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Desreguladores endócrinos em estações de tratamento de esgotos: complicações ao meio ambiente

Endocrine disrupters in sewage treatment plant: Environmental complications
Estrog
ênios em ETEs
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RESUMO. A preocupação sobre a exposição aos desreguladores endócrinos (DEs) e seus possíveis impactos sobre a fauna e os seres humanos, gradativamente, teve aumento em importância nos últimos anos. Águas residuais sistematicamente recebem a maioria destes desreguladores, se não todos destes produtos químicos, assim maior compreensão sobre o destino de DEs no ambiente é extremamente necessária. Foi avaliada a concentração de DEs no afluente e no efluente das estações de tratamento de esgoto (ETEs) da Penha e Ilha do Governador-RJ, ambas compostas por sistemas do tipo lodos ativados convencional (fluxo contínuo) de aeração prolongada. Foi utilizada ,como parâmetro de avaliação, a concentração dos seguintes compostos: alquilfenóis, 17β-estradiol, bisfenol A, complementando com a determinação dos parâmetros físico-químicos: Temperatura, pH, Oxigênio Dissolvido, Sólidos Suspensos Totais, Sólidos Suspensos Voláteis e Demanda Química de Oxigênio total. Foram coletadas amostras simples ao longo da linha de tratamento de cada ETE estudada e após procedimentos laboratoriais, analisadas por meio das técnicas LC-MS/MS e Elisa. Em algumas amostras, observaram-se concentrações de compostos químicos aqui pesquisados com potencial para desregular o sistema endócrino de organismos vivos. Portanto, conclui-se que o lançamento deste efluente mesmo enquadrado nas normativas de despejo (Conama 357) ou apresentando condições de depuração pelo curso hídrico, pode provocar a mudança fisiológica dos organismos do ecossistema aquático receptor.
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ABSTRACT. Concern over exposure to endocrine disruptors (EDs) and their potential impacts on wildlife and humans gradually has improved in importance in the last years. Wastewater systematically receives most if not all of these chemicals, so a deeper understanding of the fate of EDs in environment is sorely needed. We evaluated EDs concentration in the affluent and effluent from the Sludge Wastewater Treatment Plants (SWTPs) Penha and Ilha do Governador, both of type conventional continuous-flow activated sludge with extended aeration. It was used as evaluation parameter the determination of some target compounds, such as: alkylphenols, 17β-estradiol, bisphenol A, complementing with measures of physical and chemical parameters: temperature, pH, dissolved oxygen, total suspended solids, volatile suspended solids and total chemical oxygen demand. Single samples were collected along the line of treatment of each SWTP, and after laboratory procedures, analyzed by LC-MS/MS and ELISA techniques. In some samples, we verified concentrations of chemical compounds herein studied that have the potential to disrupt the endocrine system of living organisms. Therefore, we conclude that the release of this effluent, even framed in the effluent discharge regulations (CONAMA 357) or in condition to be purified by the water course, may cause physiological changes in the organisms of the receptor aquatic ecosystem. 
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Introdução
É crescente a preocupação da comunidade científica e da opinião pública de que um conjunto de compostos químicos presentes no ambiente tenha capacidade para interação com o sistema endócrino e provocar efeitos adversos. Alguns estudos identificam que tais compostos são detectados em estações de tratamento de esgoto (ETEs) e em águas superficiais e subterrâneas, pelas suas remoções apenas parcialmente durante o processo de tratamento e, por conseguinte, parte é descartada nos corpos receptores (MEYER et al., 1999; BILA et al., 2007). Estes compostos são, geralmente, designados por desreguladores endócrinos (DEs) em virtude de poderem afetar a saúde humana assim como a de outros organismos (COLBORN et al., 1993). Por outro lado, a exposição a estes produtos tem o potencial de afetar o sistema e desenvolvimento reprodutivo, assim como outros sistemas biológicos vitais para a saúde (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004; FERREIRA et al., 2006).
DE se define por associar-se a toda substância ou mistura de substâncias exógenas capaz de assumir função idêntica de um hormônio natural nos seres vivos ou inibir o funcionamento normal do mesmo, alterando as funções do sistema endócrino e causando efeitos adversos nos organismos ou em seus descendentes (TAPIERO et al., 2002).

Segundo Alves et al. (2007), os DEs são capazes de provocar desenvolvimento de algumas doenças como câncer de mama, de útero e de próstata, desenvolvimento sexual anormal, redução de fertilidade masculina, aumento de incidência de ovários policísticos, alteração de glândulas tireoides, distúrbios nas funções do ovário, na fertilização e gravidez. Em animais, podem desregular a reprodução e o desenvolvimento dos organismos, assim como induzirem, irreversivelmente, características sexuais femininas em peixes machos, podendo levar à esterilização ou à redução da reprodução (FOX, 2001).

Várias são as substâncias classificadas como DEs. Dentre elas se inserem: substâncias naturais (fitoestrogênios), substâncias químicas sintéticas (alquilfenóis, pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas e bisfenol A), estrogênios naturais (17β- estradiol, estrona e estriol) e estrogênios sintéticos (17α-etinilestradiol) (FERREIRA et al., 2006).
Além dos DEs já conhecidos, muitos outros novos compostos são sintetizados anualmente e descarregados para o ambiente com consequências desconhecidas, e muitos potencialmente com atividade estrogênica. Com efeito, mais de 70 compostos químicos foram referidos como potenciais DEs. No entanto, estima-se que mais de 80.000 compostos químicos produzidos pelo homem sejam de uso corrente e por isso se encontrem nos efluentes de ETEs, assim como os seus produtos de degradação (KOLPIN et al., 2002; LEE et al., 2005).

Os alquifenóis polietoxilatos (APEs) são amplamente utilizados numa vasta diversidade de aplicações domésticas e comerciais, sendo utilizados como emulsionantes nos produtos de limpeza industriais e domésticos (KOLPIN et al., 2002). Durante o tratamento de águas residuais urbanas e industriais, os APEs são degradados sucessivamente até formar menos biodegradáveis, como por exemplo, o nonilfenol (NP) e o octilfenol (OP), acabando por ser descarregados no ambiente aquático (CHENG et al., 2006).

