisteína e metaresinol e os hormônios naturais 17β-estradiol, estrona 

e estriol (USEPA, 1997; CEC, 2001). 

 

3.2 Características gerais dos desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol 

 

Os hormônios esteróides são derivados bio-sinteticamente do colesterol, incluindo 

os estrogênios (estrona e 17β-estradiol) e os androgênios (testosterona e 4-androsteno-3,17-

dione). Esses compostos regulam o metabolismo, crescimento e reprodução em vertebrados.  

O hormônio natural 17 β-estradiol, produzido pelo ovário e placenta, é o 

hormônio que apresenta maior potencial estrogênico, o qual é produzido naturalmente nos 

organismos femininos, enquanto a testosterona é o hormônio masculino mais importante 

formado nos testículos (FAHRBACH, 2006).  

Terapeuticamente, estrogênios são usados em contraceptivos orais, reposição 

hormonal durante a menopausa e em tratamentos de algumas doenças progressivas como 
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câncer. Entre as substâncias utilizadas estão o estradiol e seus derivados, como etinilestradiol, 

mestranol, estriol, estrona, poliestradiol e epimestrol (RODRIGUEZ-PINILLA e WEBER-

SCHÖNDORFER, 2007). Schlüsener e Bester (2005) classificaram o composto 17 β –

 estradiol - 17 - acetato (E2-17A) como agente contraceptivo. Na Figura 1 estão apresentadas 

as estruturas moleculares de alguns hormônios esteróides citados. 

 

Figura 1 – Estrutura molecular dos hormônios selecionados para a pesquisa 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: 1)17β-estradiol; 2)estrona; 3)17α-etinilestradiol; 4)17β-estradiol; - 17-acetato; 5)Colesterol 

 

Basicamente, os hormônios esteróides apresentam características físico-químicas 

semelhantes como pode ser observado na Tabela 1. 

Os desreguladores endócrinos E1, E2, E2-17A e EE2 apresentam um coeficiente 

de partição octanol-água (log Kow) variando de 3 a 5, esses valores elevados indicam que os 

compostos tem um potencial médio à sorção em matéria orgânica (NOPPE, 2006). A 

hidrofobicidade estimada pelo log Kow é um fator importante a ser considerado na escolha do 

tipo de extração (TOMSÍKOVÁ et al., 2012), uma vez que, pode-se obter uma indicação da 

força de polaridade do composto. 
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Compostos que apresentam log Kow < 2,5 são caracterizados por alta 

hidrofilicidade e baixa tendência de absorção na biomassa e nas frações lipídicas dos sólidos 

suspensos. Para aqueles que apresentam o log Kow entre 2,5 e 4,0, espera-se uma tendência 

moderada de absorção nessas matrizes. Já os compostos com log Kow > 4,0 são altamente 

hidrofóbicos e têm um grande potencial para serem encontrados sorvidos nos sólidos 

presentes nos sistemas de tratamento de esgoto (ROGERS, 1996). 

A constante pKa mostra a constante de dissociação ácida do composto, a qual 

ocorre quando o hormônio perde um átomo de hidrogênio e torna-se carregado 

negativamente. Os hormônios tem um grupo hidroxila fenólico totalmente dissociado na faixa 

de pH entre 10,2 – 10,5, ou seja, os hormônios são facilmente dissociados em faixa de pH 

básica e em pH ácido permanecem na forma não dissociada (SCHÄFER et al., 2011). 

 

Tabela 1 – Características físico-químicas dos hormônios selecionados 

Nome da 

substância 

Estrona 

(E1) 

17β-Estradiol 

(E2) 

17α-

Etinilestradiol 

(EE2) 

17β-Estradiol -

17-Acetato     

(E2-17A) 

Colesterol 

(CHOL) 

Fórmula 

Química 

 

C18H22O2 

 

C18H24O2 

 

C20H24O2 

 

C20H26O3 

 

C27H46O 

 

Peso molecular 

(g/mol) 

270,37 272,39 296,4 314,42 386,66 

 

CAS-Number 

 

53-16-7 

 

50-28-2 

 

57-63-6 

 

1743-60-8 

 

57-88-5 

 

Solub. em água 

20ºC (mg/L) 

 

0,8 – 12,4 

 

3,9 – 13,3 

 

4,8 

 

1,37 

 

0,095
6 

 

Log Kow 

 

3,43
1 

 

3,94
1 

 

4,15
1 

 

4,95
2 

 

8,74
6 

 

pKa 

 

10,34
3 

 

10,23
3 

 

10,5
4 

 

10,26
5 NL

6 

 

Tamanho (nm) 

 

0,396
1 

 

0,398
1 

 

0,416
1 NL NL 

Fonte: 
1
de MES et al.(2005); 

2
calculado pelo programa ECOSAR-EPA;

3 
KWON et al.(2006) ; 

4 
BHANDARI et 

al. (2009);
5 
TOMSÍKOVÁ et al. (2012); 

6 
SAHAR et al. (2011). 

Legenda: NL: Dado não localizado 

 

3.3 Excreção de desreguladores endócrinos  

 

A principal fonte de poluição dos desreguladores endócrinos, em especial os 

estrogênios, são as estações de tratamento de esgoto (ETEs) que tratam esgotos sanitários, 

hospitalares e/ou provenientes de indústrias químicas, assim como efluentes da criação de 

animais e da agricultura (PAL et al., 2010). Os três principais compostos que apresentam 

elevada atividade estrogênica são identificados como hormônios naturais 17 β-estradiol (E2) e 
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estrona (E1) e hormônio sintético 17α-etinilestradiol (EE2), principal substância ativa do 

contraceptivo oral. 

Os desreguladores endócrinos não são prontamente removidos em processos 

biológicos de tratamento convencionais sendo lançados de forma inadequada em corpos 

d’água resultando na contaminação de rios, lagos, estuários e, em alguns casos, em águas 

subterrâneas. Além disso, o lodo gerado no processo (biosólidos) pode ser aplicado em 

campos agrícolas, podendo causar contaminação no solo, águas superficiais e percolação 

subterrânea (MIÈGE et al., 2009). Na Figura 2 estão apresentadas as rotas dos desreguladores 

endócrinos a partir de ações antropogênicas. 

 

Figura 2 – Rotas percorrida pelos desreguladores endócrinos a partir de ações antropogênicas 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Os estrogênios são compostos hidrofóbicos, o que dificulta a eliminação destes 

através da urina, para tanto precisam se transformar em compostos mais solúveis para que 

sejam eliminados pelos rins. Os estrogênios são transformados pelo sistema metabólico 

humano em conjugados solúveis, uma reação na qual perdem sua atividade estrogênica 

(ANDERSEN et al., 2004). 
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O processo de conjugação é mediado por enzimas e são gerados ésteres de ácido 

glicuronideo e sulfato. Na urina humana estrogênios naturais ocorrem apenas nas formas 

conjugadas, as quais são transformadas em suas formas originais por micro-organismos e 

enzimas presentes no esgoto doméstico (ANDERSEN et al., 2004). A razão pela qual os 

estrogênios passam a se apresentar em sua forma original após sua excreção é a ação da 

bactéria Escherichia coli, que produz a enzima β-glucoronidase a qual hidrolisa os conjugados 

de volta a forma original (TERNES et al., 1999a). Em ETEs do tipo lodos ativados essa 

reação ocorre em menos de uma hora (JOSS et al., 2004). 

Organismos diferentes excretam uma quantidade variada de esteróides sexuais, 

dependendo de alguns fatores tais como a idade, estado de saúde, alimentação, ou estado de 

gravidez (LINTELMANN et al., 2003). 

 Na Tabela 2 estão apresentados os valores médios de hormônios esteróides 

excretados por humanos. 

 

Tabela 2 – Quantidade de estrógenos excretada por humanos 

      Hormônio 
Excreção Homem 

(µg.dia
-1

) 

Excreção Mulher¹ 

(µg.dia
-1

) 

Excreção Grávidas² 

(µg.dia
-1

) 

17β-Estradiol 1,6² 0,3-5 259 

Estrona 3,9² 2-20 600 

Estriol 1,5² 3-65 6000 

Andrógeno 2100-23100¹ 800-10500 - 

Fonte: ¹ LINTELMANN et al., 2003; ²REIS FILHO et al., 2006. 

 

A dose média diária ingerida do hormônio sintético 17 α-etinilestradiol, presente 

nas pílulas contraceptivas, é de 35 µg, quando ingerida por um período de 21 a 28 dias. Dessa 

dose diária 22-50% é excretada na urina, sendo aproximadamente 64% na forma conjugada e 

30% excretada nas fezes (De MES et al., 2005). 
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3.4 Ocorrência de desreguladores endócrinos 

  

Os estrogênios podem ser encontrados em águas superficiais, sedimentos de 

lagoas ou ainda bioacumulado em organismos aquáticos. 

Na Figura 3 são mostradas as possíveis rotas de acumulação de micropoluentes 

emergentes no meio ambiente natural. 

 

Figura 3 – Rotas de transformação e acumulação de micropoluentes emergentes no meio ambiente natural 

 

Fonte: SOUZA, 2011. 

 

No Brasil, a principal fonte de contaminação ambiental das águas se dá através de 

esgotos domésticos não tratados, uma vez que a grande maioria dos efluentes urbanos não 

passa pelo processo de tratamento terciário para remoção de nutrientes e desinfecção (SILVA; 

COLLINS, 2011). Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Básico realizada em 2008 

(IBGE, 2010) 74,4% dos municípios brasileiros utilizam rios como corpos receptores, 

evidenciando assim a importância da análise do impacto dos efluentes nesses corpos d’água. 

Um projeto realizado no Reino Unido compilou 58.000 dados de detecção de 

desreguladores endócrinos em 22 países, sendo detectada a presença de DEs em 47% das 

águas superficiais e 2% em água potável (TOURAUD et al., 2011).  
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Magi et al. (2010) detectaram a presença do DE estrona no afluente de uma 

estação de tratamento de água (ETA) localizada na Itália, na concentração de 12-16 ng.L
-1

, a 

ETA recebia várias fontes de águas superficiais. Através de ensaios de atividade estrogênica 

em conjunto com análise cromatográfica Jiang et al. (2012) reportaram a ocorrência dos 

estrogênios em rios utilizados como reservatórios na China, as concentrações encontradas em 

um dos reservatórios para E1, E2 e EE2 foram 2,89; 1,78; 2,67 ng.L
-1

, respectivamente. 

Existem poucos dados que tratam da transferência de desreguladores endócrinos 

através da cadeia alimentar, a maioria das pesquisas apresentam resultados da 

bioconcentração em peixes de fármacos e hormônios mais consumidos (TOURAUD et al., 

2011). Al-Ansari et al. (2010) detectaram EE2 em peixes coletados próximo à descarga de 

efluentes de sistema de tratamento de esgoto sanitário no Canadá, a concentração média foi de 

ng g 
-1

, evidenciando assim o poder de bioacumulação dos estrogênios. 

Apenas a partir da década de 90 estudos sobre remoção de estrogênios em 

sistemas de tratamento de esgoto vêm sendo reportados na comunidade científica 

internacional. 

Uma pesquisa intitulada “Avaliação da Qualidade das Águas Destinadas ao 

Abastecimento Público na Região de Campinas: Ocorrência e Determinação dos Interferentes 

Endócrinos (IE) e Produtos Farmacêuticos e de Higiene Pessoal (PFHP)”, conduzida na 

Unicamp entre os anos de 2001 a 2006, revelou que durante quatro anos de coletas de 

amostras de água bruta e água potável oriundas da Sub-Bacia do Rio Atibaia, houve a 

presença das seguintes substâncias na água potável distribuída à população: dietilftalato, 

dibutilftalato, cafeína, bisfenol A, estradiol, etinilestradiol, progesterona e colesterol. No 

Atibaia, as amostras de água bruta revelaram concentrações significativas do fármaco 

diclofenaco (5 μg.L
-1

) e dos hormônios estradiol (3 μg.L
-1

), etinilestradiol (1,7 μg.L
-1

) e 

progesterona (1,4 μg.L
-1

) (GHISELLI, 2006).  

Foi realizado um estudo na Coréia do Sul analisando 7 ETEs que descartavam 

efluentes em um rio com 115 km de extensão, sendo que 6 ETEs utilizavam a tecnologia de 

lodos ativados. Além dos efluentes, as águas superficiais do rio que recebia os efluentes 

tratados, assim como os três maiores rios adjacentes, foram analisadas quanto à presença de 

micropoluentes. As concentrações encontradas nos efluentes descartados nos rios foram de 14 

ng.L
-1

 para E1, abaixo de 1,0 ng.L
-1 

para E2 e 1,3 ng.L
-1 

para EE2. Na análise de águas 

superficiais só foi encontrado o estrogênio natural E1 na concentração de 3,6 ng.L
-1

(KIM et 

al., 2007). 
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3.5 Mecanismo de ação dos DEs 

 

Os hormônios liberados de várias glândulas percorrem a corrente sanguínea para 

agir em células alvos distantes. As funções sob controle hormonal incluem crescimento, 

manutenção, osmorregulação, reprodução e comportamento, entre outros (ECKERT et al., 

2008). 

Embora as moléculas dos hormônios entrem em contato com os tecidos do corpo, 

apenas células que contenham receptores específicos para um hormônio particular são 

afetadas por ele. A quantidade de hormônio produzida por uma glândula endócrina 

geralmente é pequena e diluída no sangue e no líquido intersticial. Dessa forma os hormônios 

devem ser eficientes em concentrações muito baixas, tipicamente entre 10
-8 

e 10
-12 

M. A alta 

sensibilidade da sinalização hormonal é oriunda de alta afinidade dos receptores de células 

alvos pelos hormônios (ECKERT et al., 2008). 

Os estrógenos e andrógenos são importantes em ambos os sexos em vários 

aspectos do crescimento, do desenvolvimento e da diferenciação morfológica, bem como no 

desenvolvimento e na regulação do comportamento e dos ciclos sexual e reprodutivo. Os 

andrógenos desencadeiam o desenvolvimento das características sexuais masculinas primárias 

no embrião e das características secundárias, além de contribuir para síntese proteica mio 

fibrilar no músculo. Já os estrógenos estimulam o desenvolvimento tardio das características 

sexuais primárias como útero, ovário e vagina e também são responsáveis pelas características 

secundárias como as mamas e pela regulação dos ciclos reprodutivos (ECKERT et al., 2008). 

Quanto à ação biológica, os desreguladores endócrinos também podem ser 

classificados em: agonista (mimetização de um hormônio natural) ou antagonista (bloqueio de 

hormônio). 

A interferência dos desreguladores endócrinos no funcionamento do sistema 

endócrino pode ocorrer, no mínimo, por três formas: 

a) Imitando a ação de um hormônio natural produzido pelo organismo: um 

composto exógeno liga-se ao receptor como uma substância natural e o ativa, essa ligação 

depende da afinidade do exógeno com o receptor. A ativação desse hormônio receptor causa 

os mesmos efeitos do que causaria um hormônio endógeno, como exemplo bastantes 

conhecidos tem-se os hormônios sintéticos dietilestilbestrol (DES) e o etinilestradiol. 

b) Bloqueio dos receptores das células: um composto liga-se ao hormônio 

receptor bloqueando ou diminuindo as respostas normais porque o receptor não pôde ser 
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ativado normalmente. Os herbicidas linuron, vinclozolin e seus metabólitos são compostos 

tipicamente antagonistas que competem para se ligarem aos sítios dos androgênios, e o 

fármaco tamoxifeno compete para se ligar ao sítio dos estrógenos. 

c) Alteração da síntese, transporte, metabolismo e excreção dos hormônios 

naturais (LINTELMANN et al., 2003). 

Tanto para agonista e antagonista a concentração do composto que estiver se 

ligando ao hormônio receptor tem um papel importante, pois as concentrações dos hormônios 

endógenos são normalmente muito baixas, então se a concentração dos xenobióticos no 

organismo for alta, os efeitos da desregulação endócrina podem ser causados mesmo se a 

afinidade dos xenobióticos com o hormônio receptor for baixa (LINTELMANN et al., 2003). 

Na Figura 4 estão apresentados os mecanismos de ação dos DEs. 

 

Figura 4– Mecanismo de ação dos desreguladores endócrinos  

 

Fonte: GHISELLI, 2006 

Legenda: a) resposta natural; b) efeito agonista; c) efeito antagonista 

 

3.6 Impactos dos desreguladores endócrinos na saúde pública 

 

Pesquisadores como Crain et al. (2008) vêm relacionando problemas de desordem 

reprodutiva feminina com compostos classificados como desreguladores endócrinos, tais 

como: alterações no ovário e no útero, aneuploidia (anomalia nos cromossomos), 

infertilidade, ovários policísticos, endometriose, aumento da predisposição ao câncer de 

mama, aparecimento precoce de mama em crianças, puberdade precoce e redução do tempo 

de lactação. 
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Os autores Rodriguez-Pinilla e Weber-Schöndorfer (2007) citam que vários 

estudos já foram realizados analisando a relação entre contraceptivos orais e a síndrome de 

Down. Alguns casos sugeriram que há um aumento no risco da síndrome quando mulheres 

ingerem o estrogênio durante o mês anterior a concepção ou mesmo durante a gestação. 

Em relação às alterações no sistema masculino, vários autores (CARLSEN et al., 

1992; OLSEN et al., 1995; SWAN et al., 1997) concluíram que a qualidade do esperma em 

todo o mundo caiu 40% desde a década de 40, no entanto, havia diferenças regionais na 

qualidade do esperma sugerindo que o fator meio ambiente estaria relacionado com este fato. 

Bibbo et al. (1978) concluíram que homens que tinham sido expostos ao dietilestilbestrol 

(DES) durante a gravidez de suas genitoras apresentaram um decréscimo na concentração de 

esperma e no percentual de mobilidade de espermatozoides. 

Em países ocidentais, o câncer testicular é o tumor maligno mais comum entre os 

jovens, podendo surgir durante a fase embrionária, onde o aumento da exposição de 

andrógenos e/ou estrógenos são fatores potencialmente importantes para o desenvolvimento 

de células carcinoma (EERTMANS et al., 2003). O risco de anomalia na posição do testículo 

denominada de criptorquidia foi maior em filhos de mulheres que trabalhavam com 

pesticidas. Foram encontradas concentrações significativamente altas de hexaclorobenzeno e 

heptacloroepóxido em tecidos adiposos de garotos com má formação testicular (WEIDNER et 

al., 1998; HOSIE et al., 2000). 

Exposição (in vitro ou neonatal) a baixas doses de desreguladores endócrinos: 

dietilestilbestrol (DES), 17 α-etinilestradiol, Bisfenol A (BPA), Bisfenol Policlorado (PCB) 

têm sido reportados em alguns estudos como agentes que aumentam o tamanho ou largura da 

próstata sugerindo que estes agentes influenciam o aparecimento e desenvolvimento do câncer 

de próstata (GUPTA, 2000). 

Alguns desreguladores endócrinos apresentam potencial mutagênico, tais como: 

bisfenóis, alquilfenóis, organoclorados e ftalatos (HESS-WILSON e KNUDSEN, 2006). O 

ftalato vem sendo relacionado ao desenvolvimento de mutações no sistema reprodutor do 

homem (SWAN et al., 2005). Outro composto potencial de mutagênese é o metal cádmio 

(Cd), o qual pode induzir lesões pré-neoplásicas e câncer de próstata (WAALKES et al., 

1999). O aumento de casos de doenças relacionados aos desreguladores endócrinos é cada vez 

mais confirmado na comunidade científica, e o ser humano é alvo principal devido à sua 

interação com o meio ambiente, possivelmente contaminado por esses micropoluentes, sendo 

a população sem saneamento básico a mais exposta.  
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A presença de desreguladores endócrinos no meio ambiente gera várias hipóteses 

sobre o risco ao ambiente e à saúde humana, no entanto, ainda não há uma evidência segura 

de que esses compostos possam aumentar o risco de câncer, mas estudos abordando os efeitos 

reprodutivos em humanos já foram conduzidos e comprovados, como o realizado por Stillman 

(1982). Stillman observou que o estrogênio sintético dietilestilbestrol havia sido prescrito a 

mulheres nos anos 1950-1960 que apresentaram um número significante de anomalias nas 

estruturas e funções dos órgãos reprodutivos, incluindo disfunção do ciclo menstrual e 

infertilidade. 

 

3.7 Efeitos dos Desreguladores Endócrinos em Organismos Aquáticos 

 

Nos peixes, como em qualquer outro vertebrado, os estrogênios têm um papel 

importante no processo de reprodução e desenvolvimento incluindo maturação sexual e 

diferenciação sexual (YEOH et al., 1996). 

Purdom e colaboradores (PURDOM et al., 1994) reportaram a feminização de 

peixes em locais próximo ao descarte de efluentes de ETEs, os autores observaram que o  

efeito estava relacionado com a presença de compostos estrogênicos nas amostras. 

Jobling et al. (1998) reportaram a ocorrência de intersexualidade em peixes 

(Rutilus rutilus) coletados em rios, localizados no Reino Unido, e associaram esse evento à 

exposição dos peixes ao descarte de efluentes de ETEs. A intersexualidade, ou 

hermafroditismo, é definida pela presença simultânea de características femininas e 

masculinas nas gônadas dos peixes, sendo que a incidência foi observada em todos os locais 

de amostragem. A relação entre essa alteração morfológica causada por desreguladores 

endócrinos e diminuição da capacidade de reprodução, dentre elas a qualidade do esperma, foi 

evidenciada por Jobling et al. (2002). 

A indução de vitelogenina (VTG) em peixes vem sendo amplamente utilizada 

como biomarcador de exposição estrogênica em machos ou jovens. Geralmente a VTG só é 

encontrada nas fêmeas, porém os peixes machos podem apresentar a VTG induzida quando 

expostos a ambientes contaminados com substâncias estrogênicas (SANCHEZ, 2006). Harries 

et al. (1999) utilizaram VTG como indicador de atividade estrogênica em peixes que se 

encontravam em estuários próximos ao descarte de efluente de duas ETEs. Em estudos 

anteriores, utilizando o mesmo efluente, foram detectados os hormônios naturais estrona e 17 

β-estradiol. A indução de VTG foi inicialmente observada em diluições de 25% do efluente 
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analisado (HARRIES et al., 1999). Purdon et al. (1994) também utilizaram VTG como 

bioindicador estrogênico e reportaram que espécies de peixes quando expostas ao efluente de 

lagoas de estabilização tinham a proteína  alterada. No entanto, como não se conhecia a 

substância estrogênica, sugeriu-se que os dois compostos mais prováveis eram o EE2 ou 

alquilfenol-etoxilado (originário da biodegradação de surfactantes e detergentes durante o 

tratamento). 

Incidências de reversão sexual foram reportadas em vários peixes localizados nos 

rios do Reino Unido (JOBLING et al., 2002), mas as consequências na reprodução em longo 

prazo não foram totalmente esclarecidas. Diante do exposto, os autores Thorpe et al. (2009) 

realizaram teste crônico durante 21 dias com efluentes provenientes de ETEs, sendo realizada 

a contagem dos ovos produzidos diariamente. O efluente utilizado também foi caracterizado 

quanto à presença de E1 e E2. A partir dos dados obtidos durante o experimento os autores 

concluíram que ocorreu uma redução na produção de ovos (28% de redução em uma diluição 

de 50% do efluente e 44% para o efluente sem diluição), o que foi proporcional à quantidade 

de estrogênios presentes no efluente.  

Documentos recentes vêm mostrando que um grande número de micropoluentes 

quando lançados em corpos hídricos interferem na função endócrina em uma variedade de 

animais, sendo o maior foco nos animais vertebrados. Informações sobre efeitos e 

mecanismos de ação dos desreguladores em invertebrados ainda são escassas, no entanto, os 

invertebrados representam mais de 95% de espécies conhecidas no reino animal e são de 

extrema importância no que diz respeito ao equilíbrio no ecossistema. O número limitado de 

estudos com invertebrados e desreguladores endócrinos pode ser devido à falta de 

conhecimento sobre o sistema hormonal quando comparados aos vertebrados (OEHLMANN; 

SCHULTE-OEHLMANN, 2003). Entretanto, nos últimos anos, grupos de pesquisa vêm 

avançando na compreensão dos mecanismos de ação e os efeitos sinergéticos dos 

desreguladores endócrinos, incluindo os estrogênios, nos invertebrados (HUTCHINSON, 

2002; SEGNER et al., 2003; CLUBBS e BROOKS, 2007; RODRIGUEZ et al., 2007; 

HAEBA et al., 2008; RA et al., 2008). 

Santos (2011) realizou uma revisão bibliográfica sobre os efeitos causados pelo 

hormônio sintético EE2 em diversos organismos aquáticos e sintetizou que para 

concentrações menores ou iguais a 1,0 ng.L
-1

, em 23 dos 41 estudos realizados por vários 

pesquisadores, observaram-se efeitos, como na produção de ovos, na reprodução e 
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desenvolvimento, na fertilização de ovos etc. Os organismos com o sistema endócrino em 

desenvolvimento (embriões e recém-nascidos) são mais vulneráveis à ação dos DEs. 

Para avaliar o efeito dos desreguladores endócrinos nos organismos aquáticos, são 

realizados os testes ecotoxicológicos. Testes de ecotoxicidade são ferramentas importantes 

para avaliar a qualidade dos efluentes, uma vez que somente as análises físico-químicas 

tradicionalmente realizadas não são capazes de distinguir entre as substâncias que afetam os 

sistemas biológicos e, portanto, são insuficientes para avaliar o potencial de risco ambiental 

aos organismos aquáticos geralmente presentes nos corpos receptores (HERNANDO et al., 

2005; COSTA et al., 2008). 

Apesar da relevância dos testes de toxicidade, a Sociedade Brasileira de 

Ecotoxicologia (SETAC- Brasil), no ano de 2008, identificou somente quatro estados 

brasileiros que possuem legislação específica utilizando ensaios ecotoxicológicos para 

controle de lançamentos de efluentes, sendo eles: São Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina e 

Paraná. Na Tabela 3 estão apresentadas as legislações relacionadas com os estados citados. 

 

Tabela 3 – Legislações adotadas por estados brasileiros que utilizam ensaios ecotoxicológicos no controle de 

lançamento de efluentes 

Estado Legislação 

São Paulo Resolução SMA-3/2000 da Lei 997/1976 

Rio de Janeiro Norma Técnica NT-213/1990 

Santa Catarina Portaria nº017/2002 - FATMA 

Paraná Portaria nº017/2002 - FATMA 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Entretanto, as Unidades Federativas que não possuem legislação para tal fim, 

devem seguir a Resolução Nº 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) que em seu capítulo IV, no artigo 34, determina que o efluente não deva causar 

ou possuir potencial para causar efeitos tóxicos aos organismos aquáticos no corpo receptor 

(BRASIL, 2005). A Resolução Nº 430/2011 do CONAMA já traz como padrão de 

lançamento de efluentes testes ecotoxicológicos, mostrando assim a importância da realização 

de monitoramento dos efeitos tóxicos agudos e crônicos em organismos aquáticos nos corpos 

receptores (BRASIL, 2011a).  
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Dentre os cladóceros, as espécies do gênero Daphnia são as mais utilizadas em 

testes de toxicidade. Sua ampla distribuição geográfica, o importante papel que desempenham 

no zooplâncton, a reprodução partenogenética (a qual assegura uma uniformidade de resposta 

dos testes), o curto ciclo de vida com a produção de um alto número de neonatos, fazem os 

organismos deste gênero ideais para avaliação de toxicidade em nível mundial (GRANADOS 

et al., 2004). 

Daphnideos são utilizados rotineiramente em toxicologia aquática devido à sua 

rápida reprodução, sensibilidade aos compostos químicos e função crítica em ecossistemas de 

água doce (BAIRD et al., 1989). Na cadeia alimentar aquática, os cladóceros desenvolvem 

um papel intermediário fundamental entre os consumidores primários e peixes, e mudanças no 

seu ciclo de vida podem desencadear respostas no ecossistema aquático (BARBOSA et al., 

2008).  

Alguns trabalhos vêm evidenciando os efeitos negativos dos desreguladores 

endócrinos que apresentam atividade estrogênica no microcrustáceo Daphnia magna (ZOU e 

FINGERMAN, 1997; GOTO e HIROMI, 2003; BARBOSA et al., 2008) e correlacionando a 

presença desses compostos nos efluentes com alterações no crescimento, frequência da troca 

de exoesqueleto, fecundidade e fertilidade quando realizado teste crônico (MENDONÇA et 

al., 2009) e análise de sobrevivência nos testes agudos (HERNANDO et al., 2005). A troca do 

exoesqueleto (carapaça) nos cladóceros é controlada por hormônios esteróides chamados de 

ecdiesteróides (CHANG et al., 1993).  

