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Resumo

O efluente de dejetos em sistemas de confinamento animal pode ser responsavel por um impacto ambiental,
umavez que, além desse efluente conter alta carga organica e nutrientes, ele pode apresentar micropoluentes
como os Desreguladores Enddcrinos. Essas substancias sdo capazes de interagir com o sistema endécrino
de seres humanos e animais, causando danos de diferentes magnitudes. Assim, este trabalho busca
caracterizar as fases sélida e liquida do efluente da pecuaria leiteira quanto a presenca desses compostos e
sua remocéo no sistema de tratamento. O efluente analisado provém da fazenda experimental Embrapa Gado
de Leite, localizada em Coronel Pacheco — MG, o qual foi submetido a um tratamento com biodigestor, seguido
de uma lagoa de acumulacéo, sendo este recirculado para a limpeza da instalacdo. Foram realizadas 10
amostragens no periodo de setembro de 2017 a maio de 2018 da fracao liquida e sdlida do efluente bruto e
tratado. Para a quantificacdo da atividade estrogénica, foi utilizado o ensaio Yeast Estrogen Screen (YES).
Verificou-se concentracdes elevadas de estrogenicidade nos efluentes bruto e tratado, tanto da fase liquida
guanto da fase sélida. Portanto, deve-se ter cautela no manejo desses efluentes necessitando de mais
estudos para avaliar o potencial de contaminacdo do ambiente.

Palavras-chave: Estrogenicidade, Poluicdo, Remocéo, Tratamento, YES
Abstract

The effluent in animal confinement systems is responsible for a significant environmental impact. In addition
to this effluent containing a high organic load and nutrients, it can present micropollutants such as Endocrine
Disrupters. These substances can interact with the endocrine system of humans and animals, causing damage
of different magnitudes. This work seeks to characterize the solid and liquid phases of the dairy cattle effluent
regarding the presence of these compounds and their removal in the treatment system. This effluent comes
from the experimental farm Embrapa Gado de Leite, located in Coronel Pacheco - MG, which is submitted to
a treatment with biodigester, followed by an accumulation pond and is recirculated to clean the facility. 10
samplings were carried out from September 2017 to May 2018 of the liquid and solid fraction of the raw and
treated effluent. To quantify estrogenic activity, the Yeast Estrogen Screen (YES) assay was used. It was
possible to observe high concentrations of estrogenicity in the raw and treated effluents, both in the liquid and
solid phases. Therefore, must be caution in the management of these effluents, requiring further studies to
assess the potential for environmental contamination.

Keywords: Estrogenicity, Pollution, Removal, Treatment, YES
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INTRODUCAO

O consumo de leite, no Brasil, apresenta
crescimento expressivo e superior a tendéncia da
populacdo, como apresentado por Vilela et al.
(2017). Segundo o Anuéario Leite (2019), a
estimativa de consumo per capita para o0 ano de
2019 foi de 170 litros de leite por pessoa, valor
ainda inferior ao recomendado pela Organizacdo
Mundial da  Saude (OMS) de 220
litros/pessoa/ano. Concomitantemente a essa
elevada producdo ha o desafio de reduzir o
impacto ambiental gerado pelos rebanhos, visto
gue nos sistemas de semiconfinamento, nos quais
em épocas de seca, ha o fornecimento de ragao, a
geracédo de efluente proveniente da limpeza das
instalacdes pode alcancar 118 L/d por cabega de
gado (KOZEN, 2000).

Dentre as caracteristicas desse efluente
destaca-se a grande variabilidade em sua
composicdo, de acordo com a época do ano, o
manejo dos animais, o estagio de desenvolvimento
do animal e principalmente, a alimentacdo
(MATOS, 2005). Ademais, esse efluente é
composto por elevada concentracdo de matéria
organica, nitrogénio e foésforo, caracterizando-o
como uma das &guas residuarias agroindustriais
mais poluentes (RICO et al., 2011). Em
contrapartida, justamente pela existéncia desses
compostos, o efluente de dejetos de bovinos
apresenta aplicacdo viavel na fertirrigagéo, tendo
em vista os beneficios ao solo, a cultura e
possibilidade da reducdo do uso de fertilizantes
guimicos convencionais. Dessa forma, a aplicagédo
do biofertilizante tem-se mostrado uma pratica
eficaz, que tem potencial de reduzir os impactos
ambientais associados ao descarte in natura de
dejetos no ambiente, sendo capaz de melhorar os
atributos quimicos, fisicos e biolégicos do solo
(MACIEL et al., 2019).