De forma geral, as ETEs recebem os esgotos “in natura” e os submetem a uma série de processos físicos, químicos e biológicos que têm por objetivo eliminar da água contaminada as diversas substâncias indesejáveis nela contidas, possibilitando assim o seu retorno ao meio ambiente com características sanitárias mais adequadas (BENTO et al., 2005; FALCIONI et al., 2005, FERREIRA et al., 2008). A informação disponível, relativamente ao efeito das descargas elevadas nos meios receptores e da sua potencial toxicidade, nomeadamente em sistemas aquáticos é escassa. Além disso, há pouca informação sobre remoção de DEs em ETEs, circunstância que impede a realização de estimativas de balanços materiais. Deste modo, diversos bioensaios, assim como diversas técnicas analíticas têm sido empregadas com o intuito de identificar e averiguar a atividade de compostos potencialmente estrogênicos (MARA, 2003).

Os estrogênios, principalmente 17β-estradiol que é responsável pela formação das características femininas e 17α-etinilestradiol que é o principal estrogênio sintético encontrado nas pílulas anticoncepcionais e aplicado nas terapias de reposição hormonal, por possuírem alto potencial estrogênico, têm sido classificados como os maiores responsáveis em provocar alterações endócrinas em organismos presentes em águas superficiais (OLEA-SERRANO et al., 2002). Estes compostos vêm sendo detectados em efluentes de ETEs por receberem esses compostos e apenas eliminá-los parcialmente durante o processo de tratamento (MORAES et al., 2008).
Neste artigo, propõe-se analisar o efluente tratado das ETEs Penha e Ilha do Governador, de forma a avaliar o rendimento e a qualidade dos processos. Pretende-se, assim, subsidiar projetos futuros das ETEs, possibilitando o aperfeiçoamento do desempenho e monitoramento, repercutindo num melhor controle do processo e a redução de potenciais impactos causados no ambiente por DEs. 

Desreguladores Endócrinos: Aspectos de enquadramento e definições
Os primeiros estudos que relacionaram o efeito de determinados químicos em animais surgiram durante os anos 1950 e 1960 por Rachel Carson, que relacionou os impactos do Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) no ambiente e em animais (CARSON, 1962). No entanto, a preocupação pública generalizada para os problemas da poluição só surgiu com a publicação do livro “Our stolen future: Are we threatening our fertility, intelligence and survival?”.

Nas últimas décadas foram realizados vários estudos que relacionam propriedades de desregulação endócrina de determinados compostos (naturais e produzidos pelo homem) principalmente em nível de atividade hormonal (SUMPTER; JOHNSON, 2005). Além de não haver uma definição consensual para DEs, também não Há consenso quanto aos métodos de determinação, quantificação, análise e ensaios nos vários tipos de organismos.

A escolha e o desenvolvimento apropriado para identificação e caracterização de compostos químicos que podem desregular o sistema endócrino são por si só, muito complicados. Por exemplo, o receptor deste tipo de compostos não segue as regras normais de toxicidade pelos níveis endógenos de hormônios que estão presentes no corpo. Os DEs podem atuar por meio de vias diferentes dos outros compostos, originando respostas distintas, mesmo quando presentes a concentrações extremamente baixas. Por outro lado, há um grande número de testes disponíveis, muitos dos quais não são validados e são baseados numa gama de mecanismos completamente diferentes (WAISSMANN, 2002).

Com a constatação da existência de níveis significativos de compostos com capacidade de desregulação endócrina no ambiente, surgiu a necessidade de criação de uma definição de DEs. No entanto, todas as tentativas de definição de DEs incluem o conceito de desregulação ou disrupção - qualquer tipo de efeito (adverso ou não) no sistema endócrino. 
Este fato está relacionado ao argumento de que pequenas alterações bioquímicas ou pequenas alterações em nível celular poderão provocar grandes danos em longo prazo. Na verdade, ocorrem sistematicamente alterações do sistema endócrino por fatores ambientais naturais e, por vezes, as pequenas perturbações provocadas pelos compostos antropogênicos descarregados no ambiente nem sequer provocam qualquer tipo de patologia. A questão será até que ponto ou até que concentração de compostos DEs é que cada indivíduo exposto consegue adaptar sem que para isso surja qualquer tipo de patologia. As consequências a esta exposição poder-se-ão manifestar também não só em nível de indivíduo exposto, mas também em nível de sua descendência, isto é, poderão haver efeitos e alterações em nível de população (WANG et al., 2005).

Identificação, Quantificação e Análise: Presença de DEs no Ambiente
De acordo com vários autores, há entre 50 a 70 compostos diferentes que foram identificados como sendo possíveis DEs (MATTHIESEN; GIBBS, 1998; ISHIBASHI et al., 2001). Contudo, à medida que mais compostos químicos são testados, o número dos que demonstram ter resposta estrogênica também aumenta, isto é, a lista de compostos considerados DEs está longe de estar fechada, não tendo parado de aumentar com a evolução da tecnologia e dos novos testes que têm surgido.

Uma das formas mais comuns de exposição dos organismos com os DEs é por meio do contato com a água contaminada de rios, baías, águas subterrâneas etc (FERREIRA et al., 2006). Os DEs podem contaminar a água de várias formas: (a) Fontes pontuais – efluentes de estações de tratamento de águas residuais, efluentes de indústrias, efluentes da atividade agrícola, lixiviados etc; e (b) Fontes difusas – infiltração no solo de compostos utilizados na agricultura e indústria até atingirem os lençóis freáticos, recarga de aquíferos com água contaminada, fossas sépticas, espalhamento de lodo provenientes do tratamento de águas residuais etc (Figura 1).
Figura 1. Potenciais rotas de exposição de hormônios humanos no ambiente
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Os DEs, à semelhança de outros poluentes, têm grande variedade de fontes. Estas fontes podem ter implicações no ambiente (pela sua acumulação) e efeitos adversos para humanos e para todos os outros tipos de organismos vivos (BIRKETT; LESTER, 2003).