 

3.8 Remoção de desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol em 

sistemas de tratamento de esgoto 

 

Processos biológicos são os mais utilizados para tratamento de esgoto sanitário, 

devido à possibilidade de tratamento de grande volume e elevada eficiência de remoção de 

matéria orgânica (SVENSON et al., 2003), além do baixo custo requerido (FROEHNER et 

al., 2011). No estado do Ceará é utilizado principalmente o processo natural de lagoas de 

estabilização (CAGECE, 2012), sendo que 62% dos sistemas de tratamento de efluentes 

sanitários correspondem às lagoas de estabilização (BRANDÃO, 2000). 
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Os hormônios podem ser removidos de diversas formas, sendo que os principais 

processos responsáveis pela remoção dos estrogênios da fase aquosa são: sorção, degradação 

fotolítica, biodegradação aeróbia e anaeróbia, além da biodegradação anóxica. Em ETEs, os 

principais processos que ocorrem para a remoção de micropoluentes são os naturais, sorção e 

degradação microbiológica (DEBLONDE et al., 2011). 

 

3.8.1 Sorção 

 

Devido aos valores do log Kow (coeficiente de partição octanol-água, em inglês 

octanol-water) dos estrogênios se encontrarem na faixa de 3,1 a 4,7, pode-se concluir que 

esses compostos são lipofílicos e que serão adsorvidos pela fase sólida de forma moderada a 

forte. Tal comportamento pode ser constatado na detecção de dois estrogênios naturais em 

lodo proveniente de ETEs, nas concentrações de 37 ng.g
-1

 (estrona) e 49 ng.g
-1

 (17β-

estradiol). O contraceptivo oral (EE2) foi detectado na concentração de 17 ng.g
-1

 (TERNES et 

al., 2002). 

Alguns estudos vêm sendo conduzidos sobre adsorção dos estrogênios nos lodos 

utilizados nas ETEs visando um esclarecimento do processo de remoção e se a adsorção é a 

principal responsável pela eliminação desses compostos nas ETEs (SUSUKI et al., 2006; 

REN et al., 2007a). Análises em sedimentos de corpos receptores também são realizadas 

devido ao potencial de contaminação dos micropoluentes presentes nos efluentes das ETEs, 

assim como sua sorção, gerando assim possíveis efeitos negativos ao ecossistema natural do 

aquífero (LAI et al.; 2000; YING et al., 2003).   

Segundo Clarke e Smith (2011), a escassa quantidade de estudos sobre a sorção 

dos hormônios esteróides em lodo gerado em ETEs se dá principalmente pela dificuldade 

analítica devido às baixas concentrações, além da elevada taxa de degradação. 

No ano de 2009 a Agência de Proteção Ambiental Americana analisou varias 

amostras de lodo (n=84) e não detectou a presença do EE2 em nenhuma das amostras, apenas 

os esteróides campesterol, colestanol e coprostanol foram identificados (USEPA, 2009). 
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3.8.2 Remoção dos desreguladores endócrinos em sistemas biológicos 

 

A biodegradação dos estrogênios ainda não é totalmente entendida, 

principalmente quando se trata de rotas metabólicas, vários estudos de degradação desses 

compostos vêm sendo realizados, mas raramente a rota metabólica é elucidada ou os produtos 

intermediários detectados. 

Cientificamente já é aceito que o primeiro passo para a degradação do 17 β-

estradiol (E2) é a oxidação do C-17 gerando um grupo cetona (C=O), sendo formado assim a 

estrona (E1). Entretanto, sua mineralização bem como os fatores que envolvem essa 

degradação ainda não são bem compreendidos (MOSCHET; HOLLENDER, 2009). 

Há mais de 40 anos, Coombe et. al. (1966) propuseram uma rota metabólica da 

degradação da estrona incubando Nocardia sp.em um meio aeróbio onde o estrogênio era a 

única fonte de carbono. A degradação consistia na cisão oxidativa entre o C-4 e C-5 no anel 

aromático A tendo como produto de formação o ácido dicarboxílico (os carbonos citados 

podem ser visualizados na Figura 1, p.25). No entanto, as rotas das degradações posteriores 

não foram elucidadas e a formação do produto de degradação aeróbia, CO2, não foi 

demonstrada. Em contrapartida, os autores Lee e Liu (2002) sugeriram que o início da 

degradação da E1 ocorre primeiramente no anel D (apresentado na Figura 1). Os autores 

estudaram a biodegradação aeróbia e anaeróbia do E2 quando exposto a um consórcio de 

micro-organismos isolados de uma ETE de lodos ativados e concluíram que o estrogênio 

natural analisado não era um composto persistente e que podia ser biodegradado por bactérias 

encontradas no esgoto doméstico sob condições aeróbias e anaeróbias. O estudo foi conduzido 

com monitoramento dos estrogênios E2 e E1, além dos metabólitos formados através de 

CG/MS; no entanto, não foi realizado um estudo com o lodo para comprovar se os compostos 

estavam sendo realmente degradados ou adsorvidos. Lee e Liu (2002) justificaram a fácil 

biodegradabilidade dos estrogênios devido à exposição contínua aos estrogênios naturais nas 

ETEs o que promoveria uma adaptação e estabelecimento de uma população bacteriana de 

degradação estrogênica.    

Matsui et al. (2000) foram provavelmente os pioneiros a traçar um perfil completo 

ao longo do processo de tratamento de lodos ativados utilizando imunoensaio (ELISA) para 

avaliar a biodegradação do E2. Eles observaram um aumento na imunoreatividade ao fim do 

tratamento primário o qual pode ter sido causado pela biotransformação dos estrogênios 

conjugados em estrogênios na sua forma livre. Outros pesquisadores também atribuíram o 
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aumento na concentração dos estrogênios E1 e E2 durante a primeira etapa do tratamento de 

lodos ativados pela transformação dos estrogênios conjugados (ANDERSEN et al., 2003).  

Joss et al. (2004) avaliaram a remoção de estrogênios em vários sistemas de 

tratamento biológico de esgotos sanitários localizados na Alemanha, os quais tinham em seus 

processos a etapa de remoção de nutrientes. Os sistemas avaliados foram: tratamento 

convencional de lodos ativados, biorreator de membrana e reator de leito fixo, sendo 

encontrada uma taxa de remoção para os estrogênios variando de 77-90%. Os autores 

inferiram algumas observações em relação à degradação biológica de estrogênios, tais como: 

1) A eficiência de remoção depende claramente das condições redox, sendo a máxima taxa 

de remoção obtida sob condições aeróbias, quando E1 foi reduzido a E2. 

2) Ao comparar os sistemas em escala real com experimento conduzido em batelada 

observaram que o substrato presente no afluente influenciava a remoção, quando existe 

uma grande quantidade de substrato ocorre uma inibição da remoção por conta da 

competição entre o substrato e os estrogênios, os quais foram removidos principalmente 

em etapas onde havia uma menor carga orgânica (menos substrato). 

Os autores Ternes et al. (1999a) revelaram a presença de estrogênios naturais (E1 

e E2) e sintético (EE2) em esgotos brutos e tratados em ETEs localizadas na Alemanha, Brasil 

e Canadá. No Brasil foram encontrados estrogênios naturais e o contraceptivo sintético na 

ETE da Penha/RJ. As eficiências de remoção da estrona observadas foram de 67% para o 

efluente tratado em filtro biológico e 83% para o efluente tratado pelo processo de lodos 

ativados. Para o 17 β-estradiol, essas taxas foram de 92 e 99,9% para o efluente tratado em 

filtro biológico e para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados, respectivamente. 

Para o estrogênio contraceptivo 17 α-etinilestradiol, as taxas de remoção na ETE foram de 64 

e 78% para o efluente do filtro biológico e para o efluente do tanque de lodo ativado, 

respectivamente.   

As concentrações dos mesmos compostos presentes nas ETEs da Alemanha foram 

mais baixas, no entanto a taxa de remoção foi bem menor do que as obtidas no Brasil. Os 

autores atribuíram à baixa eficiência de remoção devido à diferença de temperatura no 

período da amostragem, sendo de 2ºC na Alemanha e acima de 20ºC na cidade do Rio de 

Janeiro. A eficiência nos sistemas de tratamento está diretamente relacionada a parâmetros 

como a atividade microbiológica, a qual é afetada pela baixa temperatura na ETE localizada 

próxima a cidade de Frankfurt (TERNES et al., 1999a). Os autores (Ternes et al., 1999b) 

realizaram um estudo posterior em laboratório utilizando lodo ativado das ETEs já analisadas 
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e  observaram que o E2 pode ser oxidado a E1 em poucas horas. E1 é então degradado após 

várias horas, enquanto EE2 não foi degradado, confirmando assim sua persistência.  

A tecnologia de lodos ativados é uma das mais utilizadas para o tratamento de 

esgoto sanitário, no entanto, nem todos os compostos são eficientemente removidos ou 

convertidos em biomassa (JOHNSON ; SUMPTER, 2001). A configuração de uma ETE pode 

ser um fator crítico na eficiência de remoção dos estrogênios. Por exemplo, projetos que 

contemplam a etapa de tratamento secundário biológico tendem a ter uma remoção bem maior 

do que uma estação de tratamento que não tenha essa etapa (BHANDARI et al., 2009). 

Quanto às porcentagens de remoção de lagoas aeradas resultados contraditórios 

são encontrados. Servos et al. (2005) observaram que a eficiência de remoção do E2 nas 

lagoas aeradas foi de 80-98%. Contudo, Hintemann et al. (2006) encontraram concentrações 

relativamente altas (15-51 ng L
-1

) de E2 no efluente. Segundo os autores a remoção não foi 

eficiente possivelmente pela falta de otimização operacional das lagoas aeradas, como a 

bomba de aeração operada manualmente, e ausência da etapa de nitrificação.  

Segundo Lintelmann et al. (2003), a biodegradação dos hormônios sexuais 

mostrou uma forte dependência em relação à adição de nutrientes. Na presença dos mesmos, 

estrona, estriol e estradiol foram quase totalmente degradados em 4 semanas. Ao contrário, 

sem a presença suficiente de nutrientes, a degradação ocorreu, porém em menor extensão. A 

baixa remoção em sistemas de tratamento pode estar relacionada à ausência de nutrientes, 

uma vez que as lipoproteínas inicialmente presentes no esgoto, principal fonte de nutrientes, 

foram metabolizadas pelos micro-organismos empregados no tratamento biológico 

(LINTELMANN et al., 2003; SHIMADA et al., 2003; GHISELLI, 2006). 

Joss et al. (2004) analisaram várias ETEs na Alemanha, além de realizarem 

estudos em batelada incluindo análise de sorção dos estrógenos no lodo, transferência de 

massa, estudos de biodegradação investigando a remoção dos estrogênios em tratamentos de 

lodos ativados convencionais e bioreator de membrana.  Em suma, os autores concluíram que 

a degradação dos hormônios naturais E1 e E2 foram maiores no bioreator de membrana 

atribuindo esse resultado a vários fatores como a idade de lodo maior e o tamanho menor dos 

flocos do lodo em relação aos lodos ativados. Nas ETEs de lodos ativados a taxa de remoção 

para os três estrogênios foi superior a 90%. Para os reatores de leito fixo a remoção de E1 foi 

de 75%, no entanto os autores consideraram ainda um bom desempenho, uma vez que o 

tempo de detenção hidráulica era de apenas 35 minutos. 



45 
 

 
 

A remoção de estrogênios em seis ETEs (lodos ativados) na Itália foi investigada 

durante 3 meses por D’Ascenzo et al. (2003). Além dos hormônios em sua forma livre, os 

autores também analisaram em sua forma conjugada. Na análise do efluente, o E2 não foi 

detectado nas suas formas conjugadas, mas na sua forma livre a eficiência de remoção obtida 

foi de 85%. Para a E1-Glucoronideo, E1-Sulfato e E1 as taxas de remoção foram de 84, 64 e 

61%, respectivamente.  

Carballa et al. (2007) obtiveram remoção de vários fármacos e produtos de 

higiene pessoal utilizando dois digestores comuns sob condições anaeróbias, sendo um 

mantido sob condições mesófilas (37°C) e outro sob condições termofílicas (55°C). Dentre os 

compostos analisados encontram-se os estrogênios: estrona, 17 β-estradiol e 17α-

etinilestradiol, cujas taxas de remoção alcançaram 88%. O tempo de detenção hidráulica para 

digestão mesófila foi de 10 dias com adaptação do lodo. 

Segundo estudo sobre a biodegradação anaeróbia de estrogênios, realizado por 

Czajka e Londry (2006) algumas hipóteses foram levantadas, uma vez que a degradação 

desses compostos ainda não é muito conhecida. Em condições anaeróbias o EE2 não foi 

biodegradado, mesmo em condições diferentes de aceptores de elétrons. Este fato pode ser 

atribuído à presença do grupo etinil (C CH) ligado ao C-17, o qual impediria a formação 

do grupo cetona como foi observado no estrogênio natural E2. No entanto, o grupo hidroxila 

ligado ao anel aromático pode tornar esse composto mais susceptível à biodegradação que os 

hidrocarbonetos poliaromáticos (HPAs). Os estudos indicaram que em condições anóxicas o 

mecanismo de remoção do EE2 é dominado pela sorção nos sedimentos, o que demonstra que 

o composto é recalcitrante nessas condições. Já o estrogênio natural (E2) foi biotransformado 

em estrona, estriol e 17 α-estradiol. Mesmo não ocorrendo biodegradação conclusiva o 

metabólito formado 17 α-estradiol apresenta menor potencial estrogênico. 

No Quadro 01 estão apresentadas as concentrações e eficiências de remoção de 

DEs em diferentes sistemas de tratamento de esgotos. 
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Quadro 1– Concentrações afluentes e efluentes de estrogênios em estações de tratamento de esgoto sanitário e seus índices de remoção (%) 

Fonte: AUTORA, 2012. 
Legenda: LA: Lodos Ativados; LA + DESN+NI: Lodos Ativados com etapa de desnitrificação e nitrificação; LA+ Rem P + Cl: Lodos Ativados com etapa de remoção de 

fósforo seguido da etapa de cloração (eventualmente); LE: Lagoa de Estabilização; LF: Lagoa Facultativa; LD: Limite de Detecção; LQ: Limite de Quantificação; LAN: 

Lagoa Anaeróbia; LM: Lagoa de Maturação; ND: não detectado; NR: não reportado; NO: não ocorreu remoção; LA + Fe (II): LA com adição de cloreto ferroso; LA+FB: 

LA seguido de filtro biológico. 
1
Etapas predominantes na remoção

  2
Concentrações máximas 

3
 unidade=µg kg

-1
 

 

Local de 

amostragem 

Referência 
Sistema de 

Tratamento
1
  

Estrona (ng.L
-1

) 17 β-Estradiol (ng.L
-1

) 17 α-etinilestradiol (ng.L
-1

) 

Aflu. Efl. % Rem Afl. Efl. % Rem Afl. Efl. %Rem 

Alemanha Ternes et al., 1999a LA + Fe (II) 27 70 NO 15 3 80 NR 15 NO 

Brasil Ternes et al., 1999a LA + FB 40 NR 83 21 NR >99 NR NR 78 

Itália Baronti et al., 2000 LA 52 21 61 12 1 87 3 0,45 85 

Alemanha Johnson et al., 2000 LA 31 24 23 9,69 4 59 4,84 1,40 71 

Alemanha Andersen et al., 2003 LA + DESN+NI 65,7 <1 >98 15,8 <1 >98 8,2 <1 >90 

Itália D’Ascenzo et al., 2003 LA 44 17 61 11 1,6 85 NR NR NR 

Espanha Carballa et al., 2004 LA 2,40 4,40 -80 3,0 <LQ ~ 47 <LQ <LQ NR 

Suíça Joss et al., 2004 LA + DESN+NI 7,3 8,6 -17 4,9 1,0 88 0,7 <0,5 71 

Canadá Servos et al., 2005 LF 78-19 96-1 46-95 26-2,4 0,2-14,7 80-98 ND ND ND 

Canadá Lishman et al., 2006 LF 30,2 4,5 86 8,1 <LD 100 ND ND ND 

Brasil Ghiselle, 2006 LA 4830 4130 14,5 6690 5560 16,9 5810 5040 13,3 

França Gomez et al., 2007 LF+LM NR NR NR 60 6 90 NR NR NR 

Austrália Ying et al., 2008 LAN+LF 35,5 34,2 0,87 7,4 3,9 47 0,8 0,6 25 

Inglaterra Kanda e Churchley, 2008 LA 44,7 1,22 97,3 2,9 0,23 99,2 0,65 0,63 3,2 

Austrália Coleman et al., 2010 LE  NR NR 75 ND ND ND ND ND ND 

China Chang et al., 2011 LA 9,9 1,87 81 1,71 0,4 76 ND ND ND 

Coréia Sim et al., 2011 LA 29 19 35 17 <LD 100 ND ND ND 

Brasil Froehner et al., 2011 LAN+LF+LM 1380 ND ND 1450 630 56,5% 600 ND ND 

Canadá Atkinson et al., 2012 LA+ Rem P + Cl 104
2 

370 -257 66,9 <LD NR 5,7 9,8 -73,1 

Brasil Brant, 2012 UASB NR NR NR <LD <LD <LD <LD <LD <LD 

Reino Unido Paterakis et al., 2012 Reator anaeróbio 158
3 

NR 79 9 NR -324 18 NR 34 



47 
 

 
 

3.8.3 Remoção do micropoluente colesterol em sistemas biológicos 

 

O colesterol pode ter sua origem no corpo humano tanto natural como antrópica, 

sendo precursor das três principais classes de hormônios, dentre eles os hormônios 

reprodutores, como a estrona e o estradiol. O colesterol é primeiro convertido em 

progesterona, que é então transformada em andrógenos (androstenediona e testosterona). 

Estes são então convertidos em estrógenos, dos quais o 17β- estradiol é o mais potente 

(ECKERT et al., 2008). 

Poucas pesquisas vêm sendo realizadas visando um melhor esclarecimento da 

biotransformação do composto colesterol durante o tratamento de esgoto. Niven et al. (2001) 

realizaram uma pesquisa com o objetivo de examinar se a biotransformação do colesterol 

poderia gerar como subproduto o estrogênio estrona, motivado por um estudo realizado 

anteriormente por Afonso et al.  (1966 apud NIVEN et al., 2001). Os autores concluíram que 

um composto análogo ao colesterol, 19-norcolest-1,3,5 (10)-trien-3-ol (NCT), poderia ser 

convertido em estrona pela bactéria aeróbia Nocardia restrictus, no entanto, os pesquisadores 

Niven et al. (2001) não observaram a transformação do colesterol ao NCT, e sim sua 

mineralização quase completa e formação de alguns metabólitos como o colestadienol. Na 

Figura 5 são apresentadas as estruturas dos compostos colesterol, NCT e estrona. 

 

Figura 5 – Biotransformação do colesterol a estrona 

 

Fonte: NIVEN et al., 2001. 

Etapa 1) hipotética; Etapa 2) biotransformação do NCT à estrona 
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3.9 Métodos Analíticos utilizados para determinação de DEs 

 

A detecção e quantificação de estrogênios esteróides em matrizes ambientais 

complexas como esgoto doméstico são procedimentos complexos e dispendiosos, e uma 

prática ainda muito difícil de tornar-se uma análise de rotina para ser exigida pelos órgãos de 

fiscalização ambiental. 

Atualmente existem disponíveis na literatura uma grande variedade de 

procedimentos analíticos que vem sendo empregados na análise de amostras ambientais como 

água, solo, sedimento e ar. Dentre as técnicas utilizadas para a determinação de compostos em 

nível de traços, na ordem de µg.L
-1

 até ng.L
-1

, a grande maioria emprega técnicas 

cromatográficas para a separação de analitos de interesse, sendo utilizados equipamentos que 

apresentam elevada seletividade e baixo limite de detecção. 

As amostras ambientais são consideradas matrizes complexas devido à presença 

de uma infinidade de compostos que podem interferir na análise. Além disso, não existe uma 

metodologia padronizada para o desenvolvimento do procedimento analítico, podendo este ser 

selecionado de acordo com a infraestrutura do laboratório. 

Devido à inexistência de uma metodologia padrão alguns documentos podem ser 

utilizados para a validação do método analítico (BRASIL, 2003; INMETRO, 2006; 

LANÇAS, 2004; RIBANI et al., 2004). 

Alguns fatores devem ser levados em consideração ao selecionar o método de 

análise, como: disponibilidade, adaptabilidade e capacidade total da técnica instrumental 

escolhida para a quantificação, tempo de análise e custos envolvidos, seletividade, 

detectabilidade, precisão, repetibilidade e reprodutibilidade, robustez, faixa de aplicação, 

dentre outros (GHISELLI, 2006). 

As técnicas mais comumente reportadas para análise de hormônios sexuais são: 

Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG/EM) (MOL et al., 2000; BRAUN 

et al., 2003; GHISELLI, 2006), Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa no 

modo tandem (CG/EM/EM) e Cromatografia Líquida acoplada a espectrometria de massa 

(CL/EM) (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004; MOREIRA, 2008). 

Atualmente, a técnica de cromatografia gasosa (CG) vem sendo menos utilizada  

do que  cromatografia líquida (CL) em análise de estrogênios devido à dificuldade na etapa de 

preparação da amostra incluindo a necessidade de derivatização, no entanto CG apresenta 

uma alta resolução, um menor custo operacional e uma reduzida quantidade de geração dos 

resíduos proveniente do uso de solventes (TOMSÍKOVÁ et al., 2012). Cromatografia gasosa 
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acoplada à espectrometria de massa (MS) é uma técnica escolhida para análise de muitos 

compostos orgânicos prioritários, geralmente (semi-) voláteis ou de baixa polaridade. Um 

grande número de aplicações da CG/MS é reportado, apresentando como resultado eficientes 

separações juntamente com a informação gerada pelo espectro e sensibilidade satisfatória 

proveniente do espectrômetro de massas (HERNÁNDEZ et al., 2011). 

De forma a garantir a detecção de estrogênios em amostras ambientais é 

necessário o desenvolvimento de uma metodologia altamente sensível e seletiva utilizando 

por exemplo CG/MS, a técnica CG/MS/MS também é indicada, no entanto De Mes (2007) ao 

analisar as duas tecnologias não percebeu aumento da sensibilidade ao investigar estrogênios 

em águas negras tratadas anaerobiamente. 

A detecção de estrogênios por CL/MS (HPLC/MS) em amostras ambientais é 

bastante utilizada devido à sua sensibilidade e especificidade, além de não ser limitada pela 

não volatilidade e alto peso molecular dos analitos em questão (LABADIE; HILL, 2007; 

LOPEZ DE ALDA e BARCELÓ, 2000). Porém, o uso de CL/MS como uma ferramenta 

analítica não está livre de dificuldades (KOH et al., 2007). O efeito matriz que ocorre na CL 

pode resultar na supressão dos íons e assim aumentar a ocorrência de resultados falso 

positivo, o efeito é causado pela coeluição dos picos de interesse com os componentes da 

matriz (KUSHNIR et al., 2011). 

Infelizmente, os métodos utilizando espectrometria de massa estão associados à 

instrumentação de preço elevado e requerimento de técnicos treinados, o que impede a 

aplicação desses métodos em análises rotineiras (HINTEMANN et al., 2006). 

 

3.9.1 Extração em fase sólida (SPE) 

 

Devido às baixas concentrações dos analitos encontrados nas matrizes ambientais 

é necessária a realização da etapa de pré-concentração da amostra, sendo a extração em fase 

sólida (SPE) a técnica mais utilizada para concentração dos estrogênios.  Na Figura 6 está 

apresentado o esquema da SPE e suas etapas durante a concentração do analito. 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 
 

Figura 6 – Esquema da extração em fase sólida.  

 

Fonte: AUTORA, 2012. 

Legenda: 1) amostra; 2 e 3) condicionamento do cartucho; 4) concentração dos analitos através da passagem 

da amostra; 5) remoção dos interferentes (Clean up); 6) eluição do analito de interesse. 

 

A escolha do cartucho apropriado para a realização da extração é uma etapa 

essencial no desenvolvimento analítico, o qual deve ser selecionado de acordo com as 

propriedades físico-químicas do analito de interesse. Vários materiais são utilizados como 

adsorvente, sendo divido em três principais grupos: sílica, poliméricos e carbono ativado 

(SALVADOR et al., 2007). Um dos materiais bastante empregado na concentração de 

estrogênios é a sílica modificada octadecilsilano (C-18) (KELLY, 2000; INGRAND et al., 

2003; GIROTTO et al., 2007). Outro material indicado, inclusive pelo método 1694 (USEPA, 

2007) e bastante empregado para esses analitos é o copolímero, produzido a partir dos 

monômeros: hidrofílico (N-vinilpirrolidona) e lipofílico (divinilbenzeno) disponível 

comercialmente nos cartuchos Oasis HLB® da Waters (QUINTANA et al., 2004; KIM et al., 

2007; PEDROUZO et al., 2009). O cartucho Strata X® é similar ao Oasis HLB® (Waters). O 

cartucho Strata X® é composto por um monômero contendo dois grupos diferentes, um 

hidrofílico composto pelo grupo pirrolidona e outro lipofílico composto pelo grupo benzila. 

Sendo assim, ele tem a capacidade de reter analitos polares e não-polares (QUEIROZ, 2011). 

O desenvolvimento da etapa de SPE muitas vezes é realizada com processos de 

erro-tentativas visando sua otimização, a qual é baseada na interação das propriedades físico-

químicas e termodinâmicas entre material adsorvente, analitos e solventes de eluição 

(BIELICKA-DASZKIEWICZ e VOELKEL, 2009). 
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Os diferentes mecanismos de retenção ou eluição ocorrem devido às forças 

intermoleculares entre o analito, os sítios ativos na superfície do adsorvente e a fase líquida ou 

matriz (HUCK e BONN, 2000). A interação entre a superfície dos analitos e o sorbente é 

forte, mas reversível. As interações típicas que ocorrem são hidrofóbicas (forças de van der 

Waals), polar (ponte de hidrogênio e forças dipolo-dipolo) ou troca iônica (MASQUÉ et al., 

1998).  

A adsorção é reconhecidamente o mecanismo de retenção com maior ocorrência 

entre os micropoluentes e as membranas poliméricas, o mesmo pode ser visualizado na Figura 

7a. As características de aceptor e doador de átomos de hidrogênio podem ser as que mais 

afetam a interação dos analitos e polímeros, em particular a habilidade de formar pontes de 

hidrogênio, a qual é apresentada na Figura 7b (SCHÄFER et al., 2011). 

 

Figura 7 – Mecanismo de adsorção para retenção de micropoluentes em membranas poliméricas 

  

Fonte: Adaptado de SCHÄFER et al., 2011 
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Além da escolha do material adsorvente a ser utilizado na SPE um outro 

parâmetro essencial que deve ser otimizado é a faixa de pH da matriz a ser analisada. 

Conforme relatado em estudos anteriores (QUINTANA et al., 2004; LIU et al., 2004a) a 

metodologia cromatográfica deve ser avaliada em relação ao ajuste de pH da amostra, uma 

vez que a retenção das substâncias húmicas presentes na amostra nos cartuchos poderia ser 

influenciada pelo pH da matriz. Quintana et al. (2004) observaram um aumento na 

performance da extração em valor de pH neutro, obtendo-se consequentemente um melhor 

cromatograma para os compostos estudados, dentre eles os estrogênios. Liu et al. (2004a) 

realizaram um estudo analisando o efeito da variação do pH na etapa de extração em fase 

sólida, analisando as três faixas de pH (ácido, neutro e básico) e concluíram que não havia 

diferença significativa entre a faixa de pH ácido (4,2) e neutro (8,0), no entanto vários 

pesquisadores realizam essa etapa anterior a SPE (de GRAAFF et al., 2011; MOREIRA et al., 

2011; SIM et al., 2011; VEGA-MORALES et al., 2010; BRAUN et al., 2003). Vega-Morales 

et al. (2010) afirmam que a acidificação para pH < 3 previne a perda dos analitos por reações 

abióticas, como a hidrólise, e degradação biológica. Devido às essas divergências reportadas 

na literatura cientifica não há uma faixa de pH estabelecida. 

Geralmente a eficiência do material adsorvente frente à concentração dos 

compostos traços é dada em termos de recuperação, a qual é determinada mediante a adição 

de uma concentração de analito na matriz permitindo ao analista determinar se há efeito 

matriz na amostra analisada (DEAN, 1998). A faixa esperada de concentração (recuperação) 

depende da matriz amostral, do procedimento de recuperação utilizado e da concentração dos 

analitos (AOAC, 1998). Na Tabela 4 são apresentados valores de recuperação estimados em 

função da concentração do analito na amostra. 