Porém, um dos fatores que causa risco na
utilizacdo desse biofertilizante € a presenca de
micropoluentes, de origem natural ou antropica,
pela aplicacdo de medicamentos e horménios no
rebanho (SHORE et al., 1993). Dentre eles
destacam-se os Desreguladores Enddécrinos (DE)
que, segundo a Environmental Protection Agency
(EPA) (1997), séo definidos como um “agente
exogeno que interfere com sintese, secrecéo,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
hormdnio natural no corpo que séo responsaveis
pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento
e/ou comportamento dos organismos”.

Os Desreguladores Enddécrinos podem ser

substancias sintéticas ou naturais. Como exemplo
de substancias sintéticas, tem-se: alquilfendis,
pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas (PCB),
bisfenol A, substancias farmacéuticas, dioxinas,
entre outras. Como substancias naturais, podem-
se citar os estrogénios naturais e fitoestrogénios
(BILA e DEZOTTI, 2007). Os hormdnios naturais
estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3) sédo
importantes para a manutencdo da reproducdo
das células dos seios, da pele, do cérebro,
desenvolvimento das caracteristicas secundérias
sexuais femininas e a reproducdo, sendo
constantemente produzidos e liberados por
animais de sangue quente. O hormdnio sintético
17a-etinilestradiol (EE2) é amplamente utilizado
em contraceptivos orais e tratamentos hormonais
e 0 4-n-nonilfenol (NP) é um subproduto da
degradacdo dos surfactantes (COELHO et al.,
2020).

Tais compostos sdo encontrados em baixas
concentragbes no meio ambiente, na ordem de
ng/L e ug/L. No Brasil, por exemplo, as medianas
das concentragbes encontradas em mananciais
superficiais de estrona (E1), 17B-estradiol (E2),
estriol (E3) e 17-a-etinilestradiol (EE2) foram de
36,3 ng/L; 37,4 ng/L; 5,01 ng/L e 59 nglL,
respectivamente (RESENDE et al., 2017). Adeel et
al. (2017) relata que a concentracdo sem efeito
previsto para a vida aquatica é em torno de 2 a 8,7
ng/L de 17B-Estradiol (estrogénio natural
classificado como DE). Os mesmos autores
relatam que para humanos, a ingestdo diaria
aceitavel € em torno de 0,0016 a 5 ng/L de 17(3-
Estradiol.

Alguns efeitos em ecossistemas ja foram
estudados como suspeitos de possuirem como
causa 0 contato de espécies com DE, como:
interferéncias no ciclo reprodutivo de animais;
anomalias no sistema imunolégico de mamiferos
marinhos; aumento da incidéncia de canceres de
mama, de testiculo e de prdstata e endometriose
em seres humanos (BILA, 2005). Em
contrapartida, ainda que existam diversas técnicas
para a quantificacdo e identificacdo dos DE em
amostras ambientais, ha uma dificuldade em
analisa-las em concentracbes baixas, tal como
ocorrem no ambiente, uma vez que sdo onerosas.
A mais utilizada é a técnica analitica de
cromatografia acoplada a espectrometria de
massa. Destacam-se, ainda, técnicas biolégicas
como a Imunoadsorgcdo Enziméatica (ELISA) (DE
QUEIROZ, 2011) e o Yeast Estrogen Screen
(YES) (FISCHER, 2013), sendo que as técnicas
biolégicas podem ser realizadas in vivo e in vitro.
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O ensaio YES é um exemplo de método in
vitro, através do qual é possivel realizar a deteccéo
e quantificacdo da atividade estrogénica, ou seja,
o efeito potencial de compostos estrogénicos,
através da interacdo da amostra com receptores
de estrogeno (ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).
Ressalta-se que para tal teste, sua sensibilidade
chega a limites de quantificacao de até 2 ng/L para
o 17B-estradiol. Ademais, o teste ELISA é um
exemplo de teste in vivo também bastante sensivel
e tem por base a utilizacdo de antigenos.
Entretanto, possui um alto custo e elevado tempo
de execucdo (DE QUEIROZ, 2011; FISCHER,
2013). Apesar das vantagens, os testes biolégicos
podem apresentar resultados superestimados, por
causa de possiveis reacfes cruzadas. Por isso, 0s
métodos cromatogréaficos tém se destacado pela
eficiéncia e versatilidade nas andlises, além da
especificidade, sensibilidade e rapidez nos
ensaios (DE QUEIROZ, 2011). Todavia, 0 ensaio
YES tem a vantagem de analisar mais de um
composto que causa atividade estrogénica e
possiveis efeitos sinérgico e/ou antagénicos (BILA,
2005; ROUTLEDGER & SUMPTER, 1996).