As águas superficiais são particularmente vulneráveis à contaminação por DEs, pela sua proximidade com as fontes poluidoras e pelo seu baixo fator de diluição, o que origina elevado grau de exposição de todos os organismos que com elas contatam. Além disso, o tratamento realizado nas ETEs ainda é insuficiente (FERREIRA et al., 2006). Este fato deve-se a que em determinados casos os produtos de degradação resultantes dos processos metabólicos presentes nas ETEs, geralmente, apresentam um poder estrogênico superior. Um exemplo deste fato são os compostos APEOs, que se degradam em NP. Estes, têm sido amplamente utilizados nos últimos 50 anos numa vasta diversidade de aplicações domésticas e comerciais (TSUDA et al., 2000), sendo usados como emulsionantes nos produtos de limpeza industriais e domésticos (NICHOLS et al., 2001). Durante o tratamento de águas residuais urbanas e industriais, os APEOs são degradados sucessivamente até formar menos biodegradáveis, como por exemplo, o NP e o OP, acabando por ser descarregados no ambiente aquático (MAGUIRE, 1999).

Adicionalmente, foi demonstrado que os alquifenóis (NP, OP) induzem a produção de vitelogenina em indivíduos machos de diversas espécies de peixes (SCHWAIGER et al., 2000). Outros contaminantes estrogênicos encontrados no meio aquático incluem o etinilestradiol, fitoestrogênios, compostos organoclorados, entre outros susceptíveis de desregular o sistema endócrino de peixes e outros organismos.

O 17 β-estradiol é o principal estrogênio presente nos vertebrados, que nas fêmeas dos peixes regula o desenvolvimento e manutenção das gônadas e características sexuais somáticas e possui um papel crucial na vitelogênese (ASHFIELD et al., 1998). Por isso, o estudo da sua concentração no meio e os efeitos ao nível do sistema endócrino dos peixes é da maior importância. Outro grande grupo de DEs são os metais pesados, como o cádmio, o chumbo e o mercúrio, que apesar de não interferirem com a atividade hormonal, quando presentes em concentrações elevadas, são tóxicos para as células gônadas dos peixes (NELSON et al., 2007). Algumas dessas substâncias tiveram seus usos proibidos ou não são mais produzidas, porém ainda podem ser encontradas no meio ambiente. Na Tabela 1 estão apresentadas as principais substâncias conhecidas de DEs.
Tabela 1. Substâncias principais de DEs
	Esteroides
	Alquilfenóis
	Compostos Poliaromáticos
	Compostos
Orgânicos
Oxigenados
	Pesticidas

	17α- etinilestradiol
	Nonilfenol
	Bifenilas Policloradas (PCB)
	Ftalatos
	Atrazina

	17β-estradiol
	Nonilfenol etoxilado
	Retardantes de Chama
	Bisfenol A
	Linuron

	Estrona
	Octilfenol
	Hidrocarbonetos

Poliaromáticos (PAH)
	
	Hexacloro- benzeno

	Mestranol
	
	
	
	Pentacloro-

fenol (PCP)

	Dietilestilbestrol (DES)
	
	
	
	


Fonte: Bila et al. (2007)
Dentre os DEs, uma classe em especial tem chamado a atenção de alguns pesquisadores, são eles os estrogênios naturais e sintéticos que são encontrados no meio ambiente em concentrações na faixa de μg.L-1 e ng.L-1. Da mesma forma, têm sido encontrados presentes em cosméticos e anabolizantes utilizados em rações animais também são considerados DEs (Alves et al., 2007). Assim, podem-se dar alguns exemplos, tais como: bifenilas policloradas (PCBs), bisfenol A (BPA), dioxinas (PCDDs), furanos (PCDFs), DDT e compostos alquilfenóis-polietoxilatos, como OP e NP. BPA é um ingrediente comumente encontrado em diversos produtos utilizados em tratamentos dentários, como também em revestimentos internos de recipientes para embalagem de alimentos, o que é um facilitador à contaminação humana (GASCON et al., 1997; STUMPF et al., 1999). Os estrogênios naturais, estrona e o 17β-estradiol são naturalmente e diariamente excretados na urina das mulheres, animais fêmeas e homens, e assim descartados no esgoto doméstico, bem como o 17α-etinilestradiol que é um estrogênio sintético usado em pílulas anticoncepcionais (BILA et al., 2007). Na Tabela 2 é apresentada a excreção diária de estrogênios por humanos.

Tabela 2. Excreção diária (μg) per capita de estrogênios por humanos
	
	17β-estradiol
	Estrona
	Estriol
	17α-etinilestradiol

	Homens
	1,6
	3,9
	1,5
	-

	Mulheres em idade fértil
(10 a 49 anos)
	3,5
	8
	4,8
	-

	Mulheres na menopausa

(acima de 49 anos)
	2,3
	4
	1
	-

	Gestantes
	259
	600
	6000
	-

	Mulheres que tomam anticoncepcional
	-
	-
	-
	35


Fonte: Johnson et al. (2000)
Tendo-se com foco principal estudar e avaliar o potencial estrogênico nas etapas de processo da ETEs da Penha e da Ilha do Governador, procedeu-se à determinação de alguns compostos DEs, tais como: alquilfenóis (nonilfenol e octifenol), 17 β-estradiol e bisfenol A. Recolheram-se amostras ao longo da linha de tratamento das ETEs que, após processamento, foram analisadas por LC-MS/MS e ELISA. 
Materiais e Métodos
Caracterização das ETEs

As ETEs Penha e Ilha do Governador são submetidas aos seguintes parâmetros operacionais: pH, Sólidos suspensos totais (SST), Sólidos suspensos fixos (SSF), Sólidos suspensos voláteis (SSV), Demanda química de oxigênio (DQO), Demanda bioquímica de oxigênio (DBO5), Nitrogênio total Kjeldahl, Nitrogênio amoniacal, Nitrato, Nitrito e Fósforo.