Para a eluição dos analitos do material da fase sólida, diversos solventes podem 

ser utilizados, sendo os mais comuns metanol, acetona, acetonitrila ou ainda uma mistura dos 

mesmos. 
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Tabela 4 – Recuperação de analitos em diferentes concentrações 

Concentração do analito 

(%) 

Relação do 

analito 
Unidade 

Média de recuperação 

(%) 

100 1 100% 98-102 

≥10 10
-1 

10% 98-102 

≥1 10
-2 

1% 97-103 

≥0,1 10
.-3 

0,1% 95-105 

0,01 10
-4

 100 ppm 90-107 

0,001 10
-5

 10ppm 80-110 

0,0001 10
-6

 1 ppm 80-110 

0,00001 10
-7

 100 ppb 80-110 

0,000001 10
-8

 10ppb 60-115 

0,0000001 10
-9

 1 ppb 40-120 

Fonte: AOAC (1998) apud HUBER (2007). 

Legenda: ppm : mg L
-1

; ppb : μg L
-1 

 

Uma das grandes desvantagens da SPE é o volume de amostra requerida para a 

concentração dos analitos, além do tempo demandado. Por exemplo, para uma concentração 

de 1000 vezes, é necessário um volume de 1 L e o tempo de extração pode chegar a 3 horas 

(WANG et al., 2005). 

Em amostras ambientais aquosas, as macromoléculas orgânicas, sendo 80-90% 

compostas de ácidos húmicos, podem ser adsorvidas no material do cartucho. A presença 

dessas moléculas pode influenciar de forma negativa a eficiência da SPE, a interação dessas 

moléculas dissolvidas diminui a disponibilidade dos sítios ativos do material. Este efeito 

negativo vem sendo estudado e alguns autores afirmam que este fenômeno pode ser evitado 

pela adição de modificadores orgânicos, como agentes surfactantes (ZHANG et al., 2006) 

dentre eles o isopropanol, uma vez que este composto pode se ligar à matéria orgânica natural 

(JEANNEAU; FAURE; JARDÉ, 2007). As propriedades químicas de agentes surfactantes 

conferem a capacidade de solubilizar compostos orgânicos hidrofóbicos (WEST; HARWELL, 

1992). 
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Na Figura 8 estão apresentados os tipos de matéria orgânica natural interagindo 

com micropoluentes orgânicos. Esse tipo de matéria é responsável por transportar 

micropoluentes hidrofóbicos aos sedimentos através de fracas interações (MAGEE et al., 

1991). 

 

Figura 8 – Representação esquemática das partículas presentes em amostras ambientais aquosas 

 

Fonte: Adaptado de JEANNEAU; FAURE; JARDÉ, 2007 

 

3.9.2 Derivatização 

 

A derivatização é uma reação química utilizada para alterar compostos gerando 

novos produtos com melhores propriedades cromatográficas, sendo uma ferramenta muito 

utilizada para detecção de compostos orgânicos em amostras complexas (SCHUMMER et al., 

2009). A técnica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC/MS) 

apresenta um perfil com várias vantagens, no entanto, muitos DEs polares requerem a 

derivatização para uma adequada detecção (BOWDEN et al., 2009).  

O pré-requisito principal para análise por cromatografia gasosa (CG) é que o 

analito de interesse seja volátil e termicamente estável. Como a maioria dos compostos 

orgânicos apresenta baixa volatilidade, incluindo estrogênios, a derivatização deve ser 

realizada anteriormente à separação cromatográfica (GOMES et al., 2003).  

O reagente utilizado na etapa de derivatização deve ser escolhido de acordo com o 

grupo funcional do analito de interesse. O tipo de reagente selecionado pode influenciar a 

análise cromatográfica, a resposta do detector assim como a estabilidade da amostra 

(TERNES; JOSS, 2006).  
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A etapa de derivatização é geralmente realizada por reações de substituições no 

grupo polar do composto, aonde ocorrem as mais comuns reações de alquilação, acetilação e 

silanização, sendo esta provavelmente a técnica mais utilizada. Nas reações de silanização, o 

hidrogênio mais instável de ácidos, alcoóis, aminas, amidas ou cetonas e aldeídos é 

substituído pelo grupo trimetilsilil (TMS). Normalmente não há necessidade de uma etapa de 

purificação e o produto derivatizado pode ser injetado diretamente no cromatógrafo gasoso 

(SCHUMMER et al., 2009).   

Uma grande variedade de reagentes silanizantes está disponível para transferir o 

grupo TMS ao analito, sendo os mais comumente utilizados para derivatização de estrogênios: 

N, O – bis – (trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA) e N-(t-butildimetilsilil)-N-

metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA). Ambos reagentes já foram utilizados com sucesso em 

análises de estrogênios em matrizes ambientais (GHISELLE, 2006; BILLA, 2005; LIU et al., 

2004b; QUINTANA et al., 2004). 

Na Figura 9 está apresentada a reação geral de silanização dos estrogênios 

utilizando BSTFA como reagente silanizante. 

 

Figura 9 – Reação de silanização a partir dos estrogênios e o reagente de derivatização BSTFA 

R-OH  +  (CH3)3SiX                         R-OSi(CH3)3 + HX 
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Fonte: MOREIRA, 2008. 
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No entanto, essa etapa apresenta algumas desvantagens, como: requerimento de 

um tempo maior de análise, podendo chegar a 3 horas de reação, dependendo do reagente 

empregado (GHISELLE, 2006), redução da recuperação do analito e ainda pode promover a 

conversão parcial ou total de um estrogênio, como EE2 em E1 (LERCH; ZINN, 2003).  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

 

Os padrões dos estrogênios utilizados na pesquisa foram estrona - E1 (99%), 17 β 

estradiol - E2 (98%), 17β estradiol- 17 acetato - E2-17A (98,8%) e 17 α-etinilestradiol - EE2 

(99,4%), adquiridos da Sigma-Aldrich. Como reagentes derivatizantes foram utilizados o 

BSTFA (N-O-Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida) de fórmula molecular C8H18F3NOSi2, e 

MTBSTFA+1%TBDMCS(N-Terc-Butildimetilsilil-N-metilfluoracetamida) de fórmula 

molecular C9H18F3NOSi adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes acetona, metanol e 

hexano utilizados foram de grau HPLC (Vetec). 

 

4.1.1 Material utilizado para etapa de filtração da amostra e do eluato 

 

 Durante a etapa de filtração da amostra foi utilizado um sistema com bomba de 

vácuo e papel de filtro de fibra de vidro com diâmetro 47 mm e porosidade 0,45 μm 

(Millipore). Posteriormente, foi adotado um sistema manual de filtração com suporte do tipo 

swinnex em polipropileno, 47 mm de diâmetro. Os sistemas podem ser visualizados na Figura 

10. 

Figura 10 – Sistemas de filtração da amostra 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Para a etapa de microfiltração do eluato (extrato obtido após eluição e 

derivatização) foi utilizado suporte para filtração swinnex em polipropileno (13 mm de 

diâmetro) acoplado com membrana FG (fluoropore) em PTFE, 0,2 µm de poro e 13 mm de 

diâmetro, ambos da Millipore. O material citado pode ser visualizado na Figura 11. 

 

Figura 11– Material utilizado para microfiltração do eluato 

 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

 

4.1.2 Material utilizado na etapa de extração em fase sólida (SPE) 

 

 Na Tabela 5 estão apresentados os cartuchos empregados na etapa de extração 

em fase sólida (SPE). 
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Tabela 5 – Características dos cartuchos empregados na etapa de extração em fase sólida 

Sorbente Fase Estacionária  Grupo Funcional Fabricante 

DSC-18 
(500mg/6 mL) 

Octadecilsilano 
(sílica modificada):fase 

reversa 

 

 Si (CH2)17CH3

 

Supelco 

     

Oasis® HLB 
(200 mg/6mL) 

Polímero (divinilbenzeno-N-

vinilpirolidona): fase reversa 

 

 

N
O

 

Waters 

     

Strata™-X 
(200 mg/6mL) 

Polímero 
(estireno-divinilbenzeno 

modificado com 

butirolactona): 
fase reversa 

 

 

 

 

 

 

N

O

 
Phenomenex 

Fonte: AUTORA, 2012. 

Para a realização da etapa de extração dos analitos foi empregado o processador 

manual Vacuum Manifold (modelo Speed Mate 12; da marca Applied Separations), conforme 

mostrado na Figura 12, o qual era conectado a uma bomba de vácuo (modelo VP-24; marca 

MFS) que mantinha um fluxo médio de 1,5 - 2 mL min
-1

. O fluxo foi mantido com o auxílio 

de equipamentos de uso hospitalar (marca: Embramed).  

Figura 12 – Sistema Vacuum Manifold utilizado durante a etapa de extração em fase sólida (SPE) 

 

Fonte: AUTORA, 2012. 
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4.1.3 Material utilizado para detecção dos desreguladores endócrinos 

 

A identificação e quantificação dos compostos foram realizadas utilizando-se um 

cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrômetro de massa com amostrador automático 

(modelo: FOCUS DSQII-230ST; marca: THERMO SCIENTIFIC), conforme mostrado na 

Figura 13. O processador de dados utilizado foi o software X-Calibur 2.0.7. Como fase 

estacionária foi utilizada uma coluna capilar OV-5MS (5% difenil 95% dimetilpolisiloxano) 

da marca Ohio Valley com dimensões 30m x 0,25mm x 0,25µm. A coluna foi posteriormente 

substituída pela coluna SLB™-5MS (polímero silfenileno – equivalente em termos de 

polaridade a OV-5MS), com mesmas dimensões citadas, obtida da marca Supelco. A 

substituição foi realizada devido ao sangramento (column bleed) da coluna, causado 

geralmente em consequência da inevitável degradação térmica do material polimérico, a qual 

ocorre com o aumento da temperatura da mesma assim como com o acúmulo de compostos 

não voláteis na coluna (BARRY e GROB, 2007). A fase móvel ou gás de arraste utilizado foi 

o gás Hélio adquirido com 99% de pureza (White Martins). 

 

Figura 13 – Equipamento CG/MS (Thermo Scientific) 

 

 

 
Fonte: AUTORA, 2012. 
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Visando um melhor esclarecimento da metodologia empregada na pesquisa é 

apresentado na Figura 14 o fluxograma da estrutura utilizada para a elaboração da 

metodologia. 

Figura 14 – Fluxograma da estrutura utilizada na elaboração de metodologia da pesquisa 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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4.2 Desenvolvimento do Método Analítico 

 

As condições cromatográficas foram baseadas em métodos publicados na 

literatura científica (TERNES et al., 1999a; MOL et al., 2000; SHIMADA et al., 2001; 

GHISELLI, 2006). Foram realizados vários testes a fim de otimizar as condições para análise 

dos compostos em estudo, uma vez que não existe um método padronizado. As condições 

cromatográficas, tais como rampa de aquecimento, temperaturas de injeção, linha de 

transferência e fonte de íons, modo de análise do MS (scan/sim), foram otimizadas visando a 

melhor resolução dos picos dos analitos no menor tempo de corrida, sem interferências de 

outros compostos presentes na matriz avaliada (CARNEIRO, 2012). 

Devido à substituição do material da coluna as resoluções dos compostos E1 e E2 

foram calculadas a partir da Equação 1. O cálculo de resolução é realizado para garantir que 

os picos não estejam coeluidos. 

                                                                                                                               (1) 

 

Onde: 

t R: tempo de retenção do composto (min); 

W: largura do pico na base (min). 

 

Maiores valores de resolução indicam melhor separação: 

Rs=1, os dois picos são razoavelmente separados; 

Rs=1,25, é suficiente para fins quantitativos; 

Rs>1,5, indica separação completa (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). 

 

Para calcular a eficiência da coluna foi utilizado o número de pratos teóricos (N), 

conforme Equação 2. Quanto maior o valor de N, mais eficiente será a coluna (COLLINS; 

BRAGA; BONATO, 2006). 

 

 

               (2) 

As condições utilizadas para identificação e quantificação dos estrogênios 

utilizando CG/MS estão apresentadas na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Condições cromatográficas utilizadas na análise de estrogênios com equipamento CG/MS 

Parâmetros do GC 

Gás carreador Hélio      

Vazão do gás de análise 1,2 mL min
-1 

     

Volume de injeção 1µL      

Modo de injeção Splitless    

Temperatura do injetor 250°C    

Temperatura da interfase 290°C    

Temperatura da fonte de íons 290°C    

Rampa de Aquecimento: 

Temperatura Inicial 50°C    

 

Programa de Temperatura 

40°C/min até150°C  

40°C/min até 270°C  (1 min) 

10°C/min até 280°C (5 min) 

10°C/min até 290°C (5 min) 

Parâmetros do MS      

Calibração com PFTBA Modo automático    

Método de ionização Impacto de elétrons (EI+)    

Relação m/z inicial 50    

Relação m/z final 650    

Aquisição de dados 0,50 s    

Modo aquisição dados FULL SCAN    

Energia +70 eV    

Fonte: AUTORA, 2012 
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As análises quantitativas foram realizadas empregando-se o método do padrão 

externo. Trabalhou-se com solução-padrão contendo analitos em concentrações variadas, 

obtidas através de diluições sucessivas das respectivas soluções-padrões derivatizadas. Estas 

soluções foram injetadas em triplicata, sendo a média utilizada para obtenção das curvas 

analíticas através da regressão linear (área versus concentração). O composto 17 α-

etinilestradiol foi analisado individualmente devido a sua derivatização incompleta e possível 

transformação em estrona (STRECK, 2009; SHAREEF et al., 2006; LABADIE et al., 2005).  

 

4.3 Estudos de Derivatização 

 

 Durante o estudo da etapa de derivatização foram analisados diferentes meios 

reacionais, quantidade de derivatizante e tempo de reação. A metodologia adotada por 

Ghiselli (2006) foi insatisfatória para derivatizar os esteróides devido à presença do meio 

reacional. Portanto, foi avaliada outra metodologia, sem a presença do meio reacional durante 

a reação de derivatização (BILA, 2005; LIU et al., 2004b).  

Inicialmente, foram analisados os tipos de meio reacional empregados durante a 

etapa de derivatização, em que os solventes avaliados foram o acetato de etila (EtOAC) e o 

metanol (MeOH). Também foi realizada a análise da ausência do meio reacional, em que a 

solução multielementar foi completamente evaporada em estufa à temperatura de 45°C e, 

posteriormente, adicionado o reagente de derivatização. O reagente derivatizante utilizado 

nessa etapa foi o MTBSTFA+1% TBDMCS. Na Figura 15 está apresentado o fluxograma 

resumido do estudo de derivatização realizado. 

 

Figura 15 – Fluxograma do estudo da derivatização 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Após a investigação do efeito da presença ou ausência do meio reacional, foi 

realizado um estudo de comparação dos dois tipos de derivatizantes, BSTFA e MTBSTFA 

+1% TBDMCS, sob duas condições distintas: 100 µL, 75 ºC, 3 horas (condição A); e 50 µL, 

60 ºC, 30 min (condição B). Os frascos foram tampados e levados a banho-maria. Na Tabela 7 

estão apresentadas as duas condições utilizadas para os dois reagentes. Foram analisadas 

como respostas as áreas dos picos nas duas condições para seleção do silanizante. 

Tabela 7 – Condições utilizadas para avaliação dos reagentes derivatizantes BSTFA e MTBSTFA+1%TBDMCS 

Condição Volume (µL) 
Temperatura de 

reação (°C) 

Tempo de 

reação 
Referência 

A 100 75 3 horas Mol et al., 2006 

B 50 60 30 minutos Liu et al., 2004 

Fonte: AUTORA, 2012 

Após a seleção do reagente derivatizante, as condições analíticas para a etapa de 

derivatização foram otimizadas pelo planejamento fatorial com três fatores (2
3
) e triplicata no 

ponto central (apresentado em negrito), de forma randomizada. Os parâmetros otimizados 

foram: volume do derivatizante (25-75 μL), temperatura da reação (40-80ºC) e tempo de 

duração (15-45 min). O software utilizado durante o estudo foi o Statgraphics® Centurion 

XV.  O planejamento do experimento pode ser visualizado na Tabela 8. 

Tabela 8 – Planejamento fatorial de otimização da etapa de derivatização 

Bloco Volume (μL) Temperatura (°C) Tempo (min) 

1 50 60 30 

2 25 40 45 

3 75 80 15 

4 75 40 15 

5 25 80 15 

6 25 40 15 

7 50 60 30 

8 75 40 45 
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Continuação da Tabela 8 – Planejamento fatorial de otimização da etapa de derivatização 

9 50 60 30 

10 75 80 45 

11 25 80 45 

Fonte: AUTORA, 2012 

Os estrogênios analisados foram adicionados à matriz de esgoto sanitário na 

concentração de 1 μg mL
-1

 . Posteriormente, os analitos foram concentrados por extração em 

fase sólida (SPE) e eluidos com 11 mL de MeOH; o extrato foi homogeneizado sendo 

retiradas alíquotas de 1 mL distribuídas em vials de 2 mL para secura e adicionados o 

reagente BSTFA. O fluxograma com a metodologia empregada está apresentado na Figura 16. 

As respostas foram analisadas em termos de área dos picos dos analitos.  

 

Figura 16 – Fluxograma da metodologia utilizada para o planejamento fatorial da etapa de derivatização 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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4.4 Otimização da Etapa de Concentração dos Analitos - Extração em Fase Sólida 

(SPE) 

O desenvolvimento da metodologia analítica para concentração de estrogênios 

presentes em esgotos sanitários por meio da extração em fase sólida (SPE) foi realizada em 

etapas, sendo estudado: tipo de eluente, efeito da acidificação da matriz ambiental, volume de 

quebra, material adsorvente empregado, adição de isopropanol e, posteriormente, foi realizado 

um planejamento fatorial para a SPE como forma de otimização da metodologia. 

 

4.4.1 Estudo do eluente 

 

Com o objetivo de otimizar a escolha do solvente a ser empregado na etapa de 

eluição dos analitos foram selecionados os solventes: acetona, uma mistura de acetona:hexano 

(50:50,v/v) (TAN et al., 2007), sendo utilizado um volume de 4 mL para cada eluição, e uma 

concentração de 50 µg L 
-1

. A matriz utilizada para o estudo foi Água Milli-Q. 

O cartucho utilizado durante essa etapa foi o DSC-18, sendo o condicionamento 

do cartucho realizado com 6 mL de hexano, 6 mL de acetona, 6 mL de MeOH e 10 mL de 

água Milli-Q.  

Após a concentração dos analitos (SPE), o cartucho permaneceu sob sistema de 

vácuo por 30 minutos para que pequenas quantidades de água fossem eliminadas. Os eluatos 

foram levados à secura total em estufa a 45°C (LIU et al., 2004b) objetivando a remoção de 

toda água de forma a não prejudicar a etapa de derivatização, como foi observado em estudos 

anteriores realizados no  laboratório de Saneamento (LABOSAN), os quais serão discutidos 

posteriormente.  

Na Figura 17 está apresentado o fluxograma do estudo de eluentes. 
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Figura 17 – Fluxograma da metodologia empregada durante a análise de eluente 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

 

 

4.4.2 Estudo da acidificação da amostra ambiental 

 

Devido às divergências sobre a real necessidade desse procedimento, a 

metodologia aplicada nas amostras ambientais coletadas foi avaliada sem a modificação do 

pH (faixa 6 - 7) e em pH 3, adicionando ácido clorídrico (HCl) concentrado. Essa avaliação 

foi realizada utilizando a mesma metodologia para o estudo de eluentes, apresentada na 

Figura 17, sendo selecionado o eluente que obteve melhor resultado. 
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4.4.3 Avaliação dos materiais adsorventes 

 

Foram avaliados os três tipos de materiais adsorventes citados anteriormente na 

Tabela 5 ( vide item 4.1.2). Foi adicionado uma solução multielementar dos estrogênios na 

concentração de 1 μg L
-1

 à matriz aquosa (água Milli-Q – Millipore). Os cartuchos foram 

condicionados com 10 mL de uma mistura MeOH:Acetona (50:50, v/v) e eluídos com 4 mL 

da mesma mistura. Os extratos foram levados à secura, derivatizados e, posteriormente, 

analisados por CG/MS. O estudo foi realizado em duplicata e com análise do branco. A 

avaliação dos cartuchos foi realizada em termos de recuperação (%) dos estrogênios. Segundo 

Mayer et al. (1995) as características físicas dos materiais adsorventes, como área de 

superfície, tamanho da partícula, tamanho do poro ou volume de poro são propriedades 

crucias para a escolha do material, as quais são apresentadas na Tabela 9. 

 

Tabela 9 – Propriedades físicas de caracterização das partículas dos cartuchos DSC-18, Oasis HLB e Strata-X 

Parâmetro Unidade DSC-18
1 

Oasis® HLB
2 

Strata™-X
3
 

 

Área de superfície 

 

(m
2
/g) 

 

463 

 

823 

 

818 

Diâmetro do poro 
 

(Å) 
73 82 88 

 

Volume do poro 
(mL/g) 0,85 1,34 1,26 

 

Diâmetro da partícula 
(µm) 53 30,3 28 

Fonte: 
1
 Certificado de análise emitido pela Supelco (2008); 

2
 Certificado de análise emitido pela Waters (2011); 

3
 Certificado de análise emitido pela Phenomenex ( 2010) 

 

 

4.4.4 Planejamento Fatorial para a SPE 

 

O planejamento fatorial (experimental design) vem sendo utilizado com o objetivo 

de minimizar erros analíticos causados quando a interação entre os fatores é negligenciada, 

como por exemplo, um ótimo valor de pH para uma reação enzimática pode depender da 

temperatura utilizada, e vice-versa. Os fatores que possam interferir nos resultados do 

experimento devem ser previamente identificados e analisados estatisticamente para 
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determinação da condição ótima de trabalho, onde vários fatores estão envolvidos (MILLER e 

MILLER, 2005).  

A etapa de SPE foi otimizada pelo planejamento fatorial com análise de quatro 

fatores (2
4
). Foram identificados como interferentes no processo de SPE os seguintes fatores: 

tipo de eluente, tipo de cartucho, pH e volume de amostra. O planejamento foi realizado em 

dois níveis (+1 e -1), sem ponto central, randomizado. Como fator resposta foi utilizado a área 

do pico do analito analisado. O software utilizado durante o estudo foi o Statgraphics® 

Centurion XV. A concentração avaliada foi a de 5 μg L 
-1

, com o objetivo de se obter uma boa 

visualização nos resultados. Na Tabela 10 estão apresentados os níveis atribuídos aos fatores 

analisados. 

 

Tabela 10 – Valores atribuídos aos fatores analisados durante o planejamento fatorial para SPE 

Fatores -1 +1 Unid. Contínuo 

Eluente A B -- Não 

Cartucho Oasis Strata-X -- Não 

pH 3 7 -- Sim 

Volume de amostra 250 500 mL Sim 

 

Os ensaios realizados durante o planejamento do experimento podem ser 

visualizados na Tabela 11. 

Tabela 11 – Planejamento fatorial (2
4
) para SPE 

Ensaio Eluente Cartucho pH Volume, mL 

1 B Strata-X 7 250 

2 B Strata-X 7 500 

3 B Oasis HLB 7 250 

4 A Strata-X 7 250 

5 B Oasis HLB 7 500 

6 A Strata-X 3 500 

7 A Strata-X 7 500 
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Continuação da Tabela 11 – Planejamento fatorial (2
4
) para SPE 

8 B Oasis HLB 3 500 

9 A Oasis HLB 3 500 

10 B Oasis HLB 3 250 

11 A Oasis HLB 7 250 

12 A Oasis HLB 7 500 

13 A Oasis HLB 3 250 

14 A Strata-X 3 250 

15 B Strata-X 3 500 

16 B Strata-X 3 250 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: A) MeOH; B)MeOH: Acetona (60:40, v/v) 

 

 

4.4.5 Estudo da adição do modificador orgânico isopropanol 

 

O composto isopropanol (H3C - HCOH-CH3) foi adicionado à matriz na 

proporção de 10:1 (efluente: isopropanol), sendo utilizados 500 mL de amostra, ou seja, a 

concentração utilizada foi de 78,6 g L
-1

. Como matriz ambiental foi utilizado efluente 

sanitário, sendo adicionados à matriz os padrões dos estrogênios na concentração de 2 µg L
-1

. 

A metodologia foi a mesma aplicada no estudo de recuperação, o qual foi realizado em 

paralelo ao estudo de isopropanol. O cartucho utilizado foi o Oasis HLB®. 

 

4.5 Validação do Método Analítico 

 

Os parâmetros analíticos validados foram: precisão; linearidade; limite de 

detecção; limite de quantificação e ensaio de recuperação.  

Devido à inexistência de sistemas de validação que assegurem a confiabilidade 

dos procedimentos analíticos adotados para a determinação dos desreguladores endócrinos a 

validação do método analítico do presente trabalho foi realizada seguindo os critérios de 

documentos usualmente utilizados (INMETRO, 2006; ABNT-NBR 14029, 2005c; LANÇAS, 

2004; BRASIL, 2003) e literatura científica (RIBANI et al., 2004; HUBER, 2007). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Grupo_hidroxilo
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A precisão é normalmente determinada para circunstâncias específicas de medição 

e as formas mais comuns de expressá-las são por meio da repetibilidade e a reprodutibilidade, 

sendo expressas através do desvio-padrão relativo (DPR), também conhecido como 

coeficiente de variação (CV), obtido a partir de injeções repetidas, em que são sugeridas cinco 

ou mais repetições (LANÇAS, 2004). 

A precisão instrumental foi determinada com base nas áreas e tempo de retenção 

dos compostos da solução padrão multielementar na concentração de 50 μg L
-1 

(50ppb) em 

dez replicatas, sendo calculado coeficiente de variação (CV%), de acordo com a Equação 3. 

 

 

100(%) 
ãoMédiaConcentraç

ãoDesvioPadr
CV                                                              (3) 

Segundo manual da AOAC - Association of Official Analytical Chemists (1998) a 

precisão deve ser estimada de acordo com a concentração do analito observada, conforme 

mostrado na Tabela 12. 

 

Tabela 12 – Concentração do analito vs Precisão 

Concentração do analito CV% 

100 ppm 5,3 

10 ppm 7,3 

1 ppm 11 

100 ppb 15 

10 ppb 21 

1 ppb 30 
Fonte: Adaptado de AOAC (1998) apud HUBER (2007) 

Legenda: ppm: mg L
-1

; ppb: µg L
-1

 

 

A faixa linear da curva de calibração é definida como a faixa de concentração na 

qual a sensibilidade (slope) pode ser considerada constante. No presente trabalho a faixa 

linear foi obtida por padronização externa, sendo calculado o coeficiente de correlação linear 

(R) devendo este apresentar um valor igual ou superior a 0,99, recomendando pela ANVISA – 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2003). As faixas de trabalho variaram de 

0,010 a 10 µg.mL 
-1

. 

O limite de quantificação é definido como sendo a menor quantidade detectável 

com precisão e exatidão, já o limite de detecção representa a menor quantidade do composto 

de interesse que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada (LANÇAS, 2004).  
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Os limites de detecção e quantificação podem ser determinados por três maneiras 

diferentes: método visual, método de relação sinal-ruído e o método baseado em parâmetros 

na curva analítica. 

Selecionou-se inicialmente o método visual, realizando-se injeções de soluções 

padrões com diferentes concentrações. Após chegar a um valor aproximado do limite de 

detecção, foi aplicado o procedimento analítico para calcular o LD e LQ, a partir do método 

baseado em parâmetros da curva analítica, uma vez que esse método é considerado de maior 

confiabilidade, pois leva em consideração o intervalo de confiança da regressão linear 

(RIBANI et al., 2004).  

As equações utilizadas para o cálculo do LD e LQ são apresentados nas Equações 

4 e 5. 

 

    
       

  
                                                                                                                  (4) 

 

 

    
        

  
 

                                                                                                                                                  (5) 

  

Onde, DPa é a estimativa do desvio padrão da resposta de, no mínimo, sete 

injeções da menor concentração da curva analítica; e IC é a inclinação ou coeficiente angular 

da curva analítica (BRASIL, 2003). 

 O estudo de recuperação foi realizado para os dois cartuchos utilizados durante a 

pesquisa, a saber: DSC-18 e Oasis HLB. Para o cartucho DSC-18, a concentração analisada 

dos hormônios foi de 2 µg L 
-1 

e para Oasis HLB foi de 500 ng L 
-1

, sendo adicionada na 

amostra (esgoto sanitário) uma solução multielementar antes da etapa de extração dos analitos 

por SPE. A recuperação foi calculada segundo a Equação 6.  

Foi realizado um branco utilizando-se a mesma metodologia SPE com água Milli-

Q para a verificação de possíveis contaminações durante o procedimento analítico (efeito 

matriz). 

100
 - 

(%)Re
3

21











C

CC
cuperação                                                               (6) 
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Onde: 

C1 = concentração determinada na amostra adicionada; 

C2 = concentração determinada na amostra não adicionada (branco); 

C3 = concentração adicionada. 