ETE Penha

A ETE da Penha opera com biofiltros e lodos ativados, tratando uma vazão em torno de 1.600 L s-¹. O pré-tratamento inicia-se por meio das gradagens média e fina, com remoção de sólidos, seguida da remoção de areias, óleos e gorduras num mesmo órgão de planta retangular. As gorduras são incineradas. O tratamento primário é constituído por uma decantação acelerada de tipo lamelar em quatro tanques de planta retangular, com tratamento físico-químico opcional, e por três tanques de equalização/homogeneização. O tratamento secundário biológico é realizado por meio de um sistema de lodos ativados de fluxo contínuo em aeração convencional, em seis tanques aerados por aerações de superfície, seguindo-se uma decantação secundária tipo lamelar em 12 decantadores de planta retangular, com recirculação de lodo biológico. 
ETE Ilha do Governador
A ETE da Ilha do Governador opera com lodos ativados, tratando uma vazão em torno de 525 L s-¹. O processo de tratamento inicia-se por meio das etapas: o afluente elevado passa por um sistema de gradagem constituído por grades - uma grossa e uma média, responsáveis pela remoção de sólidos grosseiros, segue-se à remoção de óleos, gorduras e areias, em dois desarenadores/desengorduradores. Os subprodutos resultantes deste pré-tratamento são posteriormente depositados em aterro controlado. O afluente é então alimentado a um tanque de homogeneização com cerca de 4.000 m3 de volume útil, cuja função é regularizar picos de carga poluente. Segue-se tratamento primário, consistindo em uma fase preliminar de tratamento físico-químico, com aplicação de sulfato de alumínio, cal hidratada e um polieletrólito em duas linhas de câmaras de coagulação/floculação, seguindo-se a decantação primária em dois tanques de planta circular, com ponte raspadora de fundo e superfície. O efluente primário é então alimentado ao tratamento secundário, efetuado por meio de um sistema de lodos ativados, que consiste em seis tanques de aeração com dois arejadores de superfície cada e tanque de recirculação de lodos. Segue-se decantação secundária em dois decantadores de planta circular, com ponte raspadora de fundo e superfície.
Amostragem 

A amostragem foi feita ao longo da linha de tratamento da ETE Ilha do Governador e ETE Penha. Os pontos amostrados foram: (1) afluente, (2) pós-tratamento preliminar, (3) pós-tratamento primário e (4) efluente final.

Amostras simples foram coletadas em triplicata e colocadas em frascos âmbar de 250 mL. Durante as 12h programadas para obtenção de amostras, o que se deu entre 8h e 20h, realizou-se a obtenção de oito amostras por ponto durante o período de coleta. As coletas nas ETEs foram realizadas durante o mês de março/2010 e os resultados exprimem o consolidado obtido de cada ponto analisado.

Análises laboratoriais
Após coleta, as amostras foram transportadas para o laboratório em malas térmicas refrigeradas, sendo em seguida filtradas por meio de uma malha de 230 μm para reter partículas maiores e, em seguida, em filtros de fibra de vidro Macherey-Nagel, MN GF –3, porosidade de 0,60 μm. A metodologia para o pré-tratamento das amostras e para a extração dos diferentes compostos foi desenvolvida para análise em Elisa (Ensaio imunoenzimático indireto) pela Takeda Chemical Industries Ltd. e para análise em LC-MS/MS (Liquid chromatography-mass spectrometry) (PETROVIC et al., 2002). 
Na análise por meio de Elisa, a extração de BPA, 17βEstradiol e APE, foi efetuada utilizando colunas Oasis® HLB cartridge 3cc/60 mg 30µm 100/box (WAT094226, Waters), sendo eluídas com 2 x 5.0 mL de CH3OH a 10% para o BPA e APE, e com 2 x 5.0 mL de CH2Cl2 (100%) para o 17βEstradiol. Posteriormente, as amostras foram concentradas até 2 mL com nitrogênio líquido. O esquema do processamento é demonstrado na Figura 2.

Figura 2. Esquema do processamento e análise das amostras
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O teste de Elisa baseia-se numa reação de competição entre um anticorpo monoclonal específico e o composto a analisar. Nesta reação, a superfície dos poços encontra-se revestida por uma proteína (anticorpo monoclonal), que se liga exclusivamente com o DE (antígeno) em análise. O DE, em estudo, presente nas amostras analisadas e o conjugado (antígeno – enzima), (DE marcado com uma enzima que ao reagir muda de cor), foram previamente misturados e adicionados aos poços da microplaca, ocorrendo então uma reação de competição pelo número limitado de ligações ao anticorpo.

Posteriormente, o excesso de conjugado e o DE que não reagiu foram removidos dos poços por meio de uma solução de lavagem (PBS/Tween). Em seguida, adicionou-se a cada poço um substrato cromogênico, de modo a desenvolver cor quando na presença do conjugado da enzima. A quantidade deste ligado ao anticorpo determinou a intensidade da cor, que por sua vez foi quantificado pela absorbância utilizando um leitor de Elisa (BenchMark, Biorad).
A análise quantitativa foi realizada pela “selected ion monitoring” (SIM), usando uma calibração externa. As curvas de calibração foram construídas pela regressão linear. A confirmação da identidade dos compostos presentes no efluente foi efetuada por meio de “scan mode”, comparando o tempo de retenção e o espectro de massa do composto analisado com o respectivo padrão.

As análises por LC-MS/MS foram realizadas em um sistema Agilent 1100, com amostrador automático, acoplado ao espectrômetro de massas MDS/SCIEX API2000 (Turbo Ion Spray ®), com uma coluna de fase reversa - C18 (5 μm, 250 x 4 mm - LiChrospher 100 RP-18) e uma pré-coluna (4 x 4 mm, 5 µm - Merck, Darmstadt, Germany). O volume de injeção foi ajustado para 25 μl a um fluxo de 1 mL/min. 
As determinações dos parâmetros físico-químicos tiveram os seguintes procedimentos: as leituras de pH foram efetuados no local utilizando equipamento portátil (Digimed – DM/2P). As análises de SST, SSF, SSV, DQO, DBO5, N total Kjeldahl, N amoniacal, Nitrato, Nitrito e Fósforo foram feitas de acordo com as técnicas laboratoriais descritas no ‘Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater’ (AWWA, 1995).

Análises estatísticas
As análises estatísticas foram procedidas usando o pacote estatístico Origin 7.5 (OriginLab Corporation).
Resultados e Discussão
Os resultados obtidos de DEs, a partir de análises dos efluentes coletados ao longo da linha de tratamento das ETE Penha e ETE Ilha do Governador são apresentados nas Tabela 3 e Tabela 4 com análises utilizando a metodologia LC-MS/MS; e nas Tabela 5 e Tabela 6, com análises utilizando a metodologia Elisa.

Tabela 3. Análises de concentrações de DEs por LC-MS/MS no efluente da ETE Penha
	
	ETE Penha

	Pontos
	DEs
	Método LC-MS/MS

	
	
	X
	Sd(yEr±)
	Se(yEr±)
	P25
	P75
	P95
	Xmin
	Xmax
	R
	Median
	Var
	CoefVar

	1
	17 β estradiol

(ng/L)
	0,77
	0,20708
	0,07322
	0,61
	0,88
	1,11
	0,56
	1,11
	0,55
	0,7
	0,04288
	0,26764

	2
	
	0,65
	0,19241
	0,06803
	0,48
	0,68
	1,04
	0,46
	1,04
	0,58
	0,63
	0,03702
	0,29264

	3
	
	0,92
	0,19456
	0,06879
	0,72
	1,07
	1,19
	0,69
	1,19
	0,5
	0,925
	0,03786
	0,21006

	4
	
	0,18
	0,04422
	0,01563
	0,16
	0,21
	0,23
	0,09
	0,23
	0,14
	0,185
	0,00196
	0,24397

	1
	BPA

(µg/L)
	4,44
	0,91526
	0,32359
	3,37
	5,14
	5,31
	2,78
	5,31
	2,53
	4,68
	0,8377
	0,20608

	2
	
	2,12
	0,5646
	0,19962
	1,86
	2,54
	2,64
	0,98
	2,64
	1,66
	2,21
	0,31877
	0,26585

	3
	
	2,72
	0,6904
	0,24409
	2,14
	2,81
	4,05
	1,79
	4,05
	2,26
	2,705
	0,47666
	0,25382

	4
	
	1,05
	0,31802
	0,11244
	0,89
	1,04
	1,79
	0,71
	1,79
	1,08
	0,99
	0,10114
	0,30216

	1
	APEOs

(µg/L)
	52,76
	7,47733
	2,64363
	45,86
	59,27
	63,84
	44,89
	63,84
	18,95
	49,395
	55,91039
	0,14172

	2
	
	69,94
	6,42292
	2,27085
	63,67
	76,12
	78,25
	62,77
	78,25
	15,48
	69,29
	41,25396
	0,09182

	3
	
	47,08
	6,93132
	2,45059
	42,33
	51,19
	57,48
	37,38
	57,48
	20,1
	45,49
	48,04316
	0,1472

	4
	
	10,34
	2,10333
	0,74364
	8,45
	11,58
	13,86
	8,19
	13,86
	5,67
	9,78
	4,42401
	0,20339


X-arithmetic mean; Sd- standard deviation; Se- standard error; P25 – Percentile 25; P75 – Percentile 75; P95 – Percentile 95; Xmin- minimum; Xmax-maximum; R – Range; Var – Variance; CoefVar- coefficient of variation (%)
Tabela 4. Análises de concentrações de DEs por LC-MS/MS no efluente da ETE Ilha do Governador
	
	ETE Ilha do Governador

	Pontos
	DEs
	Método LC-MS/MS

	
	
	X
	Sd(yEr±)
	Se(yEr±)
	P25
	P75
	P95
	Xmin
	Xmax
	R
	Median
	Var
	CoefVar

	1
	17 β estradiol

(ng/L)
	0,96
	0,22605
	0,07992
	0,71
	1,19
	1,24
	0,68
	1,24
	0,56
	0,92
	0,0511
	0,23516

	2
	
	1,02
	0,26259
	0,09284
	0,67
	1,17
	1,33
	0,64
	1,33
	0,69
	1,12
	0,06896
	0,25713

	3
	
	1,11
	0,25182
	0,08903
	0,91
	1,2
	1,58
	0,82
	1,58
	0,76
	1,06
	0,06341
	0,22661

	4
	
	0,26
	0,06413
	0,02267
	0,22
	0,31
	0,34
	0,15
	0,34
	0,19
	0,265
	0,00411
	0,24314

	1
	BPA

(µg/L)
	1,77
	0,53973
	0,19082
	1,28
	1,96
	2,77
	1,26
	2,77
	1,51
	1,575
	0,29131
	0,30429

	2
	
	1,94
	0,76859
	0,27174
	1,39
	2,31
	3,08
	0,66
	3,08
	2,42
	1,815
	0,59074
	0,39567

	3
	
	0,78
	0,22564
	0,07978
	0,6
	0,86
	1,17
	0,46
	1,17
	0,71
	0,77
	0,05091
	0,28928

	4
	
	0,41
	0,15682
	0,05544
	0,23
	0,51
	0,67
	0,22
	0,67
	0,45
	0,39
	0,02459
	0,38017

	1
	APEOs

(µg/L)
	32,15
	10,79091
	3,81516
	21,69
	38,69
	47,23
	18,64
	47,23
	28,59
	31,44
	116,44367
	0,33563