 

4.6 Monitoramento dos desreguladores endócrinos (DEs) e do micropoluente colesterol 

em esgotos sanitários de ETEs e em águas superficiais 

 

4.6.1 Monitoramento dos desreguladores endócrinos e do micropoluente colesterol em 

esgotos sanitários 

 

As coletas das amostras foram realizadas nas estações de tratamento de esgotos 

sanitários (ETEs) listadas na Tabela 13 e apresentadas nas Figuras 18 a 22, sendo estas 

classificadas por tipo de tratamento. Para a avaliação da ocorrência dos DEs e micropoluente 

colesterol foi realizada uma campanha de 25 coletas dos afluentes e efluentes das unidades de 

tratamento. No Anexo A estão apresentados os dados dos projetos das ETEs selecionadas, os 

quais não puderam ser confirmados in loco. As amostras foram coletadas de forma simples no 

período da manhã entre 8:00 e 10:00 h. No caso das lagoas de estabilização a profundidade da 

coleta foi de aproximadamente 1 metro. 

 

Tabela 13 – Estações de tratamento de esgoto selecionadas para avaliação de eficiência de remoção de DES 

classificadas por tipo de tecnologia empregada 

Localização ETE - 

Abreviatura 
Tipo de tratamento Período da coleta 

Conjunto José Walter (CJW) LF + Lagoa Maturação (LM) Abril 2010 – Abril 2012 

Tabapuá (TB) LF + Lagoa Maturação (LM) Maio 2010 – Dezembro 2011 

Conjunto Nova Metrópole 

(CNM) 
Lagoa facultativa - LF Maio 2010 – Janeiro 2012 

Residencial Itaperussu (LA) Lodos Ativados (LA) Junho 2010 – Março 2012 

Conjunto Itaperi II (UASB) 
Reator de manto de lodo e fluxo 

ascendente (UASB) seguido de 

cloração 

Novembro 2011 – Abril 2012 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 18 – Local de amostragem do Conjunto José Walter, Fortaleza- CE 

 
Fonte: AUTORA, 2011; Adaptado de GOOGLE EARTH, 2011 

Legenda:A) Esgoto Bruto; B) Esgoto tratado; C) Vista satélite da ETE  

 

 

 

Figura 19 – Local de amostragem na ETE de Tabapuá, localizada em Caucaia, CE 

 

Fonte: Adaptado de GOOGLE EARTH, 2011 
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Figura 20 – Local de amostragem na ETE do Conjunto Nova Metrópole, localizado em Caucaia, CE 

 

 

 

Fonte: Adaptado de GOOGLE EARTH, 2011 

Figura 21 – Local de amostragem na ETE de lodos ativados do Residencial Itaperussu, Fortaleza, CE 

 

Fonte: GOOGLE EARTH, 2011; AUTORA, 2011 
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Figura 22 – Local de amostragem na ETE do Conjunto Itapery II, utilizando como sistema de tratamento reator 

UASB, Fortaleza, CE 

 
Fonte: GOOGLE EARTH, 2012 

 

As coletas das amostras foram feitas de forma pontual antes e depois do 

tratamento, sendo a eficiência da tecnologia calculada segundo a Equação 7: 

 

 

(7) 

 

Durante a coleta das amostras foi utilizado recipiente de alumínio com volume de 

10 litros, sendo transferidos para frascos de vidro âmbar para análises cromatográficas, físico-

químicas e de ecotoxicidade. 

Para as análises cromatográficas foram adicionados antes da coleta 10 mL de 

formaldeído por litro de amostra para impedir a biodegradação dos analitos de interesse 

(CAVALCANTE et al., 2010) e 0,1 mL de solução a 3% de metabissulfito de sódio 

(Na2S2O5) às amostras coletadas nas ETEs LA e UASB. Este último reagente foi utilizado 

como agente neutralizador de cloro livre, além de prevenir a degradação dos estrógenos. A 

remoção de cloro torna-se necessária para evitar que o mesmo cause danos à coluna 

cromatográfica, uma vez que é um agente fortemente oxidante (VERBINNEN; NUNES, 

2010). As amostras foram transportadas em caixa térmica com gelo até o laboratório de 

análise (LABOSAN). Quando havia impossibilidade de a análise ecotoxicológica ser 

realizada em 48 horas, as amostras eram congeladas para análise em no máximo 2 semanas, 

conforme recomendação da norma alemã DIN 38412-1 (KNIE, 2004). 

100
ãoAfluenteConcentraç

)ãoEfluenteConcentraçãoAfluenteConcentraç(
remoção(%) de Eficência x






78 
 

 
 

4.6.2 Tratamento dos dados de concentração dos micropoluentes 

 

Os dados obtidos durante a pesquisa são representados em diagramas de box plot, 

ou também conhecido como diagrama de caixa e bigode. O diagrama é utilizado para mostrar 

a mediana, espalhamento e intervalo interquartílico dos dados. Na Figura 23 é mostrado um 

exemplo de diagrama box plot e seus componentes. A distância entre a linha mais inferior e a 

aresta inferior da caixa é a amplitude onde os 25 % dos dados mais baixos podem ser 

encontrados (denominado quartil inferior). A caixa mostra os 50 % dos dados situados no 

meio do conjunto de valores (intervalo interquartílico): isto é, 50 % dos dados obtidos são 

maiores do que a parte mais baixa da figura, mas menores do que a parte superior da figura. A 

distância entre a aresta superior da caixa e a linha horizontal superior mostra o intervalo onde 

os 25 % maiores dados poderão ser encontrado (quartil superior). No meio da caixa há uma 

linha horizontal, essa linha representa a mediana (FIELD, 2009). 

O diagrama de box plot também pode nos informar se a distribuição dos dados é 

simétrica ou assimétrica, baseada na diferença entre as distâncias entre o quartil inferior e o 

quartil superior, sem ambos apresentarem o mesmo valor de distância da caixa os dados são 

considerados simétricos, se não, são assimétricos (FIELD, 2009) 

A avaliação de dados discrepantes
1
é fundamental em qualquer análise exploratória 

de dados, pois tais valores podem fornecer informações importantes ou afetar fortemente 

algumas estatísticas, como a média e o desvio padrão, como também podem distorcer a 

distribuição dos dados amostrais, comprometendo, assim, testes estatísticos que dependam 

destas características (TRIOLA, 2008). Nesse contexto, a avaliação dos valores atípicos se 

baseou na diferença dos valores em relação ao intervalo interquartílico para cada conjunto de 

dados. 

Assim, valores que superam o terceiro quartil em 150 % do valor do intervalo 

interquartílico
2
 (IIQ) do conjunto de dados ou que são inferiores ao primeiro quartil em 150 % 

do IIQ foram considerados valores atípicos ou outliers. Nos diagramas de box plot aqui 

apresentados, os dados atípicos são representados por círculos preenchidos (CARNEIRO, 

2012). 

 

 

                                                 
1
 Valores discrepantes ou outliers são valores considerados incomuns por estarem relativamente afastados da 

maioria dos demais dados. 
2
 Intervalo interquartílico é a diferença entre o terceiro e o primeiro quartil do rol de dados, representado assim, a 

amplitude dos 50% de valores centrais do conjunto de dados considerado. 
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Figura 23 – Exemplo de diagrama de box plot 

 
Fonte: Adaptado de FIELD (2009) 

 

4.6.3 Identificação dos desreguladores endócrinos em águas superficiais 

 

Para a detecção de DEs em águas superficiais foram selecionados dois pontos dos 

rios Ceará e Cocó, representados nas Figuras 24 e 25. As coletas foram realizadas durante o 

mês de dezembro no ano de 2010. As coordenadas UTM (Universal Transversa de Mercator) 

dos pontos de coletas são apresentados na Tabela 14. Já na Tabela 15 estão apresentados os 

valores dos fatores de concentração e o volume de amostra utilizado para as amostras 

analisadas. As metodologias aplicadas para as análises físico-químicas e microbiológicas são 

apresentadas no Anexo B. 
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(25%)

Meio     
(50%)

Inferior (25%)
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Tabela 14 – Coordenadas UTM para os pontos de amostragem dos rios Ceará e Cocó 

Amostra UTM 

P1CE 05410/9586467 

P2CE 0545721/9591191 

P1CC 0562412/9583095 

P2CC 0540377/9560264 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Tabela 15 – Fator de concentração e volume de amostra utilizado para as amostras coletadas 

Amostra Fator de concentração Volume de amostra 

Esgoto Sanitário 1000 vezes 500 mL 

Água Superficial 20000 vezes 1000 mL 

Fonte: AUTORA, 2012 

  

Figura 24 – Pontos de amostragem de águas superficiais dos rios Ceará e Cocó 

 

Fonte: AUTORA, 2010 

 

P1 CE P2 CE

P1 CC P2 CC

P1 

CC 
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Figura 25 – Vista área dos pontos de amostragem das águas superficiais 

 

Fonte: Adaptado de Google Maps, 2012 
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4.7 Ensaios Ecotoxicológicos 

 

4.7.1 Cultivo do organismo teste - Daphnia magna 

 

O organismo-teste deste estudo, Daphnia magna (Figura 26), foi fornecido pelo 

Laboratório de Análises Integradas de Mananciais e Águas Residuárias (LIAMAR) do 

Instituto Federal de Educação Tecnológica do Ceará (IF-CE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A metodologia para cultivo e para realização dos ensaios segue a NBR 12713 / 

2009 (Ecotoxicologia Aquática – Toxicidade aguda Método de ensaio com Daphnia spp). 

As vidrarias novas foram lavadas com solução de ácido clorídrico 10%, água da 

torneira e água destilada, sendo utilizadas exclusivamente na ecotoxicologia e separadas de 

acordo com uso conforme mostrado na Figura 27. 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Organismo Daphnia magna com 24 horas (lente 40x)  

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 27 – Vidrarias utilizadas no laboratório de ecotoxicologia do LABOSAN. 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: A) Azul - cultivo de D.magna B) Verde - cultivo das algas. C) Vermelha - ensaios de toxicidade. 

 

 

No cultivo de D. magna utilizou-se água reconstituída, com dureza total ajustada 

entre 175 a 225 mg CaCO3/L  e pH variando entre 7,0 e 8,0. A água de cultivo depois de 

preparada foi aerada, antes de sua utilização, durante 24 horas para a completa solubilização 

dos sais, saturação do oxigênio dissolvido e estabilização do pH. Os valores de pH, dureza e 

oxigênio dissolvido foram medidos e anotados para garantia da sobrevivência e reprodução 

dos organismos. 

Foram mantidos em béqueres ou aquários no máximo 25 organismos por 1 L de 

água de cultivo. Os cultivos foram conduzidos em câmaras de germinação (Tecnal - 401) com 

temperatura ajustada para 20°C ± 2
o
C e iluminação difusa com foto-período de 16 horas de 

luz e 8 horas de escuro. A água de cultivo foi mantida na câmara de germinação antes da sua 

utilização para evitar diferenças de temperatura maior que 2º C. 

A água de cultivo juntamente com béqueres e aquários foram trocados duas vezes 

por semana para a remoção das carapaças, excretas e neonatos excedentes. Os organismos 

foram manuseados com pipetas de Pasteur com diâmetro compatível ao tamanho dos 

mesmos. A cada semana iniciou-se o cultivo de novos lotes de organismos para garantir a 

disponibilidade contínua de organismos-teste. Os organismos com idade superior a quarenta 

dias eram sacrificados antes de serem descartados, visto que não é uma espécie autóctone. 

Para a alimentação das daphnias utilizou-se a alga verde unicelular 

Pseudokirchneriella subcaptata, durante fase exponencial de crescimento. Adotou-se para a 

alimentação dos cultivos uma concentração de 4,5x10
6
 células/Daphnia, o tipo e a quantidade 

de alga foram analisados por Monteiro (2009) a qual chegou ao melhor resultado em termos 

de reprodução, sendo adotado durante a presente pesquisa. O alimento foi fornecido 

diariamente, ou com intervalo máximo de dois dias (nos finais de semana). Para o 

A B C
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fornecimento de uma quantidade fixa de algas por organismo foi elaborada uma curva de 

crescimento das algas. 

 

4.7.2 Cultivo da alga Pseudokirchneriella subcaptata 

 

A cepa da alga Pseudokirchneriella subcaptata (anteriormente denominada de 

Selenastrum capricornutum) foi fornecida pelo laboratório integrado de águas mananciais e 

águas residuárias (LIAMAR) do Instituto Federal de Educação Tecnológica do Ceará (IF-

CE). Para cultivo da alga P. subcaptata (Figura 28) utilizou-se o meio de cultura LC OLIGO 

conforme a norma de toxicidade que descreve o cultivo e o método de ensaio para estas algas 

(ABNT, 2005a). 

As soluções para a preparação do meio LC OLIGO foram preparadas e 

posteriormente estocadas entre 4ºC a 10ºC, por no máximo seis meses. Quando os valores de 

pH dos meios não estavam adequados (entre 6,0 e 8,0) fazia-se o ajuste com soluções de ácido 

clorídrico (HCl) ou de hidróxido de sódio (NaOH). Estes meios foram agitados durante 1 hora 

e autoclavados por 15 minutos a 121ºC.  

As culturas-estoque de algas que serviam como inóculo foram mantidas até no 

máximo por três meses entre 4ºC a 10ºC em meio sólido de forma a se obter células viáveis 

para a semeadura. A inoculação em meio líquido foi realizada em ambiente asséptico e as 

culturas de algas foram mantidas entre 20ºC a 30ºC, sob iluminação constante até o sétimo dia 

de crescimento. 

Após atingir o crescimento exponencial, as algas foram centrifugadas, o líquido 

sobrenadante (meio de cultura da alga) descartado e utilizou-se na alimentação a biomassa 

diluída em água de cultivo para Daphnia magna, evitando-se a interferência de nutrientes e 

compostos que poderiam ser tóxicos aos organismos-teste. Realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro da suspensão de biomassa em água de cultivo e com o auxílio da curva de 

crescimento da alga pode-se calcular a quantidade de algas por unidade de volume. Assim, 

fornecia-se uma quantidade fixa para a alimentação do cultivo dos organismos. O preparo do 

alimento foi realizado semanalmente e mantido sob refrigeração para posterior utilização. 
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Figura 28 – Cultivo da alga Pseudokirchneriella subcaptata 

 

Fonte: AUTORA, 2012. 
 

4.7.3 Curva de crescimento da alga Pseudokirchneriella subcaptata 

 

Para elaboração da curva de crescimento da alga, inoculou-se 2 mL de meio de 

cultivo com algas em fase exponencial ou log (fase em que as células começam a dividir-se 

regularmente a uma taxa constante) em erlenmeyer com capacidade de 250 mL contendo 100 

mL de meio de cultivo. O experimento foi realizado em triplicata. O acompanhamento do 

crescimento das algas foi feito mediante uso de câmara de Neubauer por contagem direta sob 

observação em microscópio ótico (Opton 108 - trinocular). 

Foram colocados aproximadamente 3 mL de amostra do erlenmeyer, em um tubo 

de ensaio. Com o auxílio de uma pipeta automática colocou-se uma alíquota de 15 µL entre a 

lamínula e a câmara de Neubauer, distribuindo-se pela superfície de contagem por 

capilaridade. Após a sedimentação das algas (aproximadamente três minutos) realizou-se a 

contagem das algas e leitura da absorbância no espectrofotômetro (Thermo – Nicolet 

Evolution 100). Utilizou-se o comprimento de onda de 750 nm, conforme recomendado na 

NBR 12648 / 2005. 
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A câmara de Neubauer tem profundidade de 0,1 mm
2 

e volume de 0,9 mm
3
, sendo 

formada por nove quadrados “grandes”, cada um deles com 1,0 mm
2
. Os quatro quadrados 

que formam os vértices da câmara são divididos em 16 quadrados menores; o quadrado 

central de 1,0 mm
2 

é subdividido em 25 quadrados menores, cada qual com área de 0, 0025 

mm
2
 (LOURENÇO, 2006). 

Conforme afirma Lourenço (2006) a contagem pode ser realizada de forma parcial 

contando 5 quadrados (os 4 vértices e o quadrado central) ou cinco quadrados em diagonal. A 

densidade de células por unidade de volume (mL) é obtida multiplicando-se o número 

contado pelo fator 50.000. Adotou-se neste estudo a primeira forma de contagem. 

A partir dos dados obtidos por contagem direta em câmara de Neubauer em 

microscópio óptico e posterior cálculo da quantidade de células em 1 mL de meio de cultura e 

leitura da absorbância em espectrofotômetro pode-se plotar curvas de crescimento, 

fundamentais para facilitar o fornecimento de quantidades fixas de alimento por daphnia 

necessário para avaliar a quantidade e o tipo de alimento sobre a reprodução de Daphnia 

magna quando cultivada em laboratório (MONTEIRO, 2009). 

 

4.7.4 Ensaio de Sensibilidade 

 

A sensibilidade dos organismos foi testada, pelo menos uma vez por mês, 

conforme metodologia descrita na NBR 12713 (ABNT, 2009). Utilizou-se como substância 

de referência o dicromato de potássio (K2Cr2O7) nas concentrações de 0,0; 0,125; 0,25; 0,5; 

0,8; 1,0 mg L
-1

, para o cálculo em 48 horas, as concentrações 0,0;0,125; 0,25; 0,5; 1,2 e 2,0, 

mg L
-1

, para o cálculo em 24 horas.  

 As diluições foram preparadas a partir da adição de volumes conhecidos de uma 

solução-estoque de dicromato de potássio de 10 mg L
-1

. Os ensaios foram realizados nas 

mesmas condições do ensaio definitivo, em triplicada, com um total de no mínimo 21 

organismos por concentração testada, sem alimentação. 

Os ensaios de sensibilidade foram realizados para avaliar a sensibilidade dos 

organismos quando expostos à substância de referência, como também a repetibilidade do 

método analítico ao longo do tempo, permitindo comparações interlaboratoriais. Além disso, 

os testes eram realizados visando assegurar a qualificação dos mesmos dentro dos padrões 

internacionais e garantir a validação dos testes realizados conforme ISO 6341 (ISO, 1996), 
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que determina a faixa da CE50-24h entre 0,6 a 1,7 mg L
-1

, para a substância de referência já 

citada. 

 A norma brasileira recomenda que somente se realize ensaios de toxicidade 

quando a carta-controle possuir pelo menos cinco resultados e que sejam realizados ensaios 

até se obter 20 resultados. 

A qualidade da água de cultivo e de diluição também foi avaliada indiretamente 

pelos resultados obtidos na carta-controle de sensibilidade. 

Para a elaboração da carta-controle de sensibilidade, foram calculados dois 

desvios-padrão (2σ), superior e inferior à média obtida. Estes valores foram grafados na carta-

controle através de linhas perpendiculares ao eixo que apresenta os resultados dos ensaios de 

toxicidade. 

4.7.5 Ensaio de Toxicidade Aguda 

 

A metodologia adotada para o ensaio de toxicidade segue as recomendações da 

NBR 12713 (ABNT, 2009). 

As amostras foram mantidas em frascos de vidro âmbar e os ensaios foram 

realizados em menos de 48 horas, na impossibilidade de sua realização em menos de 48 horas 

as amostras foram congeladas para serem analisadas em no máximo 2 semanas, segundo a 

norma DIN 38412-1 (KNIE, 2004). 

As soluções testes foram preparadas no momento da realização do ensaio e para 

preparo destas soluções nas diluições necessárias utilizou-se água de diluição. A dureza 

deveria estar entre 175 a 225 mg CaCO3/L, o oxigênio dissolvido maior que 1,0 mg O2 L
-1

 e a 

temperatura em 20
o
C ± 2

o
C antes da transferência dos neonatos. 

O ensaio definitivo consistiu na exposição dos neonatos a diferentes diluições da 

amostra, conforme apresentado na Figura 29. Os organismos jovens utilizados nos ensaios 

continham de 2 h a 26 h e foram obtidos por partenogênese, a partir da terceira postura das 

Daphnias (mãe). Os ensaios foram realizados em triplicata. Em cada diluição e para o controle 

foram adicionados no mínimo 21 organismos. Utilizou-se 25 mL de solução-teste em 

recipientes com capacidade de 40 mL (Figura 30) que foram mantidos em câmara de 

germinação escura. Foram contados os neonatos mortos nos testes em 24 horas e em 48 horas. 

Os dados referentes à quantidade de neonatos mortos para cada diluição e controle foram 

inseridos no programa estatístico ‘Trimmed Spearman Karber’ para o cálculo de CE50 

(concentração efetiva que provoca imobilidade e / ou mortalidade de 50% dos organismos). 
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Figura 29 – Concentrações das soluções testes utilizadas durante os ensaios agudos e crônicos 

 

Fonte: Adaptado de MONTEIRO, 2009 

 

 

 
Figura 30 – Aparatos utilizados durante a realização dos ensaios de ecotoxicidade 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Considerando que o valor da CE
50 

é inversamente proporcional à toxicidade da 

amostra (quanto menor o valor da CE
50

, maior a toxicidade da mesma), a transformação 

desses valores em unidade tóxica (U.T.) pode facilitar a compreensão dos resultados, visto 

que a mesma apresenta uma relação dieta com o grau de toxicidade da amostra (quanto maior 

o valor da U.T., maior a toxicidade). Para os bioensaios realizados, a unidade tóxica (U.T.) foi 

calculada a partir da Equação 8 (IBAMA, 1987).  

 

      
   

    
                                                                                                 (8) 
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 As amostras foram classificadas segundo o IBAMA (1987), o qual classifica o 

nível de toxicidade das amostras em função dos valores obtidos de CE50, conforme 

apresentado na Tabela 16. 

 

Tabela 16 –  Classificação de toxicidade das amostras em função do valor de CE50. 

CE50 (% da amostra original) U.T. Classificação da amostra 

25 4 Muito tóxica 

25 – 50 4 - 2 Tóxica 

51-75 1,96 – 1,33 Moderadamente tóxica 

75 1,33 Levemente tóxica 

Fonte: IBAMA, 1987 

 Para o cálculo da eficiência de remoção da toxicidade aguda foi utilizada a 

equação 7, anteriormente apresentada no item 4.6. Para a realização dos gráficos box plot foi 

utilizado o software SSPS Statistics 17.0. 

 

4.7.6 Ensaio de Toxicidade Crônica 

 

Devido à inexistência de uma norma brasileira para testes de toxicidade crônica a 

metodologia foi desenvolvida baseada em trabalhos publicados como da autora Brentano, 

(2006), além da norma ABNT-NBR 13.373, que desenvolveu o método de ensaio para teste 

crônico em Ceriodaphnia spp. (ABNT, 2005b). A nível internacional foi utilizado o trabalho 

publicado por Mendonça et al. (2009), os quais seguiram a norma da ISO 10706:2000 para a 

elaboração do ensaio crônico. 

Para realização dos ensaios, foram utilizados organismos jovens, com 2 a 26 horas 

de idade, obtidos a partir da terceira postura de fêmeas cultivadas. O método consistiu na 

exposição dos organismos jovens da espécie Daphnia magna, a várias diluições da amostra 

por um período de 21 dias.  

Cada ensaio foi realizado com 5 diluições da amostra, além do controle (água de 

diluição). A faixa da diluição utilizada para amostra era selecionada de acordo com o 

resultado obtido para o teste agudo da mesma amostra (Figura 30). O ensaio foi realizado em 

sistema semi-estático, sendo as soluções teste renovadas em um intervalo de 48 horas. As 
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soluções-teste eram congeladas em alíquotas para preservação de substâncias potencialmente 

tóxicas. 

Para cada diluição foram utilizadas 10 réplicas, dispondo individualmente 10 

organismos jovens de Daphnia magna em frascos de 100 mL, cada frasco contendo 50 mL da 

solução-teste. Os frascos foram cobertos com filme de PVC para evitar a evaporação e 

contaminação com possíveis resíduos suspensos no ar.  

Os ensaios foram mantidos nas mesmas condições ambientais que os lotes de 

cultivo. O alimento foi fornecido diariamente, ou com intervalo máximo de dois dias (nos 

finais de semana). O acompanhamento da sobrevivência e número de jovens gerados por 

fêmea foi realizado diariamente durante a primeira semana, passando para duas vezes 

semanais até o final do experimento. 

Foram realizados ensaios crônicos para cada amostra coletada, citadas na Tabela 

13. Além das amostras provenientes das ETEs foi realizado um ensaio crônico com uma 

solução multielementar de estrogênios (E1, E2, E2-17 A e EE2) nas concentrações: 0,5; 1,0; 

2,0; 4,0; 8,0 µg L
-1

.  

Foram analisados quatro parâmetros durante a execução do teste: longevidade, 

crescimento, fecundidade e alterações morfológicas. A longevidade foi obtida pelo 

acompanhamento da sobrevivência dos organismos até o final do teste (21 dias), o 

crescimento foi avaliado também ao final do teste usando uma lâmina com escala de 1 cm e 

microscópio ótico com aumento de 40 vezes para medição. Considerou-se o comprimento 

total do individuo o comprimento da cabeça até a carapaça, conforme Figura 31. 

 

Figura 31 – Medida do comprimento total de Daphnia magna 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: BRENTANO, 2006 
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A fecundidade foi avaliada pela contagem dos neonatos gerados pelas fêmeas no 

período de 21 dias. A presença de macho, ou seja, mudança de sexo, também foi um 

parâmetro analisado durante o teste crônico, uma vez que os desreguladores endócrinos 

podem causar essa mudança. 

Os resultados para longevidade, crescimento e fecundidade obtidos nas diferentes 

soluções-teste foram comparados aos resultados dos controles. Assim, pode-se encontrar a 

concentração de efeito não observado - CENO e a concentração de efeito observado - CEO. A 

CENO é definida como a maior concentração da amostra que não causa efeito deletério 

estatisticamente significativo aos organismos quando comparado ao controle, nas condições 

de ensaio; e a CEO é definida como a menor concentração da amostra que causa efeito 

estatisticamente significativo nos organismos quando comparado ao controle, nas condições 

de ensaio (ABNT, 2005b). A CENO e a CEO foram expressas em porcentagem para os testes 

dos efluentes provenientes das ETEs e em µg L 
-1

 para os testes realizados com os 

desreguladores endócrinos. 

 

4.7.7 Análise estatística empregada para o cálculo de CENO e CEO 

 

A avaliação de efeito tóxico na sobrevivência foi efetuada através do teste de 

Fisher. Para a avaliação de efeitos subletais nas concentrações que não afetam a 

sobrevivência foram realizados testes estatísticos comparando um único tratamento com o 

controle Os passos adotados para análise estatística, assim como os testes utilizados para 

determinação de CENO e CEO estão apresentados na Figura 32 (ZAGATTO & 

BERTOLETTI, 2008). O software utilizado para todos os testes foi o programa estatístico 

SPSS Statistics 17.0. 

A fim de avaliar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste de Shapiro Wilks, o 

qual é recomendado quando o número total de amostra é igual ou inferior a 50. Quando os 

dados avaliados seguiam uma distribuição normal, ou seja, eram não significativos (p ≥ 0,05), 

utilizava-se um teste paramétrico
3
 (Teste “t”) de comparação entre os grupos, a fim de estimar 

se a diferença entre as médias do controle e das concentrações eram estatisticamente 

significativas, ou seja, para p < 0,05 o efeito era tóxico, pois havia diferença significativa. 

Quando p ≥ 0,05, não havia toxicidade para a concentração avaliada. Concomitante ao teste 

                                                 
3
 Teste paramétrico é um teste estatístico que considera uma distribuição característica, em geral a curva normal, 

e outras suposições sobre o conjunto de dados na determinação ou estimativa de uma estatística desejada. Em 

geral, são mais restritivos já que necessitam de um maior número de suposições atendidas. 
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paramétrico, também se avaliou a homogeneidade da variância entre os grupos por meio do 

teste Levene, p ≥ 0,05 para variâncias homogêneas e p < 0,05 para variâncias heterogêneas.  

Quando o teste de normalidade apresentava valor p < 0,05, ou seja, o grupo de 

dados não seguiam uma distribuição normal, era necessário aplicar um teste não paramétrico
4
, 

teste de Wilcoxon’s Rank Sum, para avaliar o efeito tóxico entre os grupos nas diferentes 

concentrações avaliadas.  

Para análise estatísticas dos dados de reprodução foi utilizado o número de 

organismos gerados por Daphnia adulta, sendo realizada para todos os testes a comparação de 

um único tratamento, no caso concentração, com o controle. 

Figura 32 – Fluxograma para análise estatística de dados de testes de toxicidade crônica com uma única 

concentração e o controle 

 
Fonte: Adaptado de ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008 

                                                 
4
 Teste não paramétrico é um procedimento estatístico que independe das hipóteses restritivas dos testes 

paramétricos. Especificamente, eles não presumem que os dados tenham distribuição normal. 

Teste “t”

Dados de crescimento, reprodução, 
etc.

Teste de Shapiro Wilk’s
NORMALIDADE

Teste de Wilcoxon’s Rank Sum

Teste de Levene
HOMOGENEIDADE DE VARIÂNCIAS

Teste “t” para variâncias 
heterogêneas

Diferença significativa na sobrevivência?

Não tóxico Efeito crônico

SIM

NÃO

NÃO SIM

NÃO

SIM
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5 5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Desenvolvimento do método analítico 

 

Na Tabela 17 estão apresentados os resultados do tempo de retenção (tR) dos 

analitos e da relação massa/carga (m/z) obtidos durante a implementação do método de 

análise para os DEs e para o micropoluente colesterol.   

 

Tabela 17 – Parâmetros qualitativos (tempo de retenção e íons de quantificação) utilizados na determinação dos 

hormônios 

Composto 
tR (min) 

OV-5MS 

 
tR (min) 

SLB-5MS 

 m/z m/z  m/z 

E1 6,66  10,91  218  257  342 

E2 6,95  11,34  285  326  416 

E2-17A 7,57  11,93  244  297  386 

EE2 (mono 

derivatizado) 7,24  11,75  285  342  368 

EE2 (di 

derivatizado) 7,88  -  285  425  440 

CHOL 11,56  17,10  255  368  458 

Fonte: AUTORA, 2012 

 Os resultados obtidos para o tempo de retenção dos compostos foram menores do 

que os obtidos por de Mes (2007) e Quintana (2004) em condições semelhantes de rampa de 

aquecimento e demais parâmetros operacionais do CG/MS, o que torna o método 

desenvolvido mais economicamente viável, uma vez que o consumo do gás de arraste seria 

reduzido devido à menor demanda de tempo de corrida. Além do tR, a relação massa/carga 

(m/z) encontrada para os compostos derivatizados é condizente com o encontrado por de Mes 

(2007) e Noppe (2006). 

Nas Figuras 33 e 34 são apresentados os cromatogramas dos micropoluentes 

obtidos em duas colunas distintas. 
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Figura 33 – Cromatograma obtido da solução padrão multielementar de hormônios utilizando a coluna OV-

5MS 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 34 – Cromatograma obtido da solução padrão multielementar de hormônios utilizando a coluna SLB-

5MS 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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(McNAIR; MILLER, 2009). A separação dos compostos pode ser avaliada em dados 

numéricos em termos de resolução os resultados obtidos para E1 e E2 foram 2,4 para coluna 

OV-5MS e 1,66 para SLB-5MS, os valores >1,5 indicam que a separação dos compostos foi 

completa para as duas colunas utilizadas na pesquisa. No entanto, a coluna SLB-5MS 

apresentou uma maior eficiência de separação, uma vez que o número de pratos teóricos (N) 

foi de 183.869 contra 48.546 para a coluna OV-5MS, o N foi calculado utilizando os dados 

para o E1. 

Nas Figuras 35 a 40 são apresentados os espectros de massa (MS) obtidos a partir 

da injeção de solução padrão multielementar durante a análise cromatográfica dos hormônios 

derivatizados com BSTFA. 

 

Figura 35 – Espectro de massa do E1 derivatizado com BSTFA 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 36 – Espectro de massa do E2 derivatizado com BSTFA 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 37 – Espectro de massa do E2-17A derivatizado com BSTFA 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 38– Espectro de massa do EE2 mono derivatizado com BSTFA 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 39 – Espectro de massa do EE2 di derivatizado com BSTFA 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 40– Espectro de massa do CHOL derivatizado com BSTFA 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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5.2 Validação do Método Analítico 

 

Na Tabela 18 estão apresentados os resultados obtidos durante a análise de 

precisão dos compostos. 

 

Tabela 18 – Precisão do método cromatográfico empregando área e tempo de retenção dos compostos na 

concentração 50 ppb (50 µg L
-1

). n=10 

Composto 

 

CV(%) Área 

 

CV(%) tR 

 

E1 16,84 0,10 

E2 16,21 0,13 

E2-17A 18,21 0,10 

EE2 20,48 0,28 

CHOL 12,87 0,08 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: CV%: Coeficiente de variação 

 

A partir da Tabela 18 pode ser verificado que a repetibilidade do método variou 

de 0,08% a 0,28% para o tempo de retenção (análise qualitativa) e 12,87% a 20,48% para a 

área do pico (análise quantitativa), demonstrando uma precisão satisfatória, haja vista que 

todos os analitos apresentaram CV% dentro da faixa predita pela AOAC (1998), que 

determina que para a faixa de concentração entre 100-10 ppb os valores de CV% devem estar 

na faixa de 15-21%, portanto como a concentração dos analitos analisadas foi de 50 ppb os 

valores obtidos encontram-se dentro da faixa determinada. 

 Na Tabela 19 está apresentado o resultado de linearidade obtido durante a 

realização das curvas analíticas dos hormônios, observado através do coeficiente de 

correlação (R) das curvas de calibração e o número de pontos utilizados (N) para a realização 

da curva. Os valores de limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) instrumentais dos 

hormônios esteróides também são apresentados na Tabela 19. 
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Tabela 19 – Parâmetros de linearidade obtidos na validação do método analítico instrumental para os hormônios 

Composto R N Faixa Linear (µg L
-1

) LD (ng L
-1

) LQ (ng L
-1

) 

 E1 0,9937 10 10,0 – 1000 35,38 117,92 

 E2 0,9928   10 10,0 – 1000 11,28 37,58 

 E2-17A 0,9930 8 10,0 – 1000 18,90 62,99 

 EE2 0,9970 5 10,0 – 1000 1416,43 4721,44 

 CHOL 0,9900 9 10,0 – 1000  1065,98 3553,28 
Fonte: Autora, 2012 

Legenda:  

R: coeficiente de correlação linear 

N: número de pontos utilizados para a curva de calibração 

LD: limite de detecção 

LQ: limite de quantificação 

 

Percebe-se que para todos os estrogênios, o valor de R foi superior a 0,99, o que 

atende as exigências da ANVISA (BRASIL, 2003), ou seja, valores de R igual ou superior a 

0,99. 

Azzouz et al.(2010) encontraram valores menores de LD para os estrogênios, 

variando de 0,05-0,06 ng L
-1

. Andrási et al. (2011) encontraram valores de LQ semelhantes 

aos obtidos durante a pesquisa, variando de 1,88 ng L
-1

 e 37,5 ng L
-1

. O limite de 

quantificação obtidos para E1, E2 e EE2 determinados por essa metodologia foram inferiores 

aos encontrados por Quintana et al. (2004), os quais utilizaram CG/MS para identificação. Os 

autores encontram valores que variaram de 10-17 µg L 
-1

.  

Os resultados obtidos de recuperação utilizando o cartucho DSC-18 são 

apresentados na Tabela 20. Já na Tabela 21 estão apresentados os resultados obtidos na 

análise da eficiência do cartucho Oasis HLB. 

 

Tabela 20 – Recuperação (%) dos estrogênios utilizando cartucho DSC-18, concentração 2 µg L
-1

, matriz 

efluente sanitário. 

Composto Recuperação (%) 

E1 73,4 

E2 52 

E2-17A 105 

EE2 99 

Colesterol ND 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Tabela 21 – Recuperação (%) dos hormônios utilizando cartucho Oasis HLB, concentração 500 ng L
-1

, matriz 

efluente sanitário, n=2. 

Composto Recuperação (%) DP 

E1 76 ±0,04 

E2 66     ±0,11 

E2-17A 42 ±0,50 

EE2 69 ±0,58 

Colesterol 54 ±0,76 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (1998), o valor 

aceitável de recuperação dependerá do percentual de analito que foi adicionado em relação à 

amostra como um todo, relação m/v de analito, que para a faixa de concentração adicionada à 

amostra em estudo, 500 ng L 
-1

, o percentual massa/volume será de 10
-9 

%, o que resulta em 

uma faixa de recuperação aceitável de 40 a 120%, conforme exposto na Tabela 4 (p.40), o que 

torna a recuperação satisfatória para todos os analitos analisados. Para a concentração de 

2 µg L 
-1

 (10
-7 

%) a faixa seria de 80-110%, apresentando resultados insatisfatórios para os 

estrogênios E1 e E2. 

Os valores de recuperação dos analitos para o cartucho Oasis HLB são menores 

do que os apresentados por alguns autores que utilizaram como matriz efluente sanitário 

adicionando baixas concentrações de estrogênios e utilizaram o mesmo tipo de cartucho 

(SALVADOR et al., 2007; TRENHOLM et al., 2006; BENIJTS et al., 2004; LAGANÀ et al., 

2004). Vega-Morales et al. (2012) encontraram uma recuperação na faixa de 88-98% para 

concentração de 500 ng L
-1

 de analitos. No entanto, os autores Abegglen et al. (2009) 

encontraram uma recuperação para o composto EE2 de 77%, valor aproximado do obtido 

(69%) durante essa pesquisa para o cartucho polimérico. 

Pedrouzo et al. (2009) encontraram faixas de recuperação semelhantes à da 

presente pesquisa utilizando os seguintes parâmetros: matriz esgoto sanitário, cartucho Oasis 

HLB e estrogênios na concentração de 300  ng L 
-1

, as eficiências de recuperação pelos 

autores foram: 51% (E1), 61%(E2), 26% (E2-17A) e 52% (EE2).  

Os índices de recuperação estão intimamente relacionados com o 

desenvolvimento do método de preparo da amostra, incluindo a etapa de filtração, por 

exemplo, de Graaff et al. (2011) atribuíram os baixos índices de recuperação encontrados em 

afluente/efluente à adsorção dos analitos na etapa de filtração da amostra em papéis de fibra 

de vidro, etapa preliminar à SPE. Os autores compararam o índice de recuperação dos 
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estrogênios em água Milli-Q e na matriz de água negra (black water – constituído apenas de 

fezes e urina), os resultados da adsorção para BW foram: E1 -26%; E2-64%; EE2-35%, no 

entanto os autores não conseguiram explicar porque em outros efluentes não ocorria a mesma 

adsorção. Essa informação necessita ser confirmada realizando ensaios com efluentes de 

ETEs e outros materiais de papéis de filtro devem ser testados com o objetivo de aumentar o 

índice de recuperação dos analitos. 

Diante dos resultados obtidos, é recomendado que sejam realizados mais ensaios 

em diferentes concentrações, a fim de observar se o resultado se mantém constante, além de 

determinar o LD do método. Segundo BRASIL (2003), se o método obtiver boa precisão, 

podem ser aceitáveis baixas recuperações. 

 

 

5.3 Otimização da Etapa de Concentração dos Analitos - Extração em Fase Sólida (SPE) 

 

5.3.1 Estudo do eluente 

 

Na Figura 41 está apresentado o cromatograma obtido durante a análise de eluente 

para os micropoluentes. Na Tabela 22 são apresentados os resultados em termos de 

recuperação (%) obtidos na comparação dos solventes para eluição na etapa de SPE. 

 

Figura 41 – Cromatograma de comparação dos eluentes acetona e acetona:hexano realizado para os 

estrogênios 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Tabela 22 – Eficiência de recuperação de estrogênios (%) comparando os eluentes acetona e acetona:hexano 

(50:50, v/v), na concentração de 50 µg L
-1

, com cartucho DSC-18 

Composto Acetona Acetona:Hexano 

E1 120 120 

E2 69,5 68,4 

E2-17A 48,8 115,4 

EE2 75 90 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Durante a análise dos eluentes, observou-se que a mistura acetona:hexano (50:50, 

v/v) foi mais eficiente para todos os compostos quando comparada à acetona, como pode ser 

observado na Figura 41, exceto para o E2. Em processos de separação envolvendo adsorção 

de compostos moderadamente polares em fases sólidas deve-se empregar solventes com 

valores de ε° (valor eluotrópico) inferiores a 0,4 (LANÇAS, 2004). Percebe-se que os analitos 

analisados apresentaram resultados de recuperação dentro da faixa recomendada por Lanças 

(2004), de 70-120%, em que apenas E2 apresentou uma recuperação inferior a 68,4%. O 

composto E2-17A apresentou uma recuperação de 115% quando utilizado como eluente a 

mistura acetona: hexano (50:50, v/v). Devido aos valores do coeficiente octanol-água (log 

Kow entre 3,5 e 5), os estrogênios analisados são considerados de média a baixa polaridade, 

sendo o E2-17A o composto de menor polaridade (log Kow 4,95) e, portanto, o que 

apresentava uma maior afinidade com a fase móvel acetona:hexano, a qual possuía menor 

polaridade. Deve ser observado que o material adsorvente utilizado é sílica modificada, ou 

seja, não possui muita interação com o analito, portanto, ao analisar outro material adsorvente 

devem ser testados outros tipos de eluentes. 

 

 

5.3.2 Estudo da acidificação da amostra ambiental 

 

Os resultados obtidos durante a avaliação do efeito do pH na matriz ambiental são 

apresentados na Figura 42.  
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Figura 42 – Comparação das áreas dos picos obtidos durante o estudo da acidificação da matriz ambiental 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Diante dos resultados, observa-se que a matriz ambiental com pH 3 apresentou 

uma melhor eficiência na etapa de extração dos analitos em relação à amostra em seu pH 

original (pH 7). A acidificação da amostra é desejável para diminuir a dissociação de analitos 

fracamente ácidos (pKa 10,2-10,5), o que pode aumentar a eficiência de extração devido à 

interação mais forte dos íons não dissociados, ou seja, do estrogênio em sua forma molecular, 

com o material adsorvente contido no cartucho de SPE (LIU et al., 2004).  

O resultado obtido indicando a acidificação é condizente com a recomendação 

reportada no método 1694 da USEPA (2007), o qual descreve na metodologia a acidificação 

da amostra para pH < 2. Substâncias húmicas, presentes em efluentes sanitários, são melhores 

extraídas a um baixo valor de pH, conforme reportado por Bizkarguenaga et al. (2012). 

 

5.3.3 Avaliação dos materiais adsorventes 

 

Os resultados da comparação dos materiais adsorventes utilizado na SPE podem 

ser visualizados na Figura 43 e na Tabela 23. 
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Figura 43 – Cromatograma de comparação dos materiais adsorventes avaliados. 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Tabela 23 – Eficiência de recuperação dos analitos durante a avaliação dos materiais adsorventes 

Compostos/ 

Cartuchos 

Recuperação 

(concentração) 

(%) 

DP CV(%) 

 DSC-18® 

E1 

 

98,50 

 

±0,05 

 

5,02 

E2 100,83 ±0,04 3,97 

E2-17A 100,33 ±0,02 2,34 

EE2 74,50 ±0,29 38,91 

Oasis HLB®    

E1 97,17 ±0,04 4,12 

E2 101,00 ±0,03 3,26 

E2-17A 95,33 ±0,02 2,47 

EE2 93,00 ±0,10 10,64 

Strata-X®    

E1 96,33 ±0,02 1,95 

E2 97,50 ±0,02 2,17 

E2-17A 94,33 ±0,00 0,49 

EE2 118,00 ±0,45 38,35 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Diante dos resultados obtidos em termos de recuperação percebe-se que não há 

uma diferença significativa entre os cartuchos, no entanto para o composto EE2 as taxas de 

recuperação para os materiais poliméricos (Oasis HLB e Strata-X) foram significativamente 

maiores quando comparado ao material empregando sílica modificada (DSC-18). 

Liu et al. (2004a) analisaram diversos tipos de materiais adsorventes visando um 

alto valor de recuperação dos contaminantes, sendo que o cartucho que apresentou melhor 

recuperação foi o Oasis HLB, chegando a um valor de 118% para os estrogênios E1, E2 e 

EE2. O cartucho DSC-18 da Supelco®, o qual emprega sílica modificada, também apresentou 

valores aceitáveis de recuperação, maiores que 80% (Liu et al., 2004a).  
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Esse resultado pode ser confirmado por Ghiselli (2006) e por Huang et al. (2011), 

os quais encontraram valores ótimos de recuperação (82-95%) utilizando cartucho Oasis 

HLB. Quando grupos hidrofílicos, como N-vinilpirolidona, são adicionados aos sorbentes 

poliméricos, estes tornam o material mais efetivo na retenção do analito, especialmente para 

amostras ambientais (SALVADOR et al., 2007). A maior eficiência dos materiais poliméricos 

pode ser atribuída ao tipo de interação entre o analito e o sorbente. Este fato é atribuído 

porque a superfície do grupo hidrofílico contém um número maior de sítios aromáticos, o que 

permite interações do tipo π-π, enquanto que a interação do grupo funcional do analito e a 

sílica modificada (C-18) seja devido às forças do tipo van der Waals (MASQUÉ et al., 1998). 

 

 

5.3.4 Planejamento Fatorial para SPE 

 

Devido aos resultados obtidos na avaliação dos materiais adsorventes, foram 

selecionados os cartuchos Oasis HLB® e Strata-X® para a realização do planejamento 

fatorial. 

A matriz dos experimentos e os vetores de resposta (valores médios das áreas dos 

picos cromatográficos) obtidos pelo planejamento fatorial com 16 ensaios (quatro fatores em 

dois níveis) são apresentados na Tabela 24. 

Com os resultados obtidos pelo Statgraphics® Centurion XV foram gerados os 

diagramas de Pareto para cada composto, com intervalo de confiança de 95%, os quais são 

mostrados na Figura 44.  



108 
 

 
 

Tabela 24 – Matriz para o planejamento fatorial (2
4
) e áreas dos picos dos cromatogramas obtidos para o método de extração dos hormônios por SPE e análise por GC/MS 

Ensaio Eluente Cartucho pH Volume, mL E1 E2 E2-17A EE2 

 

CHOL 

 

1 B Strata-X 7 250 146820 11431 31527 18732 1703 

2 B Strata-X 7 500 149871 50145 26795,5 10609 1978 

3 B Oasis HLB 7 250 148880 6459 61358 8201,5 1534 

4 A Strata-X 7 250 38299,5 0 10440 4021 3244 

5 B Oasis HLB 7 500 85686 1501 13842,5 8603,5 3112 

6 A Strata-X 3 500 271769,5 8140,5 61038,5 17213 4562 

7 A Strata-X 7 500 149787,5 10027 68483 18199 1978 

8 B Oasis HLB 3 500 7048 1021 0 0 1934 

9 A Oasis HLB 3 500 274772 39910 106476 40349,5 11409 

10 B Oasis HLB 3 250 22294 1745 9322 5530,5 2293 

11 A Oasis HLB 7 250 131887 28830 27416 19990 9916 

12 A Oasis HLB 7 500 391843,5 14927,5 98080 50955,5 3562 

13 A Oasis HLB 3 250 166438 21898,5 60879 28157,5 7322 

14 A Strata-X 3 250 261680 61631 67333 20582,5 6710 

15 B Strata-X 3 500 164683,5 6375,5 49452 26683 4308 

16 B Strata-X 3 250 87979,25 3642 17173 17617,5 3579 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: A)MeOH; B)MeOH: Acetona (60:40, v/v) 
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Figura 44 – Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da SPE para os hormônios 

 

 

 
 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Continuação da Figura 44 - Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da SPE para os hormônios 

  

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 
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para nenhum dos fatores analisados, sendo a interação eluente e pH a de maior influência 

quando comparada aos demais fatores (p-valor 0,1842). O fator que apresentou maior 

significância para o composto EE2 foi a interação entre o tipo de cartucho e o eluente (p-valor 

0,0086) (Figura 44d). Para o composto CHOL os fatores analisados não apresentaram efeitos 

com significância (Figura 44e). 

Para uma melhor visualização dos resultados obtidos para os parâmetros 

qualitativos (tipo de eluente e cartucho) são apresentados nas Figuras 45 a 49 os gráficos de 

superfície de resposta quando estes vão do nível -1 ao +1, os quais podem simplificar a 

interpretação dos resultados obtidos. Os valores dos parâmetros para os hormônios foram 

fixados nos seus respectivos valores ótimos. 

Figura 45 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E1 

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 46 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E2 

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 47 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para E2-17A 

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 48 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para EE2 

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 49 – Gráficos de superfície de resposta do planejamento fatorial da SPE para CHOL 

 
 

Fonte: AUTORA, 2012 
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apresentados (pH 3 e pH7). O E2 (Figura 46b) apresentou uma modificação significativa na 

superfície de resposta, em que o valor de área sofre um incremento quando o pH passa de 7 

para 3, indicando que este último valor é mais recomendado para esse analito. Diferentemente 

do pH, o parâmetro de volume de amostra apresentou bastante significância para todos os 

estrogênios, conforme pode ser observada na forte variação nas cores da superfície (Figuras 

45 a 49). Essa variação não ocorre na mesma intensidade para o composto CHOL (Figura 49). 

Os valores de pH e volume de amostra dos analitos diferiram quanto aos 

resultados ótimos. Entretanto, como nenhum dos dois fatores apresentou interação 

significativa em termos de análise de variância (p-valor > 0,05), foram analisados os valores 

p. Aquele que mais se aproximou da significância (menor valor de p) foi o pH selecionado, 

sendo assim o pH 3 escolhido. O volume de amostra selecionado foi de 500 mL, baseado nas 

mesmas informações. De acordo com resultados obtidos por Bizkarguenaga et al. (2012), ao 

analisarem três volumes de amostras  (100, 250 e 500 mL), as alíquotas de 500 mL 

apresentaram melhores respostas, além disso, nenhum efeito de volume de quebra 

(breakthrough volume) foi observado. 

O efeito do pH na etapa de SPE foi avaliado por Huang et al. (2011), sendo que a 

matriz acidificada apresentava melhor resultado de recuperação, fato este confirmado pela 

presente pesquisa. 

 

Tabela 25 – Resultados de otimização dos hormônios no planejamento fatorial da SPE 

Composto Eluente Cartucho pH p-valor Volume, mL p-valor 

E1 MeOH Oasis HLB® 7 0,9627 500 0,1356 

E2 MeOH Oasis HLB® 3 0,8192 250 0,9688 

E2-17A MeOH Oasis HLB® 3 0,7644 500 0,2498 

EE2 MeOH Oasis HLB® 7 0,6133 500 0,1719 

CHOL MeOH Oasis HLB® 3 0,2993 250 0,9902 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

5.3.5 Estudo da adição do modificador orgânico isopropanol 

 

Na Tabela 26 são apresentados os resultados obtidos durante a análise do 

modificador de matriz isopropanol. 
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Tabela 26 – Eficiência de recuperação (%) para os hormônios com adição do Isopropanol (n=2) 

Composto Recuperação (%) DP 

 

E1 65,5 ±0,48 

E2 32 ±0,46 

E2-17A 128 ±0,07 

EE2 NA NA 

CHOL 4 ±0,03 

Fonte: AUTORA, 2012 

NA: Não analisado 

DP: Desvio Padrão 

 

Os resultados obtidos de recuperação dos hormônios após adição do reagente 

isopropanol não apresentaram valores satisfatórios (Tabela 26), uma vez que para uma 

concentração de 2 µg L 
-1

 nenhuma recuperação se situou dentro da faixa desejada de 80-

110% (AOAC, 1998). Os resultados da presente pesquisa divergem dos encontrados por 

Jeanneau et al. (2007), os quais obtiveram uma melhor performance na recuperação quando 

adicionado isopropanol como modificador orgânico em hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs), com exceção de alguns compostos, dentre eles o naftaleno. A 

metodologia utilizada pelos autores apresentaram três fatores diferentes dos aplicados na 

presente pesquisa, a saber: adição de NaCl (2 g L
-1

) à matriz; utilização de matriz sintética, ou 

seja, os ácidos húmicos eram adicionados à solução aquosa em concentrações conhecidas de 

5 µg mL 
-1

 e acidificação a pH 1. Os fatores citados podem ter influenciado negativamente na 

eficiência verificada do presente estudo, muito embora os compostos analisados fossem 

diferentes daqueles estudados em Jeanneau et al. (2007).   

O nosso resultado concorda com o reportado por Zhang et al. (2006), os quais não 

observaram aumento na eficiência de recuperação na etapa de SPE, atribuindo o fato à baixa 

concentração (10 g L
-1

) analisada. Os autores utilizaram como agente surfactante o composto 

ácido dodecilbenzenosulfônico. Já Patrolecco et al. (2004) demonstraram que a utilização de 

um agente surfactante não iônico pode ser responsável pela solubilização de alguns DEs 

hidrofóbicos (e.g. NP e BPA). 

 

5.4 Estudos de derivatização 

 

Os resultados obtidos durante a análise do meio reacional são representados por 

meio dos cromatogramas da Figura 50. 
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Figura 50 – Cromatogramas de comparação das condições de derivatização dos hormônios na ausência e 

presença do meio reacional 

 
Fonte:AUTORA, 2012 
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hidrogênio presente nas moléculas.  
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sem a redissolução dos mesmos em qualquer meio reacional, utilizando somente o próprio 

derivatizante durante a reação. 

Os resultados da comparação das áreas dos picos obtidos durante a avaliação dos 

tipos de reagentes derivatizantes empregados na reação de derivatização nas condições 

distintas A e B são mostrados na Figura 51. 

 

Figura 51 – Comparação das áreas dos picos nas condições A e B  

 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: A: 100µL; 75ºC por 3 h; B: 50µL; 60ºC por 30 min 

 
Tabela 27 – Áreas médias e desvio padrão relativo obtidos na análise dos derivatizantes MTBSTFA e BSTFA 

Composto 
Condição A  Condição A 

MTBSTFA
1
  DPR

2
 (%) BSTFA DPR 

E1 18736673 38,87 21786443 3,62 

E2 ND
3
 ND 16447539 5,55 

E2-17A 8888765 141,42 13092514 12,24 

EE2 9095281,5 63,46 4922952 10,82 

Composto 
Condição B  Condição B 

MTBSTFA
1
  DPR

2
 (%) BSTFA DPR 

E1 36363696,5 23,77 36904992 5,87 

E2 2724792 141,42 27340915 6,49 

E2-17A ND ND 22606927 10,30 

EE2 18773982,5 39,31 12214210 0,10 

Fonte: AUTORA, 2012  
1
 Área média do pico; 

2
 Desvio padrão relativo (em %);

3
 Não detectado 
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Pode-se perceber que o derivatizante BSTFA apresentou, em geral, um melhor 

resultado em relação ao MTBSTFA, uma vez que o BSTFA obteve o produto derivatizado 

para todos os estrogênios analisados enquanto o MTBSTFA não derivatizou o E2 na condição 

A nem o E2-17A na condição B, conforme pode ser observado nas representações das áreas 

dos picos obtidas para cada composto. Portanto, nossos resultados estão de acordo com 

aqueles reportados em Quintana et al. (2004) no que concerne a insuficiente derivatização do 

MTBSTFA do E2 e a completa reação por BSTFA. Tal comportamento pode ser atribuído ao 

impedimento estérico ocasionado pelo MTBSTFA, pois sua estrutura molecular torna o 

reagente menos acessível à reação de derivatização quando comparado ao BSTFA, devido ao 

composto de transição formado durante a reação, ilustrado na Figura 52 (SCHUMMER et al., 

2009). Além disso o desvio padrão para o MTBSTFA foi maior que o obtido para o BSTFA 

(Tabela 27), indicando que o derivatizante BSTFA apresentava melhor reprodutibilidade na 

reação. Wu et al. (2008) reportaram que para esteróides fecais, dentre eles colesterol, o 

BSTFA apresentou melhor performance que o MTBSTFA. 

A resposta obtida em termos de área é dependente da estrutura do composto 

analisado. Por exemplo, Magiera et al. (2011) realizaram experimento fatorial e concluiram 

que o melhor agente derivatizante era o MTBSTFA, sendo os compostos analisados por eles 

fármacos, β-bloqueadores, dentre outros. 

Portanto, em termos de resposta analítica, o BSTFA foi o reagente selecionado, 

uma vez que os resultados das áreas obtidas apresentaram maiores valores quando 

comparados ao MTBSTFA. Pesquisadores como Hernando et al. (2004) selecionaram 

previamente aos seus estudos o BSTFA, devido à sua capacidade de reagir rapidamente com 

compostos orgânicos contendo grupo hidroxila, além da formação de compostos voláteis 

estáveis e boa solubilidade em solventes orgânicos.  
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Figura 52 – Estado de transição do estrogênio E1 derivatizado com MTBSTFA e BTSFA 
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Fonte: Adaptado de SCHUMMER et al., 2009 

 

Após a seleção do tipo de derivatizante, foi realizada a otimização multivariada 

(2
3
) das condições de reações. Os fatores analisados juntamente com as áreas dos picos 

cromatográficos como vetores resposta dos hormônios selecionados são apresentados na 

Tabela 28. 