	2
	
	25,55
	8,94666
	3,16312
	16,57
	31,31
	38,45
	15,33
	38,45
	23,12
	24,895
	80,0428
	0,35011

	3
	
	29,08
	10,20934
	3,60955
	18,78
	35,62
	43,81
	17,43
	43,81
	26,38
	28,33
	104,23056
	0,35105

	4
	
	5,15
	1,91314
	0,6764
	3,17
	6,44
	7,91
	3,03
	7,91
	4,88
	5,1
	3,66009
	0,37148


X-arithmetic mean; Sd- standard deviation; Se- standard error; P25 – Percentile 25; P75 – Percentile 75; P95 – Percentile 95; Xmin- minimum; Xmax-maximum; R – Range; Var – Variance; CoefVar- coefficient of variation (%)
Tabela 5. Análises de concentrações de DEs por Elisa no efluente da ETE Penha
	
	ETE Penha

	Pontos
	DEs
	Método Elisa

	
	
	X
	Sd(yEr±)
	Se(yEr±)
	P25
	P75
	P95
	Xmin
	Xmax
	R
	Median
	Var
	CoefVar

	1
	17 β estradiol

(ng/L)
	2,91
	0,67324
	0,23803
	2,17
	3,37
	3,77
	2,02
	3,77
	1,75
	3,07
	0,45326
	0,23136

	2
	
	2,57
	0,59464
	0,21024
	1,92
	2,96
	3,32
	1,77
	3,32
	1,55
	2,71
	0,3536
	0,23138

	3
	
	2,13
	0,58674
	0,20745
	1,86
	2,54
	2,76
	0,95
	2,76
	1,81
	2,21
	0,34427
	0,27531

	4
	
	0,66
	0,22335
	0,07897
	0,43
	0,68
	1,09
	0,43
	1,09
	0,66
	0,625
	0,04989
	0,33841

	1
	BPA

(µg/L)
	5,13
	1,96571
	0,69498
	2,88
	6,38
	8,35
	2,68
	8,35
	5,67
	4,85
	3,86403
	0,38318

	2
	
	2,74
	1,03593
	0,36626
	1,58
	3,39
	4,43
	1,41
	4,43
	3,02
	2,585
	1,07316
	0,37825

	3
	
	2,36
	0,91872
	0,32482
	1,32
	2,92
	3,89
	1,21
	3,89
	2,68
	2,235
	0,84406
	0,38867

	4
	
	1,34
	0,51826
	0,18323
	0,75
	1,66
	2,21
	0,71
	2,21
	1,5
	1,255
	0,26859
	0,38604

	1
	APEOs

(µg/L)
	65,32
	25,63814
	9,06445
	36,42
	80,86
	106,76
	31,62
	106,76
	75,14
	62,78
	657,31427
	0,39249

	2
	
	61,91
	24,75357
	8,75171
	34,22
	76,54
	102,49
	30,09
	102,49
	72,4
	58,43
	612,73913
	0,39984

	3
	
	51,12
	19,55092
	6,9123
	28,5
	63,21
	84,03
	27,26
	84,03
	56,77
	48,33
	382,23864
	0,38246

	4
	
	13,11
	6,34904
	2,24473
	7,31
	15,21
	24,29
	3,99
	24,29
	20,3
	12,395
	40,31037
	0,48429


X-arithmetic mean; Sd- standard deviation; Se- standard error; P25 – Percentile 25; P75 – Percentile 75; P95 – Percentile 95; Xmin- minimum; Xmax-maximum; R – Range; Var – Variance; CoefVar- coefficient of variation (%)
Tabela 6. Análises de concentrações de DEs por Elisa no efluente da ETE Ilha do Governador

	
	ETE Ilha do Governador

	Pontos
	DEs
	Método Elisa

	
	
	X
	Sd(yEr±)
	Se(yEr±)
	P25
	P75
	P95
	Xmin
	Xmax
	R
	Median
	Var
	CoefVar

	1
	17 β estradiol

(ng/L)
	3,23
	1,41932
	0,5018
	1,83
	3,97
	5,67
	1,22
	5,67
	4,45
	3,11
	2,01446
	0,43874

	2
	
	2,76
	1,05107
	0,37161
	1,54
	3,41
	4,49
	1,47
	4,49
	3,02
	2,61
	1,10474
	0,38082

	3
	
	1,45
	0,41074
	0,14522
	1,23
	1,73
	1,9
	0,64
	1,9
	1,26
	1,48
	0,16871
	0,28376

	4
	
	0,41
	0,10849
	0,03836
	0,35
	0,49
	0,54
	0,21
	0,54
	0,33
	0,42
	0,01177
	0,26221

	1
	BPA

(µg/L)
	3,32
	1,45969
	0,51608
	1,88
	4,08
	5,81
	1,23
	5,81
	4,58
	3,195
	2,1307
	0,43983

	2
	
	2,29
	1,08775
	0,38458
	1,37
	2,81
	4,03
	0,56
	4,03
	3,47
	2,2
	1,18319
	0,47552

	3
	
	1,38
	0,61557
	0,21764
	0,78
	1,69
	2,45
	0,51
	2,45
	1,94
	1,325
	0,37893
	0,44566

	4
	
	0,72
	0,31842
	0,11258
	0,41
	0,89
	1,27
	0,27
	1,27
	1,00
	0,695
	0,10139
	0,44072

	1
	APEOs

(µg/L)
	45,10
	19,56435
	6,91704
	28,19
	55,55
	78,34
	15,19
	78,34
	63,15
	43,52
	382,76391
	0,43375

	2
	
	40,13
	18,21837
	6,44117
	22,81
	49,47
	71,15
	13,22
	71,15
	57,93
	38,75
	331,90908
	0,45403

	3
	
	33,45
	14,94038
	5,28222
	18,31
	41,23
	58,89
	12,17
	58,89
	46,72
	32,295
	223,21505
	0,44668