Com os resultados obtidos pelo Statgraphics® Centurion XV foram gerados os 

diagramas de Pareto para cada composto, com intervalo de confiança de 95%, os quais são 

mostrados nas Figuras 53 a 57. Na Tabela 28 é apresentada a matriz com seus fatores 

respostas em termos de área do pico. Por fim, os valores ótimos de volume, temperatura e 

tempo de reação para os hormônios selecionados são apresentados na Tabela 29. 
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Figura 53 – Diagramas de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E1 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 54 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E2 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 55 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para E2-17A 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Figura 56 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para EE2  

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 57 – Diagrama de Pareto do planejamento fatorial da etapa de derivatização para CHOL  

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Tabela 28 – Matriz para o planejamento fatorial (2
3
) e áreas dos picos dos cromatogramas obtidos para a 

otimização das condições de derivatização dos hormônios utilizando BSTFA como reagente derivatizante 

Ensaio Volume 

(µL) 

Temp. 

 (°C) 

  Tempo 

(minutos) 
E1 E2 E2-17A EE2 CHOL 

1 50 60 30 215488 62209 158546 50499 14240395 

2 75 40 15 382760 156467 287236 32892 23765770 

3 25 80 45 328518 100410 271812 27684 22594862 

4 75 40 45 653424 263231 440220 19319 17724750 

5 25 80 15 306112 76308 230242 27737 18187361 

6 25 40 45 345191 113645 228226 33101 23179059 

7 75 80 15 365675 141147 265926 78372 32780968 

8 50 60 30 376334 115490 284248 53741 22277406 

9 50 60 30 383900 115774 279579 35351 22946766 

10 25 40 15 448888 69574 312214 19715 20816150 

11 75 80 45 426611 165258 299409 27787 21119576 

Fonte: AUTORA, 2012 

Tabela 29 – Valores de otimização obtidos no planejamento fatorial da etapa de derivatização 

Composto 
Volume 

 (µL) 

Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(min) 

E1 75 40 45 

E2 75 40 45 

E2-17A 75 40 45 

EE2 75 80 15 

CHOL 75 80 15 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Os diagramas de Pareto apresentados mostram que à medida que é aumentado o 

volume de reagente derivatizante há um efeito positivo no fator resposta. Contudo, apenas 

para o composto E2 houve diferença significativa (p < 0,05), concordando com o resultado 

observado por Huang et al. (2009). Tais autores concluíram que quanto maior o volume de 

reagente utilizado mais grupos hidroxilas são derivatizados, no entanto o volume considerado 

satisfatório para a derivatização dos estrogênios foi de apenas 15 µL. Embora eles não tenham 

realizado o experimento fatorial, ou seja, não analisaram a interação entre os parâmetros, os 

valores otimizados para a reação foram: 15 µL, 20ºC e 10 minutos, diferindo, portanto, dos 

encontrados na presente pesquisa. 

De acordo com as Figuras 53 a 57 não foram observados outros efeitos 

significativos para os outros analitos avaliados. De acordo com os resultados de otimização 

mostrados na Tabela 29 as condições selecionadas para a realização da etapa de derivatização 

foram: 75 µL, 40ºC e 45 minutos. A temperatura ótima para o composto EE2 (80ºC) 

concordam com o reportado por Shareef et al. (2006), os quais fixaram a faixa de temperatura 

de 75-80ºC. 

Outras técnicas de derivatização devem ser analisadas, como a substituição do 

equipamento de banho-maria por bloco digestor, micro-ondas (BOWDEN et al., 2009) ou 

banho ultrassônico (CASTRO et al., 2011), com o objetivo de aperfeiçoar essa etapa crucial 

na detecção de desreguladores endócrinos.  

A metodologia após a otimização das etapas de determinação dos DEs em matriz 

ambiental está apresentada na Figura 58. 
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Figura 58 - Metodologia utilizada para determinação de estrogênios 

 

 Fonte: AUTORA, 2012 
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5.5 Monitoramento dos desreguladores endócrinos (DEs) e do micropoluente colesterol 

em esgotos sanitários de ETEs e em águas superficiais na Região Metropolitana de 

Fortaleza (RMF) 

 

5.5.1 Monitoramento dos desreguladores endócrinos e do colesterol em esgotos sanitários 

 

Os micropoluentes foram identificados e quantificados antes e depois do 

tratamento. Os cromatogramas obtidos juntamente com seu respectivo espectro de massa para 

cada composto na matriz ambiental de esgoto sanitário são apresentados no Apêndice B.  

As amostras de esgoto afluente coletadas referem-se ao esgoto coletado após a 

passagem do tratamento preliminar, onde apenas os materiais mais grosseiros e areia eram 

removidos. Já a amostra de esgoto efluente refere-se ao esgoto coletado ao final de cada 

tratamento. 

 

5.5.1.1 Estação de tratamento: Conjunto José Walter (CJW) – Lagoa Facultativa + Lagoa 

Maturação  

As concentrações afluentes e efluentes dos micropoluentes emergentes na ETE: 

CJW são apresentadas nas Figuras 59 e 60. 
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Figura 59 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na ETE:CJW 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

A concentração máxima do DE estrona no afluente à ETE foi de 350 ng L 
– 1

, 

portanto dentro da faixa de 20 – 617 ng L
-1

 relatada em Leusch et al. (2006). 

Diante dos resultados obtidos pode-se observar na Figura 59 que apenas os 

micropoluentes E1 e EE2 foram detectados no efluente final, após a lagoa de maturação, nas 

concentrações médias de 57,3 ng L 
-1

 e 317 ng L 
-1

, respectivamente. A frequência de 

detecção nas amostras de esgoto tratado foi de 60% para o E1 e de 100% para o EE2. A 

persistência do EE2 foi observada por Ternes et al. (1999b) durante um experimento realizado 

em batelada, em que a concentração do composto não sofria redução, se apresentando estável 

sob condições aeróbias. 

Os estrogênios E2 e E2-17A encontraram-se em concentrações abaixo do LD nos 

efluentes da ETE, exceto para uma concentração do E2 (outlier nº27). Pedrouzo et al. (2009) 

também não detectaram a presença do E2-17A em nenhuma das amostras de esgoto coletadas. 

A remoção do E2 pode ser devido à bio-oxidação à E1 em ambientes aeróbios, 

diminuindo a taxa de remoção do estrogênio E1, fato já observado por alguns pesquisadores 

(ATKINSON et al., 2012; PLÓSZ et al., 2010; LEE; LIU, 2002) 

E1                           E2                         E2-17A                    EE2
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Além da biodegradação, estudos indicam que fotodegradação dos compostos 

estrogênios por radiação solar é uma provável rota de degradação em ambientes aquáticos 

como rios e mares (LIN; REINHARD, 2005; ZUO et al., 2005). Leech et al. (2009) 

demonstraram que o composto E2 pode ser fotodegradado por radiações UV-A, UV-B e 

visível (λ =290-720 nm) e que esta reação pode ser acelerada na presença de matéria orgânica, 

como as substâncias húmicas, provavelmente devido aos cromóforos presentes nessas 

substâncias, os quais produzem radicais livres como hidroxila ao absorverem energia solar.  

Segundo LIU e LIU (2004) a radiação também pode quebrar ligações do anel aromático 

presente nos estrogênios o que se torna favorável em lugares onde a radiação solar é intensa 

como o estado do Ceará. Segundo Duarte (2008) as lagoas de estabilização mostram 

resultados favoráveis de remoção, uma vez que estes compostos parecem ser sensíveis à 

fotodegradação. Análises das variáveis que influenciam a fotólise vêm sendo realizadas 

acreditando-se que a radiação solar direta tem um papel crucial na fotodegradação dos 

estrogênios em ambientes aquáticos (CHOWDHURY et al., 2011; CHOWDHURY et al., 

2010). 

Outra hipótese de mecanismo de remoção seria a acumulação dos estrogênios no 

lodo ou biomassa do sistema de tratamento, uma vez que esses compostos apresentam uma 

propriedade de hidrofobicidade classificada de moderada a alta (log Kow 3-5) (DÍAZ-CRUZ 

et al., 2009). Nieto et al. (2008) analisaram amostras de lodo coletadas em duas estações de 

tratamento de esgoto doméstico na Espanha e detectaram a presença dos estrogênios E1, E2, 

E2-17A e EE2, nas concentrações respectivas de < 200 µg/kg; < 250 µg/kg; < 375 µg/kg e 

< 250 µg/kg. Entretanto, outros estudos divergem quanto à sorção dos desreguladores 

endócrinos no lodo da ETE, destacando que a degradação biológica é a principal rota de 

remoção de desreguladores endócrinos em ETEs (ANDERSEN et al., 2005 e MULLER et al., 

2008). 
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Figura 60 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do micropoluente colesterol na 

ETE:CJW 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Nos resultados obtidos do hormônio colesterol na ETE CJW observa-se que a 

concentração distribuída no efluente é maior do que a concentração afluente, atingindo um 

valor máximo de 370 ng L
-1

. Esse resultado torna-se preocupante, uma vez que o colesterol 

foi incluído na lista de poluentes prioritários do estado de Oregon (USA), sendo considerado 

um composto tóxico e persistente ou bioacumulativo aos organismos aquáticos e/ou seres 

humanos (HOPE et al., 2010). A ODEQ - Oregon Department of Environmental Quality 

(Departamento de Qualidade Ambiental de Oregon) estabeleceu o nível máximo de 

contaminação (trigger levels) em efluentes de sistema de tratamento de esgoto sanitário para 

alguns poluentes orgânicos persistentes (POPs), sendo a concentração máxima permitida para 

o colesterol de 3 ng L
-1

 (HOPE et al., 2012). Portanto, a concentração obtida no efluente da 

ETE: CJW excede o nível estabelecido pela ODEQ, sendo necessárias pesquisas adicionais 

para esclarecer se esse composto apresenta um risco potencial a organismos aquáticos 

presentes nos corpos receptores (HOPE et al., 2012). 
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5.5.1.2 Estação de tratamento: Tabapuá – Lagoa Facultativa + Lagoa Maturação 

 

Nas Figuras 61 e 62 estão apresentados os perfis de concentrações dos DEs e 

colesterol obtidos para a ETE : TB. Já na Figura 63 é mostrado o perfil de remoção dos DEs 

ao longo do tratamento na ETE: TB, apenas na última amostragem realizada. 

 

Figura 61 – Diagramas de boxplot  para as concentrações afluente e efluente dos Des na ETE: TB 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 62 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente do micropoluente colesterol na 

ETE:TB 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 
Figura 63 – Perfil de remoção dos DEs ao longo do tratamento na ETE: TB 

 

Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: LF: Lagoa Facultativa; LM: Lagoa de Maturação 
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Na Figura 61 observa-se que a concentração efluente do E1 é maior que a do 

afluente. Carballa et al. (2004) atribuíram o aumento do nível de E1 à oxidação mediada por 

micro-organismos, considerando como principal transformação em ETEs a oxidação de E2 e 

EE2 para E1. Os autores Fernandez et al. (2007) reportaram o aumento nas concentrações dos 

compostos E1 e E2 à medida que os mesmos atravessavam as etapas de tratamento biológico 

de lagoas de estabilização aeradas. 

Em sistemas aeróbios, como o de lagoas de estabilização, é esperado um maior 

grau de desconjugação (o que também pode justificar a elevada concentração de E1) devido 

ao elevado tempo de contato entre o consórcio microbiano e o estrogênio, uma vez que esse 

tipo de tecnologia apresenta longos TDH (LISHMAN et al., 2006). Especificamente para a 

ETE avaliada o TDH era de, aproximadamente, 18 dias. Existem relatos de o processo de 

desconjugação ter sido mediado pela ação da enzima β-glucuronidase produzida pela bactéria 

Escherichia coli, assim como o processo de oxidação (D'ASCENZO et al., 2003; TERNES et 

al., 1999b; LEE; LIU, 2002). Os compostos E2 e E2-17A sofreram remoções consideráveis, 

sendo a concentração média final obtida de 53 ng L
-1

 e < LD, respectivamente. De acordo 

com o perfil obtido durante a última coleta na ETE (Figura 63) as maiores degradações de 

estrogênios ocorriam na lagoa facultativa, possivelmente pela combinação de vários fatores 

como biodegradação, sorção e mesmo fotólise. Baseado nos resultados obtidos de aumento de 

concentração de E1 entende-se que ocorreu uma bio-transformação do E2. No entanto, não 

pode ser afirmado que houve formação de E2-17A, não sendo descartada a hipótese da 

adsorção no sedimento da lagoa. 

O EE2 não foi detectado no afluente e apenas uma vez no efluente, na 

concentração de 585 ng L
-1

, o resultado obtido é semelhante ao estudo realizado por Atkinson 

et al.(2012), os quais detectaram uma concentração maior no efluente final. No entanto, os 

autores não discutiram ou apresentam hipóteses para tal comportamento. 

No efluente final a concentração média para o colesterol foi de 209 ng L
-1

, a qual 

foi ligeiramente menor do que a relatada por Beck et al. (2006) de 30-180 µg L
-1

. 
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5.5.1.3 Estação de tratamento: Conjunto Nova Metrópole (CNM) – Lagoa Facultativa 

 

Nas Figuras 64 e 65 são apresentados os diagramas de box plot das concentrações 

afluentes e efluentes dos DEs e do micropoluente colesterol na ETE : CNM. 

 

Figura 64 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na ETE:CNM 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

A concentração afluente do E1 variou de 3050 ng L
-1

 (outlier nº2) a < LD, e o E2 

variou de 300 a < LD. Os valores encontrados situam-se acima dos obtidos por Lishman et al. 

(2006) na avaliação de 12 ETEs, das quais  3 eram lagoas facultativas. Tais autores 

detectaram os hormônios E2 e E1 antes do tratamento nas faixas de concentrações de 6 a 14 

ng L
-1

 e 16 a 49 ng L
-1

, respectivamente. O conceito de diluição dos DEs é um fator 

importante a ser considerado, a qual dependerá do uso de água nos usos domésticos, água de 

infiltração, horário de coleta e etc. Assim, suas concentrações podem variar, conforme 

demonstrado no outlier representado pelo nº2 na Figura 64. Além disso, a concentração 

E1                          E2                         E2-17A                     EE2
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excretada de estrogênios naturais e sintéticos varia de pessoa a pessoa, sendo influenciada por 

vários fatores como: sexo, idade, estado de gestação, ciclo menstrual, quantidade 

administrada. Estes fatores induzem flutuações nas concentrações afluentes de estrogênios nas 

ETEs (VERLICHI et al., 2010; KVANLI et al., 2008). 

Alguns autores atribuem a variação de concentração dos micropoluentes às 

mudanças sazonais (VIENO et al., 2005). As concentrações afluentes para os estrogênios na 

ETE analisada variaram de 17 - 3050 ng L
-1

, valores menores do que os obtidos por Ghiselli 

(2006), 4830 - 6690 ng L
-1

, no estado de São Paulo. 

Para o outlier obtido correspondente ao nº 27, concentração no efluente final de 

190 ng L
-1

, sendo que a concentração do E2 afluente nesse ponto de coleta encontrou-se 

menor que o LD (vide Apêndice C). Uma hipótese é a de que o E2 foi lançado na ETE na sua 

forma conjugada (que não foi detectada durante a pesquisa) e, posteriormente, passou pelo 

processo de desconjugação mediada por processos microbiológicos, voltando então para a sua 

forma livre (detectada) e, portanto, a sua concentração efluente obtida foi maior que a 

afluente. Esse resultado foi observado por autores como D’Ascenzo et al. (2003) e Kvanli et 

al.(2008), tendo estes confirmado o processo de desconjugação do E2 através de ensaios 

laboratoriais de biodegradação. 

Figura 65 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do micropoluente colesterol na 

ETE:CNM 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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Os elevados valores de concentração obtidos para o colesterol afluente (média= 

10776 ng L
-1

) são menores aos encontrados por Beck e Radke (2006), os quais obtiveram 

como valor médio 91000 ng L
-1

 do esteroide em afluente doméstico, apenas após passar por 

um tanque de sedimentação aerado. A média da concentração para o efluente final foi de 

1221 ng L
-1

. Já os valores reportados por Huang et al. (2010) em efluentes excedem os 

encontrados durante a presente pesquisa, chegando a valores de 59.320 ng L
-1

.  

Devido à excreção do colesterol ser maior do que os estrogênios, sua concentração 

encontrada em efluentes domésticos é equivalente. Andrási et al. (2011) encontraram uma 

concentração de até 41000 ng L
-1

 no afluente e 2880 ng L
-1 

no efluente proveniente de ETEs 

localizadas na Hungria, valores bastantes semelhantes aos obtidos durante a avaliação da 

ETE:CNM, 35200 ng L
-1

 para afluente e 3000 ng L
-1 

efluente (valores máximos). A redução 

da concentração do CHOL pode não ter ocorrido devido apenas à biodegradação, segundo 

dados publicados pela USEPA (2009) o esteóride colesterol pode ainda encontrar-se 

adsorvido à biomassa de ETEs na concentração média de 1129 µg kg 
-1

 dw (dry weight – 

massa seca).  

 

5.5.1.4 Estação de tratamento: Itaperussu – Lodos Ativados (LA) 

 

Nas Figuras 66 e 67 são apresentados os resultados obtidos das concentrações 

afluentes e efluentes à ETE de lodos ativados seguido da etapa de cloração dos 

micropoluentes emergentes. 
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Figura 66 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente dos DEs na ETE:LA 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Os estrogênios não foram detectados no efluente doméstico analisado, exceto para 

os pontos outliers de nº22 (E1 – 261 ng L
-1

) e nº26 (E2 – 190 ng L
-1

). O valor máximo obtido 

para no efluente proveniente do tratamento por lodos ativados E1 concorda com o obtido por 

Atkison et al. (2012), os quais reportaram uma concentração máxima de 350 ng L
-1

, no 

efluente de uma ETE utilizando tecnologia de lodos ativados seguido de eventual cloração. 

Semelhantemente, Williams et al. (2007) detectaram apenas o estrogênio E1, na concentração 

de 5,76 ng L 
-1

, não sendo encontrado E2 e EE2 após passar pelo sistema de LA seguido de 

cloração. 

O EE2 esteve presente após o tratamento, mas em concentração abaixo do limite 

de quantificação, não sendo possível o cálculo de sua remoção. Devido à sua persistência, 

conforme relatada por de Mes et al. (2008), o EE2 pode ter sido biodegradado ou ainda ter 

sido adsorvido no lodo, uma vez que seu coeficiente de partição octanol-água (Kow) é maior 

que os dos compostos E1 e E2, ou seja, sua tendência a ser adsorvido no lodo da ETE é 

E1                           E2                             E2-17A                         EE2                      
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particularmente maior (SUIDAN et al., 2005; LAI et al., 2002). Por outro lado, Yi et al. 

(2006) relataram que a biodegradação é mais representativa do que a sorção do EE2 à 

biomassa de biorreatores. 

A remoção do EE2 ainda é bastante discutida, existindo pesquisas divergentes, 

não podendo se chegar a uma confirmação de degradação, ou mesmo biosorção, 

principalmente em uma ETE em escala real onde existe uma diversidade de parâmetros não 

controlados que influenciam direta ou indiretamente nos resultados de eficiência de remoção, 

tais como, concentração de EE2 afluente, consórcio microbiano envolvido na degradação, 

temperatura, concentração de amônia afluente, dentre outros (YI et al., 2006). 

 

Figura 67 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente do micropoluente colesterol na 

ETE:LA 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Analisando a ETE: LA em termos de concentrações afluentes e efluentes do 

composto colesterol, pode-se observar que a concentração afluente variou de 157 a 

aproximadamente 15000 ng L
-1

, e a efluente de < LD a 630 ng L
-1

. Os resultados obtidos 

corroboraram com os de Sahar et al. (2011), os quais reportaram a concentração máxima de 
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53,433 ng L
-1

 para colesterol no esgoto bruto e de aproximadamente 500 ng L
-1

 para o 

efluente final, após tratamento em sistema de lodos ativados. 

5.5.1.5 Estação de tratamento: Itaperussu – UASB 

 

Os resultados obtidos durante a análise dos micropoluentes no reator UASB são 

apresentadas nas Figuras 68 e 69. 

 

Figura 68 – Diagramas de box plot  para as concentrações afluente e efluente dos DEs na ETE:UASB 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

A partir dos resultados obtidos observa-se que o E1 apresentou no efluente final 

uma concentração menor que o LD, enquanto o E2 apresentou média de 99 ng L
-1

, semelhante 

ao perfil encontrado em de Mes et al. (2008). Os referidos autores investigaram a 

biodegradabilidade dos estrogênios E1, E2 e EE2 em reatores UASB em várias configurações 

e concluíram que sob condições anaeróbias E1 sofria redução à E2, sendo a remoção 

dependente do tipo de inóculo utilizado. Entretanto, o EE2 não apresentava 

E1                                E2                            E2-17A                    EE2
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biodegradabilidade. Além disso, os autores observaram que a adsorção ao lodo do tanque 

séptico foi responsável pela redução de 32-35% dos estrogênios na fase aquosa. A redução de 

E1 a E2 sob condições anaeróbias também foi reportada por Paterakis et al. (2012).  

Em se tratando do composto E2-17A, este não foi detectado nas vazões afluente e 

efluente da ETE, concordando com Schlüsener e Bester (2005). 

Figura 69 – Diagramas de box plot para as concentrações afluente e efluente do micropoluente colesterol na 

ETE:UASB
5
 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

As concentrações afluentes e efluentes do composto colesterol na ETE: UASB 

variaram de 2,79 -170 ng L
-1

 e < LD -23 ng L
-1

. Moliner-Martinez et al. (2010) reportaram a 

concentração de efluente proveniente de tanque séptico de < 4 µg L
-1

. 

Na Tabela 30 está representado o cenário geral das concentrações obtidas em 

todas as coletas realizadas nas 5 ETEs, sendo apresentada a concentração máxima e média no 

afluente e efluente sanitário. 

 

                                                 
5
 A escala utilizada (0-200) se diferencia das demais para o composto CHOL devido às suas baixas 

concentrações encontradas nessa ETE específica, de forma que os resultados fossem melhores observados 

manteve-se essa faixa. 
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Tabela 30 – Sumário de todos os compostos detectados em amostras afluente e efluente de 5 ETEs na RMF 

(n=25) 

Composto 

Afluente                           Efluente 

Máxima  Média Máxima Média 

(ng L
-1

) (ng L
-1

) (ng L
-1

) (ng L
-1

) 

E1 3050 557,4 2080 213,6 

E2 776 144,4 397 40,4 

E2-17A 2300 266,4 1250 71,4 

EE2 3180 421,4 840 124 

CHOL 35200 4691,9 6630 730,4 

Fonte: AUTORA, 2012 

Com o objetivo de comparar as concentrações obtidas com as da literatura foi 

selecionado um estudo realizado nos EUAs por Hope et al. (2012), onde foram analisados 

efluentes provenientes de 52 estações de tratamento, sendo o nº de coletas realizadas 102 

(n=102). Também foi utilizado como comparação o estudo de revisão realizado por Miège et 

al. (2009). 

 

Tabela 31 – Sumário das concentrações  efluentes obtidas na literatura científica  

Composto 

Efluente 

Máxima Média 

(ng L
-1

) (ng L
-1

) 

E1
 282

1
 45 

E2
 125

2
 25 

E2-17A ND ND 

EE2
 70 4,2 

CHOL
 9107

 
299,74

 

Fonte: 
1
HOPE et al., 2012; 

2
MIÈGE et al., 2009. 

Os resultados reportados pela literatura diferem dos encontrados durante a 

pesquisa, exceto o composto colesterol. No entanto, outras pesquisas realizadas no Brasil 

confirmam essas elevadas concentrações (GHISELLI, 2006). 
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5.5.2 Eficiência de remoção dos DEs e colesterol nas tecnologias de tratamento analisadas 

 

Na Figura 70 é apresentado o perfil de eficiência de remoção do estrogênio E1 nas 

ETEs selecionadas. 

 

Figura 70 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto estrona (E1) em ETEs 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

O valor médio de eficiência de remoção para E1 nas lagoas de estabilização 

seguidas lagoa de maturação foi de 65%, semelhante ao reportado por Coleman et al. (2010). 

Os autores ao analisarem sistemas de lagoas de estabilização obtiveram eficiências de 

remoção de E1 variando de 34%-100%. Servos et al. (2005) consideraram a remoção de 

estrona em lagoas de estabilização um processo mais complexo que outros estrogênios, sendo 

a faixa encontrada de 46% a 95%, mesmo quando um TDH total superior a 150 dias era usado 

nas três lagoas facultativas aeradas monitoradas. Por fim, os autores analisando várias 

tecnologias de tratamento observaram que quanto maior o TDH maior era a remoção dos 

estrogênios. Entretanto, esse comportamento não foi observado nas lagoas de estabilização 
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analisadas na pesquisa presente, uma vez que a ETE : CNM tinha maior TDH e apresentou 

menor eficiência de remoção de E1 de 28,4%. Possivelmente a baixa eficiência de remoção 

pode ser atribuída à rápida bio-transformação de E2 para E1, mediada pela ação dos micro-

organismos, aumentando assim a concentração de E1 no efluente final, vide outlier nº13 ( 

Servos et al., 2005; Coleman et al., 2010). Além disso, a ETE: CNM tem uma profundidade 

maior do que as demais lagoas facultativas analisadas (vide Anexo A) e não dispõe de lagoas 

de maturação, as quais são conhecidas por possuírem capacidade de desinfecção podendo 

assim ser responsável pelo foto-oxidação dos DEs, o que não acontece com a tecnologia 

utilizando apenas lagoa facultativa, Em estudos prévios Coleman et al. (2000, 2004, 2005) e 

Zhang e Zhou (2008) reportaram degradação de estrogênios (E1 e E2) por radiação UV 

artificial e natural, respectivamente, sendo os dados de remoção para a radiação solar de 50% 

para E1 e 52% para E2 após o período de exposição solar de 75 horas. 

A eficiência de remoção média de E1 no sistema de LA foi de 84%. Em um 

sistema de lodos ativados localizado na Noruega, Plósz et al. (2010) analisaram a remoção de 

fármacos e desreguladores endócrinos reportando uma eficiência de remoção de 100% para 

E1. No entanto, outros estudos discordam dos resultados obtidos, como Sim et al. (2011), que 

encontraram uma remoção reduzida para o estrogênio E1, de apenas 35%, enquanto Chang et 

al. (2011) encontraram valores de remoção de 76%, atribuindo o baixo índice a presença do 

anel benzeno nas estruturas dos hormônios. 

Para o reator anaeróbio UASB seguido de cloração a remoção foi de 100%, a qual 

pode ser atribuída, além da biodegradação, à oxidação de E1 pelo agente desinfetante 

utilizado na ETE. Deborde et al. (2004) reportaram uma rápida degradação da estrona ao 

reagir com ácido hipocloroso (HOCl) na concentração de 1 mg L
-1

. Os autores calcularam a 

cinética de reação entre os DEs e HOCl e concluíram que a eficiência de remoção em ETEs 

pode chegar a 95% na faixa de pH 7-8, assumindo uma concentração teórica constante para 

HOCl de 2 mg L
-1

 e um tempo de contato mínimo de 15 minutos. No estudo citado não foi 

analisado a presença de subprodutos, no entanto, outros trabalhos científicos (HU et al., 2003; 

MORIYAMA et al., 2004; LEE et al., 2004) relatam a formação de produtos clorados, os 

quais ainda apresentam atividade estrogênica, atingindo o mesmo patamar de estrogenicidade 

da estrona.  

Na Figura 71 são apresentadas as eficiências de remoção das ETEs selecionadas 

para o composto E2.  

 



142 
 

 
 

 

Figura 71 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto 17 β-estradiol (E2) em ETEs 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Analisando os resultados obtidos em termos de eficiência de remoção para o E2, a 

tecnologia de lagoa facultativa seguida de duas lagoas de maturação forneceu, em geral, boas 

eficiências de remoção, com média de 81%. Os valores encontrados para E2 nas ETEs CJW e 

TB concordaram com valores encontrados por Servos et al. (2005) e Lishman et al. (2006) os 

quais obtiveram em estudos realizados em lagoas facultativas eficiências de 80 a 98%. 

Já para a ETE: CNM não houve resultados remoção, ou seja, a concentração de 

E2 sofreu incremento de 11% no efluente, conforme também reportado por Fernandez et al. 

(2007). 

Um estudo realizado no sul do Brasil, por Froehner et al. (2011), apresentaram 

resultados semelhantes ao analisar diferentes tecnologias de remoção biológica, a saber, lodos 

ativados, reator UASB e lagoas de estabilização (LE) representada por lagoas anaeróbias 

seguidas de lagoas facultativa e maturação. A melhor eficiência para remoção do E2 foi o LA 

(73%) seguida do UASB (66%) e com menor remoção a tecnologia de lagoas (56%), 

trançando assim o mesmo perfil, LA>UASB>LE, encontrado durante a presente pesquisa. As 
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taxas médias de remoção obtidas durante a presente pesquisa foram: LA-96%, UASB-87%, 

LE-78%, considerando a LE (lagoa de estabilização) com e sem lagoa de maturação.  