	4
	
	10,17
	4,73662
	1,67465
	5,76
	12,53
	18,33
	3,13
	18,33
	15,2
	9,805
	22,43554
	0,46552


X-arithmetic mean; Sd- standard deviation; Se- standard error; P25 – Percentile 25; P75 – Percentile 75; P95 – Percentile 95; Xmin- minimum; Xmax-maximum; R – Range; Var – Variance; CoefVar- coefficient of variation (%)
Os resultados obtidos por vários autores em suas investigações de 17β-estradiol em efluentes de ETEs na Alemanha (5,2 ng/L), Inglaterra (1,6 ng/L) Canadá (2 ng/L), EUA (6,5 ng/L) e Japão (0,5 ng/L), (KUCH; BALLSCHMITTER, 2001; XIAO et al. 2001; LEE et al., 2005; DORABAWILA; GUPTA, 2005; HASHIMOTO et al., 2007) estiveram na faixa de 0,5 ng/L a 6,5 ng/L. Os resultados observados, neste presente trabalho com o método LC-MS/MS para o mesmo composto no efluente da ETE Penha, estiveram na média com a faixa de 0,18 ng/L a 0,77 ng/L (Xmin= 0,09 e Xmax= 1,11) e na ETE Ilha do Governador em média na faixa de 0,26 ng/L a 0,96 ng/L (Xmin= 0,15 e Xmax= 1,24). Entretanto, quando 17β-estradiol foi analisado por Elisa no efluente da ETE Penha detectou-se  na faixa de 0,66 ng/L a 2,91 ng/L (Xmin= 0,43 e Xmax= 3,77) e no efluente da ETE Ilha do Governador na faixa de 0,41 ng/L a 3,23 ng/L (Xmin= 0,21 e Xmax= 5,67). Como os outros investigadores não obtiveram seus dados com Elisa, pelos resultados aqui apresentados, mostram uma diferença significativa de método, denotando melhor resultado, e estes apontam teores maiores próximos aos resultados da Alemanha e EUA, e maiores dos observados na Inglaterra, Canadá e Japão.
Em relação ao BPA, os resultados encontrados com o método LC-MS/MS no efluente da ETE Penha estiveram na média com a faixa de 1,05 µg/L a 4,44 µg/L (Xmin= 0,71 e Xmax= 5,31) e na ETE Ilha do Governador em média na faixa de 0,41 µg/L a 1,77 µg/L (Xmin= 0,22 e Xmax= 2,77). Quando analisado por Elisa no efluente da ETE Penha detectou-se na faixa de 1,34 µg/L a 5,13 µg/L (Xmin= 0,75 e Xmax= 8,35) e no efluente da ETE Ilha do Governador na faixa de 0,72 µg/L a 3,32 µg/L (Xmin= 0,27 e Xmax= 5,81). Também se observaram resultados com diferença significativa de método, denotando melhor resultado as análises feitas por Elisa. O BPA é um composto empregado em diversas atividades industriais atuando como constituinte de várias resinas epóxi. No ambiente, este composto apresenta elevada persistência. Os valores determinados nos efluentes das duas ETEs estão na faixa encontrada por Heisterkamp et al. (2004) que detectaram em amostras de ETEs concentrações entre 0,085 e 28 µg/L, mas o efluente final destas teve em média 6,09 µg/L, apresentando valores superiores aos encontrados nesta pesquisa.
Em relação ao APEOs (NP e OP), os resultados encontrados com o método LC-MS/MS no efluente da ETE Penha estiveram na média com a faixa de 10,34 µg/L a 52,76 µg/L (Xmin= 8,19 e Xmax= 63,84) e na ETE Ilha do Governador em média na faixa de 5,15 µg/L a 32,15 µg/L (Xmin= 3,03 e Xmax= 47,23). Quando analisado por Elisa no efluente da ETE Penha, detectou-se na faixa de 13,11 µg/L a 65,32 µg/L (Xmin= 3,99 e Xmax= 106,76) e no efluente da ETE Ilha do Governador na faixa de 10,17 µg/L a 45,10 µg/L (Xmin= 3,13 e Xmax= 78,34). Nos últimos 50 anos, os APEOs foram amplamente utilizados em variadas aplicações industriais, comerciais e domésticas, com uma produção anual da ordem de 350 000 toneladas, nos EUA, Europa e Japão, o que certamente justifica a sua presença nas ETEs (NICHOLS et al., 2001). Por este motivo, há atualmente uma preocupação crescente sobre o uso indiscriminado destes compostos, principalmente pela relativa estabilidade de alguns metabólitos e degradação de produtos contendo APEOs (TSUDA et al., 2000). Os resultados obtidos por Elisa são superiores aos obtidos por LC-MS/MS. 

Em todas as análises ficou demonstrado maior sensibilidade ao método Elisa na detecção de DEs. Cabe destacar que pelo elevado número de técnicas existentes no mercado para análise de DEs, optou-se por testar estas duas técnicas de relativa acessibilidade e alta reprodutibilidade, de modo a poder dar subsídios na pesquisa de DEs e contribuir em se ter maior confiabilidade nas conclusões retiradas com o estudo.
Porém, em todos os casos, ou seja, independentemente da técnica analítica usada (Elisa, LC-MS/MS), ficou demonstrado que os DEs selecionados estavam presentes nos efluentes das ETEs, variando as suas concentrações de composto para composto, sendo estes descarregados na Baía de Guanabara, com níveis de concentrações que poderão causar efeitos fisiológicos na vida animal (COLBORN et al., 1993; FERREIRA et al., 2006). Mas, pelo elevado nível de diluição existente nesta baía, espera-se que os efeitos nos organismos não sejam ser relevantes e/ou imediatos.