A melhor eficiência de remoção obtida para o composto E2 foi o sistema 

convencional de lodos ativados, atingindo um valor médio de 96%. Os principais mecanismos 

de remoção de compostos orgânicos hidrofóbicos em LA incluem além da transformação e 

degradação biológica a sorção à biomassa (STEVENS-GARMON et al., 2011). No caso da 

biodegradação de estrogênios alguns micro-organismos vêm sendo classificados como 

degradadores de estrogênios (estrogen-degrading), dentre eles bactérias oxidante de amônia 

(Nitrosomonas europaea), bactérias nitrificantes em lodos ativados e Sphingomonas KC8 

(SHI et al., 2004; REN et al., 2007b; DYTCZAK et al., 2008; YU et al., 2005). É importante 

mencionar que as rotas biológicas de degradação de micropoluentes em sistemas biológicos 

ainda são bastante desconhecidas, conforme observado por Roh et al. (2011) ao analisarem a 

biodegradação de E2 pelos organismos citados em reatores em batelada. A nitrificação ocorre 

quase que sistematicamente nas estações de lodos ativados operando em condições de elevada 

temperatura, a exemplo do Estado do Ceará (VON SPERLING, 2002). Assim, pode-se inferir 

que existe uma elevada probabilidade de degradação biológica do E2, no entanto não se pode 

precisar que micro-organismos estavam envolvidos no processo, uma vez que não foi 

realizada nenhuma análise de microbiologia molecular. 

A elevada eficiência de remoção de E2 no sistema UASB pode ser atribuída à 

biodegradação, conforme reportado por Paterakis et al. (2012), ou ainda à etapa de cloração 

presente na ETE, devido à elevada capacidade de oxidação de compostos clorados, e.g., 

apenas 1,46 mg L
-1

 de hipoclorito de sódio (NaOCl) é capaz de decompor 100% de 50 µg L
-1

 

de E2 em apenas 10 minutos de reação (HU et al., 2003). Entretanto, os subprodutos 

formados, dentre eles o 4-cloro-17β-estradiol (4-Cl-E2), apresentam elevada atividade 

estrogênica (HU et al., 2003). 

Os resultados em termos de eficiência de remoção do composto E2-17A são 

apresentados na Figura 72. 

 

 

 

 

 

 



144 
 

 
 

Figura 72 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto 17 β-estradiol-17-acetato (E2-17A) 

em ETEs 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Para o estrogênio analisado, as tecnologias avaliadas forneceram, em geral, 

resultados ótimos de remoção (100%), ou seja, o composto não foi detectado nos efluentes 

analisados. Os resultados obtidos da ausência do composto E2-17A em efluentes sanitários 

concordam algumas investigações (SCHLÜSENER; BESTER, 2005; PEDROUZO et al., 

2009). A exceção de elevada eficiência de remoção foi obtida pela ETE: CNM, na qual a 

remoção média foi de 26%. Tal fato pode ter relação com a ausência da lagoa de maturação, 

uma vez que as concentrações dos compostos podem ser bastante afetadas por processos de 

transformação abiótica como a fotólise (VIENO et al., 2005). 

Devido ao seu alto valor de log Kow o composto E2-17A pode ter sido adsorvido 

à biomassa das lagoas de estabilização e nas demais tecnologias, como reportado por Nieto et 

al. (2008), os quais analisaram o composto E2-17A em sedimentos de sistema de tratamento 

de esgoto doméstico (não sendo especificado qual tipo de tratamento) e detectaram a presença 

do estrogênio. No entanto, sua concentração ficou abaixo do LQ, sendo sua concentração 

obtida 175µg.kg
-1

 < E2-17A < 375 µg.kg
-1

. 
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O perfil de eficiência de remoção para o composto EE2 é apresentado na Figura 

73. 

 

Figura 73 – Diagrama de boxplot para eficiência de remoção do composto 17 α-etinilestradiol (EE2) em ETEs 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Na ETE: CJW foi obtida a menor eficiência de remoção, média de 29,7%, 

concordando com o obtido por Ying et al. (2008), os quais encontraram uma remoção para 

EE2 de apenas 25%. Os autores analisaram uma ETE composta de 10 lagoas de estabilização 

(anaeróbias e aeróbias) em série e concluíram que os desreguladores endócrinos mais 

persistentes após tratamento com diferentes tecnologias eram o E1 e EE2. 

Já na ETE: TB os resultados obtidos de remoção foram satisfatórios, não sendo 

detectado EE2 no efluente final da lagoa de maturação, semelhante ao resultado relatado por 

Gomez et al. (2007), os quais obtiveram 90-95% de eficiência de remoção da atividade 

estrogênica em lagoas de estabilização. 

Ao analisar a eficiência de remoção de EE2 na ETE:CNM observou-se que a taxa 

de 58,4% é maior do que a relatada por Williams et al. (2007), os quais obtiveram uma 
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eficiência de apenas 25% para o composto EE2 em lagoas de estabilização sem a presença de 

lagoas de maturação. 

A eficiência obtida no sistema de tratamento de LA foi considerada 100%, 

discordando dos resultados reportados por alguns pesquisadores, com eficiências bem 

reduzidas, em alguns casos chegando a valores de apenas 3 a 5,6% (KANDA E 

CHURCHLEY, 2008; GHISELLE, 2006). A persistência do EE2 durante o tratamento de 

lodos ativados já havia sido observada em estudos prévios (WEBER et al., 2005), ao contrário 

de Muller et al. (2008) e Joss et al. (2004), que relataram eficiências maiores que 90% para 

EE2. Yi et al. (2006) atribuíram a capacidade de micro-organismos de degradar o EE2 à 

presença da enzima catalisadora da etapa de nitrificação, a saber amônia monooxigenase 

(AMO). Yi et al. (2011) observaram que o EE2 era mineralizado em sistemas biológicos 

convencionais, além da formação de metabólitos, contribuindo desta forma para a elucidação 

da rota de biodegradação do estrogênio sintético. 

Na Figura 74 são apresentados os resultados de eficiência de remoção para o 

composto CHOL. 

 

Figura 74 – Diagrama de box plot para eficiência de remoção do composto colesterol  (CHOL) em ETEs 

 
Fonte: AUTORA, 2012 
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A menor eficiência de remoção do composto colesterol foi encontrada na 

ETE:CJW, em algumas coletas realizadas houve um aumento na concentração do composto 

quando esse passava pelo sistema de tratamento. 

Os resultados de eficiência média obtidos nas duas outras ETEs de lagoas de 

estabilização, TB e CNM, foram de 93% e 56%, respectivamente, corroborando com 

Fernandez et al. (2007), os quais reportaram eficiência de 85% para remoção do CHOL em 

sistemas de lagoas de estabilização operadas no Canadá. 

Para a tecnologia do tipo lodos ativados, avaliada na presente pesquisa, a remoção 

média do composto colesterol foi de 88%, sendo considerado assim o segundo sistema mais 

eficiente quando comparado às outras tecnologias de tratamento avaliadas. Tal 

comportamento está de acordo com as observações de Niven et al. (2001), onde o esteróide 

foi transformado em CO2 durante o tratamento aeróbio por lodos ativados. Ghiselli (2006) 

encontrou uma eficiência de 85% de remoção de colesterol em uma ETE de lodos ativados 

situada no estado de São Paulo. 

Com relação à tecnologia UASB a eficiência de remoção variou de 29% a 100%, 

os dados obtidos corroboram com os de Harder e Probian (1997), os quais analisaram a 

biodegradação do composto colesterol por um grupo de micro-organismos em condições 

anaeróbias, os autores chegaram à eficiência de remoção de 100%.  

Na Tabela 32 estão apresentadas as eficiências de remoção dos micropoluentes 

nas ETEs selecionadas, em que o composto colesterol não foi incluindo no cálculo devido o 

mesmo não ser classificado como desregulador endócrino. A ETE : CNM apresentou menor 

valor de remoção, possivelmente pela ausência de lagoas de maturação, as quais não somente 

aumentam o TDH total no sistema como também aumentam a fotodegradação de alguns 

compostos pelo fato de serem mais rasas. As tecnologias LA+ Cl e UASB+Cl apresentaram 

boas eficiências de remoção. 

 

 

 

 

 

 

 



148 
 

 
 

Tabela 32 – Eficiência média de remoção (%) dos desreguladores endócrinos em várias tecnologias 

Composto 
Eficiência média de remoção (%)

6
 

CJW TB CNM LA+Cl UASB+Cl 

E1 61,7 68,3 28,4 77,5 100 

E2 81 81,2 71,2 96 87,2 

E2-17A 100 100 26,2 100 100 

EE2 29,7 96,8 58,2 100 94,4 

MÉDIA 68,1 86,6 46,0 93,4 95,4 

Fonte: AUTORA, 2012 

 

Embora a biodegradação seja uma das transformações mais significantes no 

tratamento de esgoto, no caso dos desreguladores endócrinos o processo é limitado do ponto 

de vista cinético devido às baixas concentrações dos compostos verificadas no afluente 

(BRANDT, 2012). Segundo Joss et al. (2006), a maior parte dos micropoluentes apresentam 

cinética de degradação de pseudo-primeira ordem, o que significa que a taxa de transformação 

biológica é diretamente proporcional à concentração dos compostos presentes na fase líquida. 

 

5.5.3 Identificação dos desreguladores endócrinos e micropoluente colesterol em águas 

superficiais 

 

No primeiro ponto de amostragem rio Ceará, P1CE, localizado na zona urbana da 

cidade de Fortaleza no bairro Tapebas, nenhum dos compostos analisados durante a pesquisa 

foi detectado, ou ainda, os mesmos se encontravam em uma concentração abaixo do limite de 

detecção do método, mesmo sendo um corpo receptor que recebe esgotos sanitários quer na 

forma in natura quer após uma ETE. Não foram encontrados os estrogênios analisados 

durante a pesquisa, corroborando com os resultados reportados por Kuster et al. (2009) em 

análises de águas superficiais no Brasil (estado do Rio de Janeiro) para os estrogênios E1, E2 

e EE2. Na Figura 75 é apresentado o cromatograma juntamente com o espectro de massa 

(MS) do composto E1 detectado no P2CE. Observa-se no cromatograma que o pico no tempo 

de retenção 6,68 minutos correspondente ao E1; já no MS o pico base do E1 (m/z 342) está 

em destaque.  

 

 

                                                 
6
 A eficiência de remoção foi considerada 100% quando a concentração do composto no efluente final 

encontrava-se abaixo do LD/LQ. 
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Figura 75 – Cromatograma e espectro de massa obtidos no ponto de amostragem 2 do rio Ceará ( P2 CE) 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
 

No segundo ponto de coleta do mesmo rio, P2CE, dentre os compostos analisados 

foi identificado o estrogênio estrona (Figura 75), sendo a concentração encontrada de 3,65   

ng L
-1

. Tal concentração é menor do que a encontrada em águas superficiais de outras regiões 

brasileiras, tais como 600 ng L
-1

 (LOPES et al., 2010) e 3500 ng L
-1

 (GHISELLE, 2006). 

Entretanto, esse resultado concorda com o encontrado por Boyd et al. (2003), onde a maioria 

dos hormônios ficaram abaixo do LD, exceto a estrona, a qual apresentou-se em concentração 

na faixa de 1,5-5,0 ng L
-1

. 

No primeiro ponto de coleta do rio Cocó, P1CC, localizado na zona urbana da 

cidade de Fortaleza no bairro de Boa Vista, foi identificado o composto estrona, na 

concentração de 297 ng L
-1

. O resultado mostra um alto nível de contaminação devido à 

infraestrutura insuficiente de esgotamento sanitário, e lançamento de esgoto in natura no 

corpo d’água. 
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Na Figura 76 é apresentado o cromatograma obtido durante a análise do ponto 2 

de coleta do rio Cocó, destacando os compostos E1, E2 e CHOL. Além do cromatograma, 

pode ser visualizado o espectro de massa obtido para o E1 e em destaque o seu m/z. 

 

Figura 76 – Cromatograma obtido no ponto de amostragem 2 do rio Cocó (P2CC) 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
 

No segundo ponto de coleta, P2CC, dentre os compostos analisados foram 

identificados os estrogênios naturais E1 e E2 e seu precursor, o hormônio colesterol, nas 

concentrações de 212,8 ng L
-1

; 256,3 ng L
-1

 e 1175,0 ng L
-1

, respectivamente. Moreira et al. 

(2011) também detectaram a presença do E2 (62,6 ng L
-1

) em amostras de águas superficiais 

no estado de Minas Gerais. Bicchi et al. (2009) reportaram a presença dos compostos E1 e 

EE2 em corpos receptores próximos à ETEs (2 Km a jusante) nas concentrações máximas de 

592,7 ng L
-1

 para E1 e 4381,6 ng L
-1

 para EE2. Os autores atribuem a elevada concentração 

dos compostos em águas superficiais à elevada estabilidade aos processos de tratamento, além 

da clivagem dos estrogênios conjugados para suas formas livres. 
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A concentração detectada durante a pesquisa (1175 ng L
-1

) corrobora com o 

resultado reportado por Focazio et al. (2008), os quais detectaram a concentração de 

2000  ng  L
-1

 do esteróide natural em águas superficiais nos EUA. 

Além da identificação dos estrogênios nos rios citados também já foram 

detectados metais pesados (classificados como DEs) em ostras coletadas nas proximidades da 

foz do rio Cocó e Ceará (GONÇALVES et al., 2007). As concentrações obtidas para cádmio 

(Cd) e zinco (Zn) ficaram acima do máximo valor permitido, reforçando a hipótese 

lançamento de fontes pontuais como, por exemplo, esgoto bruto em águas superficiais devido 

a grande quantidade de esgotos clandestinos, além do adensamento urbano e a disposição 

inadequada de resíduos às margens dos recursos hídricos. 

O índice de contaminação dos corpos d’água pode ser corroborado pelos 

resultados de análises físico-químicas apresentados na Tabela 33. Os parâmetros que não se 

enquadram nos VMP estão destacados em negrito. 

Tabela 33 – Parâmetros físico-químicos dos pontos de amostragem nos rios Ceará e Cocó  

PARÂMETROS P1 CC P2CC P1 CE P2 CE  VMP
1
  

Alcalinidade 156 140,29 227,86 113,43 ND
2
 

Cloretos (mg L
-1

) 214 11041,64 7591,45 19695,30             ND 

Coliformes termotolerantes 

(E.Coli) (UFC/ 100 mL) 
>2419 >2419,6 >2419,6 >2419,6 < 1.000 

Cor (Pt-Co) 106,00 46,10 188,00 30,40 
nível de cor natural 

do corpo de água 

DBO5(mg O2 L
-1

) 3,62 1,29 4,61 1,81 ND 

DQO (mg O2/L
-1

) 116,23 187,07 95,77 69,00 ND 

Dureza (mg CaCO3 L
-1

) 258,75 3674,25 2653,74 2587,50 ND 

Fósforo total (mg P L
-1

) 
2,33 0,3214 2,83 0,13 0,124 

Nitrato (mg NO3-N L
-1

) 
1,39 13,02 13,74 10,30 0,4 

Nitrito (mg NO2-N L
-1

) 0,0063 0,0902 0,0518 0,0132 0,07 

Nitrogênio amoniacal 

total (mg L N
-1

) 
11,90 0,98 6,16 ND 0,40 

Sulfato (mg SO4 L
-1

) 
25,69 77,25 115,73 98,44 ND 

Sulfeto (mg S L
-1

) 
0,38 0,57 0,38 1,30 0,002 

Turbidez (NTU) 
30,00 3,00 55,00 12,00 ND 

PARÃMETROS DE 

CAMPO      

pH ND 7,49 7,26 8,09 6,5 a 8,5 

OD (mg O2 L
-1

) ND 16,6 4,65 11,53 > 5,0 

Fonte: AUTORA, 2012    
1
Valor máximo permitido segundo Resolução CONAMA n°357/2005  - Classe I Águas Salobras (BRASIL, 

2005) 
2
Não determinado 
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Os resultados obtidos nas análises físico-químicas e bacteriológicas indicam a 

presença de contaminação antropogênica, uma vez que parâmetros como fósforo, nitrogênio 

amoniacal total e coliformes termotolerantes apresentaram valores acima do máximo 

permitido pela Resolução CONAMA (357/2005), sendo as águas superficiais analisadas 

provavelmente utilizadas como corpos receptores de esgoto in natura, além do uso por parte 

da população, como foi relatado por moradores próximos aos pontos de amostragem. Tal fato 

torna o cenário apresentado preocupante, uma vez que foram detectados DEs e outros 

poluentes nos corpos d’água e a exposição da população a esses compostos podem trazer 

malefícios à saúde humana em longo prazo.  

 

5.6 Estudos Ecotoxicológicos 

 

5.6.1 Curva de crescimento da alga Pseudokirchneriella subcaptata 

 

Na Figura 77 está apresentada a curva de crescimento para a alga P. subcaptata, 

número de células/ mL versus valor de absorbância.  

 

Figura 77 – Curva de crescimento da alga P. subcaptata 
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Fonte: AUTORA, 2012 
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Observa-se que a mesma apresentou valor de coeficiente de correlação linear 

satisfatório (R > 0,99), mostrando o crescimento de forma linear até o 14º dia de cultivo, 

apresentando fase estacionária a partir dessa data. 

 

5.6.2 Ensaio de sensibilidade 

 

Na Figura 78 está apresentada a carta controle de sensibilidade do cultivo da D. 

magna (24 horas) utilizando dicromato de potássio como substância de referência. 

 

Figura 78 – Carta controle de sensibilidade do cultivo da D. magna ( 24 horas) utilizando dicromato de 

potássio como substância de referência 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

O cultivo dos organismos-teste no período de execução desta pesquisa foi 

realizado com sucesso, fato assegurado pelos resultados dos testes de sensibilidade 

desenvolvidos. A CE50 24h média para a substância de referência dicromato de potássio foi de 

1,38 ± 0,26 mg L
-1 

com coeficiente de variação de 19%, o que assegura a credibilidade dos 

testes desenvolvidos pois a sensibilidade do cultivo esteve dentro do recomendado pelas 

normas internacionais (ISO 6341, 1996).  
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5.6.3 Ensaio de toxicidade aguda 

 

Na Figura 79 são apresentados os diagramas de box plot onde são mostrados os 

resultados obtidos durante os ensaios de toxicidade aguda em termos de U.T. (unidade tóxica: 

1 U.T. = 100/C50-48h), para afluentes e efluentes das ETEs. Já na Figura 80 os resultados são 

apresentados em termos de eficiência de remoção de compostos tóxicos nas ETEs analisadas. 

Nos ensaios de toxicidade aguda não houve mortalidade dos grupos controle. 

 

Figura 79 – Toxicidade aguda afluente e efluente nas ETEs, termos de toxicidade em U.T. 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

Os resultados obtidos a partir do efluente proveniente da ETE : TB não 

apresentaram toxicidade aguda. Por outro lado, nos efluentes das ETEs CJW e CNM os 

valores de CE50-48h, em apenas uma das coletas, foi de 1,64 U.T. (61%) e 1,75 U.T. (57%), 

respectivamente (outliers nº 28 e 36), sendo classificadas pelo IBAMA (1987) como amostras 

moderadamente tóxicas. O outlier nº 28 pode ser justificado pelo elevado valor de DQO de 

442 mg O2 L
-1

 quando comparado aos demais valores obtidos nas amostragens que não 

apresentaram toxicidade (média de 200 mg O2 L
-1

). Semelhantemente, o valor de DQO obtido 
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na ETE:CNM foi de 390 mg O2 L
-1

, o que comprova a presença de compostos tóxicos no 

efluente. No entanto, não há como afirmar que composto ou compostos são responsáveis pela 

toxicidade aguda, assim como não se pode inferir que sejam os desreguladores endócrinos 

presentes, uma vez que os mesmos precisam estar em concentrações elevadas para 

produzirem efeitos agudos em organismos aquáticos. Conforme foi discutido anteriormente, 

os DEs encontram-se em baixas concentrações, na ordem de ng L
-1

. 

Os valores atípicos representados pelos outliers indicam a variação de composição 

dos afluentes e efluentes, podendo ser atribuído à variação sazonal durante as amostragens 

(vide Anexo C) 

Nos efluentes das ETEs LA e UASB ainda há presença de substâncias tóxicas aos 

organismos aquáticos. Segundo a Resolução CONAMA Nº 430/2011 em seu artigo 18º o 

efluente não deverá causar ou possuir potencial para causar efeitos tóxicos aos organismos 

aquáticos no corpo receptor. Provavelmente os resultados elevados de toxicidade (U.T.) estão 

relacionados com a realização da etapa de cloração nas ETEs. Emmanuel et al. (2004) 

determinaram a correlação existente entre a presença de subprodutos da cloração (compostos 

orgânicos halogenados) e toxidade aguda da Daphnia magna ao analisarem efluentes 

hospitalares clorados com hipoclorito de sódio (NaOCl), um dos agentes desinfetantes mais 

utilizados em ETEs. Os autores obtiveram valores médios de 44 U.T., com concentração de 

cloreto variando de 63-359 mg L
-1.

. Segundo Metcalf e Eddy (1991) a faixa de cloreto 

encontrada em efluentes sanitários clorados pode variar de 30 a 100 mg L
-1

. 
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Figura 80 – Eficiência de remoção (%) de toxicidade por ETE selecionada 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

As ETEs que utilizam a tecnologia de lagoas de estabilização mostraram-se 

eficientes na remoção dos compostos tóxicos para o bioindicador Daphnia magna, com 

exceção de 2 pontos outliers nº 3 (45%) e 11 (34%), obtidos nas ETEs CJW e CNM. Tal 

comportamento pontual apontado nos outliers pode ser atribuído à baixa remoção de carga 

orgânica, uma vez que o valor de remoção de DQO (mg O2 L
-1

) foi de apenas 32% nos 

referidos dias da coleta.  

Para a ETE utilizando a tecnologia UASB os resultados obtidos apresentaram uma 

eficiência média de remoção de toxicidade de 39%. Tal comportamento foi diferente dos 

obtidos por Laitano e Matias (2006) e Nieto (2000), os quais obtiverem eficiências de 

remoção em reatores anaeróbios de 81 – 98%. Tais resultados contribuem para inferência da 

presença de cloro residual no efluente proveniente da tecnologia UASB analisada na presente 

pesquisa. 

Os resultados obtidos na ETE: LA apresentaram os menores valores de eficiência 

de remoção de toxicidade, chegando a apresentar eficiências negativas, ou seja, o afluente 
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apresentou menor toxicidade que o efluente (Figura 79), como mostrado no outlier nº 42. 

Provavelmente, o aumento de toxicidade deve-se à presença de cloro residual no efluente, 

uma vez que efluente era coletado após a etapa de cloração. Agentes desinfetantes como 

hipoclorito de sódio (NaOCl) são amplamente utilizados na etapa de desinfecção de efluentes, 

esses produtos químicos podem causar um elevado efeito tóxico à organismos como a 

Daphnia (KIM et al., 2003). Ton et al. (2012) obtiveram uma CE50-48h de 0,02 mg L
-1

 para o 

NaOCl, mostrando o alto nível de toxicidade do composto à D. magna em baixas 

concentrações.  

 

 

5.6.4 Ensaio de toxicidade crônica 

 

Em termos de sobrevivência os valores de CENO (concentração de efeito não 

observado) e CEO (concentração de efeito observado) são apresentados na Tabela 34.  

 

Tabela 34 – Valores de CENO e CEO para sobrevivência durante o ensaio de toxicidade crônica 

Amostra CENO CEO 

CJW 30% 10% 

TB 30% NS 

CNM 1º 30% NS 

CNM 2º 30% NS 

LA ND 5% 

UASB ND 5% 

Hormônios  8 µg L
-1 

NS 
Fonte: AUTORA, 2012 

ND: não determinado (valor não foi possível calcular) 

NS: Não possui efeito significativo 

 

 

Foram encontrados os maiores valores de toxicidade crônica nos efluentes 

provenientes dos sistemas: Lodos Ativados e UASB, apresentando valor de CEO de 5%, ou 

seja, na concentração de 5% houve efeito significativo da sobrevivência dos organismos. 

Todas as concentrações testadas apresentaram p < 0,05, portanto, não foi possível calcular 

CENO. O fato ocorrido nas duas coletas realizadas para ambos efluentes pode ser atribuído à 

presença de cloro residual, uma vez que o efluente foi coletado após a etapa de cloração. 

Segundo Zeng et al. (2012) o cloro residual livre é extremamente tóxico para as D. magna, 

em concentrações de 0,8 mg L
-1

 o índice de mortalidade chega a 100%. 
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No ensaio realizado com a solução multielementar de estrogênios o efeito crônico 

de sobrevivência não foi observado, no entanto, foi observado um efeito crônico em termos de 

mudança de sexo, apresentando os valores de CENO: 2 µg L 
-1

 e CEO: 4 µg L 
-1

.  

Na Figura 81 está apresentado o gráfico com o número de machos formados 

durante os 21 dias de ensaio. 

 

Figura 81 – Quantidade de organismos adultos distribuídos por gênero ao longo dos 21 dias para o teste 

crônico realizado com DEs 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
 

Os resultados de mudança de sexo apresentados confirmam a capacidade 

estrogênica dos DEs em organismos aquáticos causando alterações no desenvolvimento de 

características sexuais secundárias, conforme observado por Olmstead e Leblanc (2000). A 

partir do ensaio crônico comprovou-se a correlação entre a presença de desreguladores 

endócrinos e a alteração de sexo em D. magna. Vale ressaltar que nos ensaios utilizando os 

efluentes provenientes das lagoas de estabilização foi observado a mudança de sexo em 

organismos ao longo de teste, no entanto esses valores não foram computados devido não ter 

ocorrido diferença significativa ao ser aplicado o teste estatístico (valor p > 0,05). A 

correlação entre a presença de DEs e a mudança de sexo em Daphnias foi comprovado por 

Dang et al. (2012) ao compilarem 135 trabalhos utilizando o bioindicador exposto à 86 

compostos classificados como desregulador endócrino.  



159 
 

 
 

Os resultados apresentados divergem dos estudos realizados por Goto e Hiromi 

(2003), uma vez que os autores não detectaram a mudança de sexo em Daphnias na 

concentração de 500 µg L
-1

 de EE2, enquanto que durante essa pesquisa a partir da 

concentração de 4 µg L
-1

 da solução multielementar obteve-se diferenças significativas de 

alteração sexual. É importante destacar que Goto e Hiromi (2003) expuseram o organismo aos 

componentes ativos do contraceptivo, enquanto que a presente pesquisa expôs a um grupo de 

desreguladores endócrinos, formulando a hipótese de que a alteração foi, possivelmente, 

causada por outro DE diferente do EE2, no caso E1, E2 ou E2-17A. 

Os valores de CENO e CEO para a avaliação da reprodução, ou seja, do número 

de neonatos gerados por fêmea são apresentados na Tabela 35. 

 

Tabela 35 – Valores de CENO e CEO para reprodução durante o ensaio de toxicidade crônica 

Amostra CENO CEO 

CJW 30% 10% 

TB 20% 30% 

CNM 1º 30% NS 

CNM 2º 30% NS 

LA ND ND 

UASB ND ND 

Hormônios  0,5 µg L
-1 

1 µg L
-1

 
Fonte: AUTORA, 2012 

Legenda: 

NS: Não houve efeito significativo 

ND: Não foi possível determinar 

 

De acordo com os resultados obtidos, apenas no efluente proveniente da lagoa da 

maturação da ETE de TB foi observado efeito crônico tóxico em termos de diminuição da 

reprodução dos organismos adultos na concentração de 30%, sendo considerada uma amostra 

tóxica quando comparada ao controle. Apesar do valor de CEO obtido para o efluente da ETE 

CJW (10%), a amostra não pode ser considerada tóxica, uma vez que na concentração de 30% 

não foi observado efeito na reprodução, necessitando assim de um novo teste crônico para o 

efluente, ou ainda, de um monitoramento da ETE em termos de toxicidade crônica.  

Nos resultados obtidos para a ETE: CNM não foi observado efeito crônico, ou 

seja, o número médio de neonatos gerados por organismo adulto no controle foi menor em 

relação às concentrações da amostra analisada, ou seja, o efluente não causou efeito tóxico na 

fecundidade. Tal comportamento foi, possivelmente, influenciado pela concentração elevada 

de algas verdes no efluente, tendo como um dos gêneros predominante Chlorellas (VON 

SPERLING, 2002). Há relatos do uso da alga clorofícea Chlorella vulgaris na alimentação da 
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D. magna (BARATA et al., 2002). Beatrici (2004) e Moreira (2008) observaram que a 

concentração do alimento utilizado na dieta influencia diretamente na reprodução dos 

organismos. Além disso, a presença das algas pode ter alterado a resposta do organismo aos 

compostos tóxicos, possivelmente presentes modificando a toxicidade aparente do efluente ou 

o metabolismo do organismo (LANNO et al., 1989).  

Não foram analisadas gerações posteriores como foi descrito por Baer et al. 

(2009), os quais reportaram efeito crônicos ao longo das gerações na D. magna, tais como: 

mudança de sexo, alteração no abdômen da Daphnia impedindo sua reprodução e alteração na 

primeira antena do macho. Os efluentes analisados eram provenientes de estações de 

tratamento municipais e de lagoas aeradas. No entanto, os autores atribuíram o fato a 

compostos desconhecidos, uma vez que os mesmos não realizaram análises cromatográficas.  

Na Figura 82 pode-se observar o número de organismos gerados por ninhada em 

cada concentração avaliada e no controle. 

 

Figura 82 – Número total de neonatos gerados por ninhada durante o ensaio crônico com os DEs 

 

Fonte: AUTORA. 2012 
 

A taxa de reprodução apresentou uma diminuição significativa no ensaio com a 

solução multielementar dos DEs a partir da concentração de 1 µg L
-1

, embora seja 

considerada uma concentração elevada quando comparada com os dados de DEs reportados 
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nessa pesquisa. Como abordado, o ensaio crônico buscou apenas comprovar o efeito ao 

sistema endócrino dos organismos.  

Barbosa et al. (2008) utilizaram concentrações ainda maiores dos hormônios 

endógenos masculinos testosterona e 4-hidroxiandrostenediona (estrutura semelhante a da 

estrona) e observaram efeitos na reprodução em concentrações de  0,84 mg L
-1

. 

O resultado obtido apresentando na Figura 82 difere do reportado por Clubbs e 

Brooks (2007), os quais obtiveram redução significativa da fecundidade apenas na 1ª e 2ª 

ninhada na concentração de 1000 µg L
-1

 do EE2. Tal diferença pode ser atribuída aos efeitos 

sinérgicos dos quatro DEs avaliados em conjunto na presente pesquisa, enquanto Clubbs e 

Brooks (2007) analisaram apenas o EE2. Tal hipótese corrobora com os pesquisadores 

Dietrich et al. (2010), os quais expuseram a D. magna aos compostos individuais e à mistura 

deles, sendo o EE2 mantido no nível 0.101 ± 0.003 ng L
-1

. No entanto, o efeito crônico na 

reprodução para a mistura foi maior quando comparada ao EE2 apenas na 1ª geração de 

Daphnias. A partir da 2ª geração, a mistura causava efeitos positivos de fecundidade. Vale 

ressaltar que futuras gerações não foram analisadas durante essa pesquisa, por isso que a 

hipótese para a 1ª geração torna-se válida. 

 

Em termos de crescimento não foi observado nenhum efeito crônico das amostras 

citadas.  

Os neonatos gerados nos ensaios crônicos foram avaliados em termos de 

deformações morfológicas, não sendo possível realizar testes estatísticos nos mesmos para 

comprovar o efeito crônico devido ao número de neonatos analisados não representarem a 

população de neonatos gerados durante os testes. Entretanto, foi avaliado 10% do total da 

população de neonatos. Os resultados obtidos durante os testes com o efluente da ETE CJW e 

CNM estão apresentados nas Figuras 83 e 84, respectivamente. Nos testes do efluente da ETE 

TB não foram observadas deformações. Os tipos de alterações morfológicas podem ser 

visualizados na Figura 85.  
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Figura 83 – Porcentagem do número de neonatos gerados no ensaio crônico da ETE:CJW em termos de 

deformações morfológicas 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 
Figura 84 – Porcentagem do número de neonatos gerados no ensaio crônico da ETE:CNM em termos de 

deformações morfológicas 

 

Fonte: AUTORA, 2012 
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Figura 85 – Tipos de alterações morfológicas dos neonatos gerados ao longo dos ensaios crônicos com 

efluentes das ETEs: CJW e CNM 

 
Fonte: AUTORA, 2012 

 

As alterações morfológicas apresentadas são bastante semelhantes às reportadas 

por Zhang et al. (2003) ao exporem a D. magna ao DE nonilfenol (4 – NP). Além da 

deformação de neonatos serem atribuídas à presença de compostos classificados como 

desreguladores endócrinos nos efluentes analisados foram relatadas malformações causadas 

por cianobactérias, conhecidas por produzirem toxinas (SON DAO et al., 2010). 

Provavelmente a presença da cianobactérias influenciaram os resultados obtidos, 

principalmente porque em várias lagoas de estabilização analisadas em Fortaleza a 

concentração de cianobactérias é bastante elevada (dado não publicado). 

 

 

Controle

Ruptura na carapaça Redução do espinho caudal
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6 CONCLUSÃO 

 

O desenvolvimento da  metodologia analítica para a identificação e quantificação 

dos micropoluentes estrona, 17 β-estradiol, 17 α-etinilestradiol e 17 β-estradiol-acetato, e 

colesterol em esgotos sanitários e águas superficiais utilizando a técnica de cromatografia 

gasosa acoplada ao espectrômetro de massas (CG/MS) foi realizada com êxito. 

Com relação à etapa de otimização da derivatização, o reagente selecionado foi o 

BSTFA sem a presença do meio reacional, uma vez que os resultados obtidos comprovaram 

que a presença do meio reacional impedia a realização da reação. As demais condições da 

reação foram otimizadas com sucesso utilizando a ferramenta de planejamento fatorial. 

A etapa de extração em fase sólida (SPE) dos analitos também foi aperfeiçoada 

em vários parâmetros através do planejamento experimental, conseguindo-se uma faixa 

aceitável de recuperação para os analitos estudados. 

O método cromatográfico utilizado foi considerado validado, uma vez que os 

resultados de precisão, linearidade e recuperação foram satisfatórios quando comparado com 

valores estimados na literatura. 

Com relação à avaliação de remoção dos DEs nas estações de tratamento de 

esgoto sanitário, as menores eficiências de remoção foram encontradas para os sistemas de 

baixa taxa (lagoas de estabilização) com 68,1% (LF+LM1); 79,9% (LF+LM2) e 54,0% (LF). 

Os sistemas de alta taxa obtiveram eficiências de remoção satisfatórias: 93,4% (LA+Cl); 

95,4% (UASB+Cl). Para o CHOL o melhor índice de remoção foi obtido na ETE LF+LM2 

com 94%, seguida das ETEs LA+Cl (88%) e UASB+Cl (82%).  

Os estrogênios naturais estrona e estradiol foram detectados nos rios Ceará e 

Cocó, além do micropoluente colesterol, indicando assim o elevado índice de contaminação 

por parte da comunidade ribeirinha e por descarte de efluentes sanitários próximos aos pontos 

de amostragem. Os valores máximos obtidos nas águas superficiais foram de: 212,75 ng L
-1

 

(E1); 256,25 ng L
-1 

(E2) e 1175 ng L
-1 

(CHOL). Os estrogênios sintéticos E2-17A e EE2 não 

foram detectados. 

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de ecotoxicidade aguda as ETEs 

utilizando a tecnologia de lagoas de estabilização apresentaram remoção eficiente dos 

compostos tóxicos aos organismos aquáticos, enquanto as ETEs de lodos ativados e UASB, 

ambos seguidos da etapa de cloração apresentaram alto nível de contaminação em Daphnia 

magna. 



165 
 

 
 

Em relação ao ensaio de ecotoxicidade crônica em Daphnia magna pode-se 

concluir que apenas no efluente proveniente do tratamento de LF não foram observados 

efeitos crônicos de sobrevivência, reprodução e crescimento, no entanto no efluente foi 

evidenciado o parâmetro de deformações morfológicas em neonatos. Para as demais ETEs 

foram observados efeitos crônicos nos efluentes, podendo o lançamento destes gerar um risco 

potencial, em longo prazo, aos corpos receptores. 

Os resultados obtidos nos ensaios crônicos realizados com os compostos-alvo 

dessa pesquisa evidenciaram a atividade estrogênica uma vez que tais substâncias causaram 

em baixas concentrações (µg L
-1

) redução de fecundidade, mudança de sexo e alterações 

morfológicas no bioindicador Daphnia magna. 
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7 RECOMENDAÇÕES 

 

Complementar os estudos de derivatização utilizando piridina como catalisador da 

reação, assim como analisar o efeito do banho ultrassônico em relação ao banho-maria. 

Este estudo contribuiu com a caracterização do esgoto sanitário no estado do 

Ceará quanto à presença de alguns desreguladores endócrinos e micropoluente dissolvidos na 

fase líquida. Recomendam-se futuros trabalhos em que se determine um maior número de 

compostos, avalie a influência da sazonalidade nas concentrações desses micropoluentes no 

esgoto sanitário e quantifique os compostos sorvidos na biomassa dos sistemas de tratamento 

biológicos.  

Monitorar os estrogênios conjugados nas ETEs, de forma a elucidar as rotas de 

degradação, além do estriol, o qual é considerado um subproduto da biodegradação. 

Realizar estudos ecotoxicológicos multigeracional (ao longo das gerações) com o 

bioindicador Daphnia magna.  

Utilizar outros bioindicadores, como peixes e algas, para que os efeitos dos 

desreguladores endócrinos sejam avaliados em três níveis tróficos. 
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APÊNDICE A – Curvas analíticas obtidas durante a calibração externa dos 

hormônios 
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APÊNDICE B – Espectros de massa dos DEs e do micropoluente em esgotos sanitários 
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Fonte: AUTORA, 2012 
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APÊNDICE C – Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E1 CJW 350 AFLUENTE 

E1 CJW 262 AFLUENTE 

E1 CJW 69 AFLUENTE 

E1 CJW < LD AFLUENTE 

E1 CJW < LD AFLUENTE 

E1 CJW < LD EFLUENTE 

E1 CJW 120 EFLUENTE 

E1 CJW 48 EFLUENTE 

E1 CJW 4 EFLUENTE 

E1 CJW < LD EFLUENTE 

E2 CJW 180 AFLUENTE 

E2 CJW 210 AFLUENTE 

E2 CJW 30 AFLUENTE 

E2 CJW < LD AFLUENTE 

E2 CJW < LD AFLUENTE 

E2 CJW        < LD EFLUENTE 

E2 CJW          99 EFLUENTE 

E2 CJW          3 EFLUENTE 

E2 CJW       < LD EFLUENTE 

E2 CJW       < LD EFLUENTE 

E2-17A CJW < LD AFLUENTE 

E2-17A CJW       < LD AFLUENTE 

E2-17A CJW             7 AFLUENTE 

E2-17A CJW        < LD AFLUENTE 

E2-17A CJW                      < LD AFLUENTE 

 

 

 



198 
 

 
 

Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E2-17A CJW    < LD EFLUENTE 

E2-17A CJW   < LD EFLUENTE 

E2-17A CJW    < LD EFLUENTE 

E2-17A CJW    < LD EFLUENTE 

E2-17A CJW    < LD EFLUENTE 

EE2 

EE2 

EE2 

CJW 

CJW 

CJW 

900 

160 

550 

AFLUENTE 

AFLUENTE 

AFLUENTE 

EE2 CJW 87 AFLUENTE 

EE2 CJW 97 AFLUENTE 

EE2 CJW 840 EFLUENTE 

EE2 

EE2 

CJW 

CJW 

80 

500 

EFLUENTE 

EFLUENTE 

EE2 CJW 83 EFLUENTE 

EE2 CJW 84 EFLUENTE 

         CHOL CJW  < LD AFLUENTE 

CHOL CJW 300 AFLUENTE 

CHOL CJW 164 AFLUENTE 

CHOL CJW  5 AFLUENTE 

CHOL CJW 4,75 AFLUENTE 

CHOL CJW 370 EFLUENTE 

        CHOL CJW 370 EFLUENTE 

CHOL CJW < LD EFLUENTE 

CHOL CJW 4,7 EFLUENTE 

CHOL CJW 9,47 EFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E1       TB 560 AFLUENTE 

E1 TB 1000 AFLUENTE 

E1 TB 711 AFLUENTE 

E1    TB 845 AFLUENTE 

E1    TB 239 AFLUENTE 

E1    TB < LD EFLUENTE 

E1 TB 2080 EFLUENTE 

E1 TB 1181 EFLUENTE 

E1 TB 390 EFLUENTE 

E1 TB < LD EFLUENTE 

E2 TB < LQ AFLUENTE 

E2 TB 500 AFLUENTE 

E2 TB 384 AFLUENTE 

E2 TB 482 AFLUENTE 

E2 TB 15 AFLUENTE 

E2 TB < LQ EFLUENTE 

E2 TB  140 EFLUENTE 

E2 TB  < LQ EFLUENTE 

E2 TB  125 EFLUENTE 

E2 TB  < LQ EFLUENTE 

E2-17A TB 1060 AFLUENTE 

E2-17A TB   2300 AFLUENTE 

E2-17A TB < LD AFLUENTE 

E2-17A TB < LD AFLUENTE 

E2-17A        TB   150 AFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E2-17A TB < LD EFLUENTE 

E2-17A TB < LD EFLUENTE 

E2-17A TB < LD EFLUENTE 

E2-17A TB < LD EFLUENTE 

E2-17A TB < LD EFLUENTE 

EE2 TB  < LD AFLUENTE 

EE2 TB < LD AFLUENTE 

EE2 TB < LD AFLUENTE 

EE2 TB < LD AFLUENTE 

EE2 TB < LD AFLUENTE 

EE2 TB < LD EFLUENTE 

EE2 TB < LD EFLUENTE 

EE2 TB 385 EFLUENTE 

EE2 TB < LD EFLUENTE 

EE2 TB < LD EFLUENTE 

CHOL TB 8270 AFLUENTE 

CHOL TB < LD AFLUENTE 

CHOL TB 8908,12 AFLUENTE 

CHOL TB 6453,5 AFLUENTE 

CHOL TB 2713,5 AFLUENTE 

CHOL TB < LD EFLUENTE 

         CHOL TB 640 EFLUENTE 

CHOL TB 310 EFLUENTE 

CHOL TB 59 EFLUENTE 

CHOL TB 37 EFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E1 CNM 
< LD 

AFLUENTE 

E1      CNM 
3050 

AFLUENTE 

E1  CNM 
770 

AFLUENTE 

E1 CNM 
17 

AFLUENTE 

E1 CNM 
972 

AFLUENTE 

E1 CNM 
280 

EFLUENTE 

E1 CNM 
< LD 

EFLUENTE 

E1 CNM 
192 

EFLUENTE 

E1 CNM 
13 

EFLUENTE 

E1 CNM 
529 

EFLUENTE 

E2 CNM 300 AFLUENTE 

E2 CNM < LD AFLUENTE 

E2 CNM < LD AFLUENTE 

E2 CNM 284 AFLUENTE 

E2 CNM 80 AFLUENTE 

E2 CNM < LD EFLUENTE 

E2 CNM 190 EFLUENTE 

E2 CNM < LD EFLUENTE 

E2 CNM < LD EFLUENTE 

E2 CNM 12 EFLUENTE 

E2-17A CNM 1730 AFLUENTE 

E2-17A CNM < LD AFLUENTE 

E2-17A CNM < LD AFLUENTE 

E2-17A CNM 73 AFLUENTE 

E2-17A CNM 786 AFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E2-17A             CNM 
1250 

EFLUENTE 

E2-17A CNM 
< LD 

EFLUENTE 

E2-17A CNM 
< LD 

EFLUENTE 

E2-17A CNM 
72 

EFLUENTE 

E2-17A CNM 
391 

EFLUENTE 

EE2 CNM 
1380 

AFLUENTE 

EE2 CNM 
< LD 

AFLUENTE 

EE2 CNM 
180 

AFLUENTE 

EE2 CNM 
627 

AFLUENTE 

EE2 CNM 
< LD 

AFLUENTE 

EE2 CNM 
100 

EFLUENTE 

EE2 CNM 
< LD 

EFLUENTE 

EE2 CNM 
300 

EFLUENTE 

EE2 CNM 
272 

EFLUENTE 

EE2 CNM 
<LD 

EFLUENTE 

CHOL CNM 35200 AFLUENTE 

CHOL CNM 
14280 

AFLUENTE 

CHOL CNM 
4220 

AFLUENTE 

CHOL CNM 
48,26 

AFLUENTE 

CHOL CNM 
135 

AFLUENTE 

CHOL CNM 
3000 

EFLUENTE 

         CHOL CNM 
2900 

EFLUENTE 

CHOL CNM 
78 

EFLUENTE 

CHOL CNM 
35 

EFLUENTE 

CHOL CNM 
94 

EFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E1 LA < LD 
AFLUENTE 

E1 LA 
1500 

AFLUENTE 

E1 LA 
1513 

AFLUENTE 

E1 LA 
47 

AFLUENTE 

E1 LA 
60 

AFLUENTE 

E1 LA < LD EFLUENTE 

E1 LA < LD EFLUENTE 

E1 LA 
261 

EFLUENTE 

E1 LA 
< LD 

EFLUENTE 

E1 LA 
29 

EFLUENTE 

E2 LA < LD AFLUENTE 

E2 LA < LD AFLUENTE 

E2 LA < LD AFLUENTE 

E2 LA < LD AFLUENTE 

E2 LA 
110 

AFLUENTE 

E2 LA < LD EFLUENTE 

E2 LA < LD EFLUENTE 

E2 LA < LD EFLUENTE 

E2 LA < LD EFLUENTE 

E2 LA < LD EFLUENTE 

E2-17A LA < LD AFLUENTE 

E2-17A LA < LD AFLUENTE 

E2-17A LA 
22 

AFLUENTE 

E2-17A LA < LD AFLUENTE 

E2-17A LA < LD AFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E2-17A LA < LD EFLUENTE 

E2-17A LA < LD EFLUENTE 

E2-17A LA < LD EFLUENTE 

E2-17A LA < LD EFLUENTE 

E2-17A LA < LD EFLUENTE 

EE2 LA 
1200 

AFLUENTE 

EE2 LA < LD AFLUENTE 

EE2 LA < LD AFLUENTE 

EE2 LA 
575 

AFLUENTE 

EE2 LA 
401 

AFLUENTE 

EE2 LA < LD EFLUENTE 

EE2 LA < LD EFLUENTE 

EE2 LA < LD EFLUENTE 

EE2 LA < LD EFLUENTE 

EE2 LA < LD EFLUENTE 

CHOL LA 
< LD 

AFLUENTE 

CHOL LA 
14280 

AFLUENTE 

CHOL LA 
12015 

AFLUENTE 

CHOL LA 
157 

AFLUENTE 

CHOL LA 
401 

AFLUENTE 

CHOL LA 
6630 

EFLUENTE 

CHOL LA 
2900 

EFLUENTE 

CHOL LA < LD EFLUENTE 

CHOL LA < LD EFLUENTE 

CHOL LA 
69,23 

EFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E1 6 UASB 
1433 

AFLUENTE 

E1 7 UASB 
512 

AFLUENTE 

E1 8 UASB 
26 

AFLUENTE 

E1 9 UASB < LD AFLUENTE 

E1 10 UASB < LD AFLUENTE 

E1 11 UASB < LD EFLUENTE 

E1 12 UASB < LD EFLUENTE 

E1 13 UASB < LD EFLUENTE 

E1 14 UASB < LD EFLUENTE 

E1 15 UASB < LD EFLUENTE 

E2 16 UASB 
< LD 

AFLUENTE 

E2 17 UASB 
776 

AFLUENTE 

E2 18 UASB 
56 

AFLUENTE 

E2 19 UASB 
23 

AFLUENTE 

E2 20 UASB 
< LD 

AFLUENTE 

E2 21 UASB 
< LD 

EFLUENTE 

E2 22 UASB 
397 

EFLUENTE 

E2 23 UASB < LD EFLUENTE 

E2 24 UASB < LD EFLUENTE 

E2 25 UASB 
< LD 

EFLUENTE 

E2-17A 26 UASB < LD AFLUENTE 

E2-17A 27 UASB < LD AFLUENTE 

E2-17A 28 UASB < LD AFLUENTE 

E2-17A 29 UASB < LD AFLUENTE 

E2-17A 30 UASB < LD AFLUENTE 
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Contin. APÊNDICE C - Concentrações dos DEs e do micropoluente colesterol nas ETEs 

Composto ETE Concentração (ng L
-1

) Vazão 

E2-17A 31 UASB < LD EFLUENTE 

E2-17A 32 UASB < LD EFLUENTE 

E2-17A 33 UASB < LD EFLUENTE 

E2-17A 34 UASB < LD EFLUENTE 

E2-17A 35 UASB < LD EFLUENTE 

EE2 36 UASB 
< LD 

AFLUENTE 

EE2 37 UASB 
371 

AFLUENTE 

EE2 38 UASB 
586 

AFLUENTE 

EE2 39 UASB < LD AFLUENTE 

EE2 40 UASB < LD AFLUENTE 

EE2 41 UASB < LD EFLUENTE 

EE2 42 UASB < LD EFLUENTE 

EE2 43 UASB 
132 

EFLUENTE 

EE2 44 UASB < LD EFLUENTE 

EE2 45 UASB < LD EFLUENTE 

CHOL 46 UASB 
170 

AFLUENTE 

CHOL 47 UASB 
153 

AFLUENTE 

CHOL 48 UASB 
32,53 

AFLUENTE 

CHOL 49 UASB 
2,79 

AFLUENTE 

CHOL 50 UASB 
< LD 

AFLUENTE 

CHOL 51 UASB < LD EFLUENTE 

CHOL 52 UASB < LD EFLUENTE 

CHOL 53 UASB 
23 

EFLUENTE 

CHOL 54 UASB < LD EFLUENTE 

CHOL 55 UASB < LD EFLUENTE 
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APÊNDICE D – Testes estatísticos aplicados na determinação de CENO e CEO 

ETE 

Teste de Fischer - Análise de  sobrevivência 

Significância p
7
 

5% 10% 15% 20% 30% 

CJW  0,474 0,211   NR
8
  1,000 1,000 

TB  NR 1,000  NR NR 0,211 

CNM  0,211 NR NR 1,000  1,000 

LA  0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

UASB 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

 

 

DEs 

Teste de Fischer  -   Mudança   de  sexo 

 Significância p   

0,5 µg L
-1

 1 µg L
-1

 2 µg L
-1

 4 µg L
-1

 8 µg L
-1

 

 NR NR 1,000 0,043 0,043 

 

                                     Análise da reprodução: Teste de Normalidade (Shapiro Wilks)  

ETE 
 Significância p 

5% 10% 15% 20% 30% 

CJW 0,001   0,000    0,000 0,000    0,000 

TB 0,832 0,209 0,642 0,734 0,328 

CNM 0,178 0,950 0,319 0,444 0,200 

 

Análise da reprodução: Teste de Wilcoxon’s, Teste de Levene e Teste “t” 

ETE 

 Significância p  

5% 10% 15% 20% 30% 

W    L ‘t’ W   L ‘t’ W L ‘t’ W L ‘t’ W L ‘t’ 

CJW 1,00 NA9 NA 0,06 NA NA 0,92 NA NA 1,00 NA NA 0,92 NA NA 

TB NA 0,29 0,84 NA 0,26 0,73 NA 0,44 0,19 NA 0,96 0,18 NA 0,08 0,046 

CNM NA 0,003 0,44 NA 0,33 0,05 NA 0,009 0,006 NA 0,08 0,17 NA 0,041 0,231 

 

 

 

 

                                                 
7
 Os valores de p < 0,05 são considerados significativos (efeito tóxico), encontram-se sublinhados para melhor 

visualização. 
8
 NR – Teste de Fischer não foi realizado devido à inexistência de mortalidade na concentração analisada 

9
 NA – Teste não aplicável, dependendo do p valor obtido no teste de normalidade é decidido que testes serão 

realizados posteriormente, se paramétrico ou não paramétrico. 
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Contin. APÊNDICE D – Testes estatísticos aplicados na determinação de CENO e CEO 

                                   

Análise da reprodução: Teste de Normalidade (Shapiro Wilks), Teste de Wilcoxon’s, 

Teste de Levene e Teste “t” 

DEs 
  

 
Significância p      

0,5 µg L
-1

 1 µg L
-1

 2 µg L
-1

 4 µg L
-1

 8 µg L
-1

 

S - W 0,137 0,528 0,149 0,342 0,637 

Wilcoxon’s NA NA NA NA NA 

Levene 0,516 0,153 0,091 0,000 0,000 

“t” 0,216 0,024 0,008 0,062 0,016 
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ANEXO A – Dados de projetos das ETEs selecionadas
10

 

Parâmetros/ETE CNM Unidade 

Tipo 1 Lagoa facultativa  

Ano de implantação 1984  

Largura média 184 m 

Maior dimensão no comprimento  457,5 m 

Profundidade útil 2 m 

Profundidade total 3 m 

População de Projeto 12.705  habitantes 

Qmin (Vazão) 29,03 L/s 

Qmed 49,63 L/s 

Qmax   

   

TDH (Tempo de detenção hidráulica) 26,4 dias 

Volume total 113.203  m
3
 

Área total  6 ha 

 

Parâmetros/ETE CJW TB Unidade 

Tipo 

3 Lagoas: 1 facultativa e 

2 de maturação 

3 Lagoas: 1 

facultativa e 2 

de maturação 

 

Ano de implantação  1986  

1 facultativa    

Largura média  45 m 

Maior dimensão no comprimento   90 m 

Profundidade útil 1,8 1,5 m 

Profundidade total    

TDH 11 10 dias 

Volume    

Área                        3,13  0,4087 ha 

2 lagoas de maturação    

Largura média  38 m 

Maior dimensão no comprimento   90 m 

Profundidade útil 1,5 1,5 m 

Profundidade total    

TDH (M1+M2) 10 8,4 dias 

Volume    

Área (M1+M2)                        3,42  0, 3420  ha 

    

População de Projeto                     23.870            3.000  hab 

Qmin 42,86 5,41 L/s 

Qmed 59,44 7,57 L/s 

Qmax 85,96 11,02 L/s 

TDH 21 18,4 dias 

Vtotal    

A total                              7  0,7507 ha 

                                                 
10

Dados fornecidos por CAGECE-Companhia de água e esgoto do Ceará 
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Contin. ANEXO A – Dados de projetos das ETEs selecionadas
11

 

Parâmetros/ETE LA Unidade 

Tipo 

Aeração prolongada seguida 

por uma unidade 

de desinfecção 

 

População de Projeto 2.880 hab 

Vazão média final das águas residuárias 230,40 m
3
/dia 

pH 7  

DBO5 300 mgO2/L 

DQO 650 mgO2/L 

Coliformes Termotolerantes 10
6
 CTer/100 mL 

Coeficiente de produção de sólidos, em 

termos de DQO (Yobs) 
0,21 kgDQOlodo/kgDQOapl 

Concentração esperada para o lodo de 

descartes  4 % 

Densidade do lodo 1.020 kg SST/m
3
 

Q med afluente 2,67 L/s 

Q max afluente 6,00 L/s 

Tempo de retenção celular (idade do 

lodo) 

Desconhecido dias 

   

 

Parâmetros/ETE UASB Unidade 

Tipo   

População Estimada de Projeto 1100 hab 

Q média  5,50 m
3
/ h 

Velocidade Ascensional 0,70 m
3
/m

2
/h 

Altura útil 4,50 m 

Tempo de Detenção Hidráulica 7 horas 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
11

Dados fornecidos por CAGECE-Companhia de água e esgoto do Ceará 
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ANEXO B – Metodologia utilizada para análises físico-químicas e 

microbiológicas 

Parâmetro Método analítico Normatização 

Cor Colorimétrico APHA - 2120 C 

Turbidez Nefelométrico APHA - 2130 B 

Condutividade Potenciométrico APHA - 2510 B 

pH Eletrométrico APHA - 4500-H
+
 B 

Amônia Destilação e Titulometria APHA - 4500-NH3 B e C 

Nitrato Colorimétrico HACH - 8171 

Nitrito Colorimétrico HACH - 8507 

Ortofosfato Colorimétrico HACH- 8048 

DQO Refluxação fechada - Colorimétrico APHA – 5220 D 

Cloreto Argentométrico (método de Mohr) APHA – 4500-Cl
-
 B 

Sólidos Gravimétrico APHA-2540 

Alcalinidade Titulométrico APHA-2320B 

Dureza Titulométrico com EDTA APHA-2340C 

Sulfato Turbidimétrico APHA-4500-SO4
2-

E 

E. coli Substrato Enzimático Collilert 
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ANEXO C – Índice de precipitação na cidade de Fortaleza, nos anos de 2010- 2012 
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Fonte: INMET, 2012 

 