Na Tabela 7 e na Tabela 8, indicam-se os valores relativos aos parâmetros físico-químicos operacionais de controle de tratamento nas ETEs Penha e Ilha do Governador, respectivamente. O comportamento dos parâmetros no processo de tratamento foi condizente com o esperado, indicando que alta eficiência do processo nas ETEs analisadas. Cabe destacar que nos parâmetros-chave em que se baseia o Conama 357, os resultados atendem, tais como, o pH na faixa entre 5 e 9, até 60 mg/L de DBO e N amoniacal até 20 mg/L.

Os resultados da pesquisa demonstram que apesar da eficiência das ETEs, há necessidade de procedimentos adicionais na etapa final do processo, visando reduzir a níveis seguros os teores de DEs. Dados da literatura sobre a eficiência da remoção de estrogênios em ETEs reforçam posicionamento sobre a necessidade de tratamentos adicionais a serem aplicados no efluente tratado (LOPES et al., 2008). Segundo Andersen et al. (2003), com base em seu estudo realizado no Estado do Arkansas (EUA) denotaram que a remoção de DEs foi mais eficiente nos processos em que ocorreu a remoção de nutrientes, ou seja, o tratamento terciário responsável pela remoção de nitrogênio e fósforo. Nesse caso, o lodo apresentava tempo de detenção de 11 a 13 dias e ocorreu a multiplicação de microrganismos capazes de degradar os estrogênios, fato que não ocorre em processos convencionais com tempo de detenção do lodo menor que quatro dias. 
Tabela 7. Parâmetros físico-químicos apresentados nos pontos amostrados da ETE Penha e ETE Ilha do Governador
	ETE Penha

	Parâmetro
	Pontos de amostragem

	
	1
	2
	3
	4
	Eficiência (%)

	pH
	6,62
	6,78
	6,45
	6,87
	-

	SST (mg/L)
	4.265,2
	1.910,7
	108,6
	92,1
	97,8

	SSF (mg/L)
	964,5
	267,7
	132,8
	35,9
	96,27

	SSV (mg/L)
	3.198,3
	1.625,8
	121,8
	41,0
	98,71

	DQO (mg O2/L)
	25.460
	18.636
	254
	233
	99,08

	DBO5 (mg O2/L)
	5.745
	3.567
	566
	58
	98,99

	N Total Kjeldahl (mg N/L)
	333,7
	165,9
	13,1
	11,8
	96,46

	N Amoniacal (mg N-NH3/L)
	84,8
	61,6
	21,4
	4,5
	94,6

	Nitrato (mg NO3/L)
	188,6
	22,1
	3,5
	1,7
	90,98

	Nitrito (mg NO2/L)
	123,2
	16,7
	1,7
	0,5
	95,94

	Fósforo total (mg P/L)
	4,41
	4,78
	2,67
	2,34
	46,93


Tabela 8. Parâmetros físico-químicos apresentados nos pontos amostrados da ETE Ilha do Governador
	ETE Ilha do Governador

	Parâmetro
	Pontos de amostragem

	
	1
	2
	3
	4
	Eficiência (%)

	pH
	6,34
	6,43
	6,77
	6,93
	-

	SST (mg/L)
	5.642,7
	1.455,3
	67,9
	48,2
	99,1

	SSF (mg/L)
	678,9
	199,4
	111,1
	24,4
	96,4

	SSV (mg/L)
	2.433,7
	1.322
	87,3
	22,2
	99,08

	DQO (mg O2/L)
	18.453
	12.642
	278
	151
	99,18

	DBO5 (mg O2/L)
	5.997
	6.622
	475
	44
	99,26

	N Total Kjeldahl (mg N/L)
	452,3
	177,6
	16,7
	10,2
	97,74

	N Amoniacal (mg N-NH3/L)
	112,5
	48,7
	19,8
	7,6
	93,24

	Nitrato (mg NO3/L)
	231,4
	77,2
	4,1
	1,5
	93,51

	Nitrito (mg NO2/L)
	98,2
	22,6
	2,4
	0,3
	96,94

	Fósforo total (mg P/L)
	3,77
	2,15
	1,87
	0,87
	76,92


O presente trabalho mostrou que as concentrações dos compostos estudados encontrados nos efluentes das ETEs apresentam-se em níveis preocupantes em ralação aos teores de DEs presentes nos efluentes de ETE destes países, reflexo da necessidade de pesquisarmos e implementarmos maior controle nas ETEs fortalecendo o saneamento básico do país, e assim minimizando impactos significativos ao ambiente.

As técnicas analíticas utilizadas neste trabalho possibilitaram comparar os valores dos DEs nas diferentes etapas do processo das ETEs. Os dados obtidos por Elisa apresentam-se com elevada detectabilidade e seletividade em relação ao método LC-MS/MS, com maior sensibilidade para os DEs e, por conseguinte apresentaram limites de detecção melhores. Os parâmetros de validação verificados para o procedimento proposto aumentaram a confiabilidade dos resultados apresentados, uma vez que ainda não se tem um método oficial para a determinação simultânea desses compostos. Esse procedimento poderá ainda servir como base para se iniciar estudos de monitoramento desses compostos em efluentes.

Uma política adequada para reduzir a ameaça de substâncias químicas que alteram o sistema hormonal requer controle sobre a disponibilização e orientações de uso de pesticidas como o endosulfan e metoxicloro, fungicidas como vinclozolina, herbicidas como atrazina, os alquilfenóis, os ftalatos e BPA. Para evitar-se a geração de dioxinas faz-se primordial a eliminação gradual de PVC, o tetracloroetileno e de inseticidas clorados.

Conclusão
Este trabalho contribui para o entendimento de um tema pouco estudado no país, o qual gerou dados que permitiram conhecer o tratamento e a presença de DEs em duas importantes ETEs. Pela importância das substâncias com potencial de desregular o sistema endócrino é necessário continuar com os estudos sobre metodologias de detecção e ações dos DEs no ambiente e no sistema reprodutivo da fauna presente nos rios. Fato positivo, o Brasil já vislumbra com políticas públicas que possam nos colocar em nível de igualdade aos países europeus e EUA, no que se refere ao controle de DEs em ETEs. 
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