Segundo Arnon et al. (2008), que analisaram
a presenga dos hormbnios estrogénio e
testosterona abaixo de uma lagoa de tratamento
de &guas residuais de uma fazenda de gado
leiteiro, os DE foram capazes de percolar no solo,
por meio de diferentes mecanismos de transporte,
tornando também as Aaguas subterréneas
passiveis de contaminagcdo. Por conseguinte,
ressalta-se o risco potencial associado a aplicagédo
dessa 4agua residuaria no solo, devido a
possibilidade de substancias nocivas serem
carreadas para corpos hidricos. Desta forma, o
estudo visa quantificar a atividade estrogénica,
utilizando o ensaio YES, nas fases sélida e liquida
dos efluentes bruto e tratado advindos do sistema
de tratamento na &rea da fazenda experimental
denominada Genizinha da Embrapa Gado de
Leite.

MATERIAL E METODOS

O efluente estudado foi proveniente do
sistema de producdo Genizinha da fazenda
experimental da Embrapa Gado de Leite
localizada no municipio de Coronel Pacheco (MG),
a qual opera com gado Girolando criado em
semiconfinamento do tipo freestall.

O piso da estrutura de confinamento é lavado
em regime diario, processo que gera o efluente
bruto. Este é direcionado a um sistema de

tratamento que inclui tanque de equalizacao,
peneira centrifuga, desarenador, biodigestor
anaerébio modelo canadense com tempo de
detencao hidraulica (TDH) de 32 dias e uma lagoa
de acumulacéo com TDH de 7 dias (MENDONCA,
2017). O efluente, apdés ser submetido ao
tratamento, é armazenado na lagoa, a qual opera
como um tanque de detengdo, exposto a
pluviosidade. Em seguida, é bombeado para que
possa ser reutilizado na limpeza das instalacdes,
ciclo que dura aproximadamente 20 dias. Com o
término do ciclo a lagoa é esvaziada e preenchida
com agua limpa, iniciando um novo ciclo.

As campanhas de amostragem foram
realizadas no periodo de setembro de 2017 a maio
de 2018, com excecdo dos meses de outubro e
abril, devido a problemas na logistica da coleta. Os
pontos de coleta denominados 1, 2 e 3 sé&o
referentes as amostras: efluente bruto, efluente da
saida do biodigestor e efluente tratado,
respectivamente, como indicado na Figura 1. E
importante ressaltar que, somente a partir de
janeiro de 2018, o ponto 2 foi inserido na
amostragem.

A fim de caracterizar o efluente foram
realizadas as seguintes analises fisico-quimicas:
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Nitrogénio
Total Kjeldahl (NTK), Nitrogénio Organico (Norg),
Nitrogénio Amoniacal (Namoniaca), FOsforo Total
(Protal), Solidos Totais (ST), Solidos Suspensos
Totais (SST) e Sélidos Dissolvidos Totais (SDT).
Todos os ensaios foram realizados de acordo com
o Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2017), no Laboratério de
Qualidade Ambiental (LAQUA) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Além da caracterizacdo do efluente, a
quantidade de animais presentes durante o
periodo de recirculacdo do efluente armazenado
na lagoa e dados de pluviosidade foram
levantados a fim de se fazer correlacbes capazes
de esclarecer o comportamento da atividade
estrogénica nos efluentes em estudo. Os dados de
pluviosidade foram monitorados com base nas
informacdes da estacdo meteorolégica A557,
localizada em Coronel Pacheco, obtidos pelo
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (2018).
Essas variaveis estdo apresentadas na Tabela 1.

A quantificacdo da atividade estrogénica
envolveu as etapas sequenciais de separa¢éo das
fases solida e liquida da amostra, Extragdo em
Fase Sodlida (SPE) e deteccdo da atividade
estrogénica através do ensaio YES.
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Para a separacdo das fases liquida e sélida
do efluente foi utilizado o procedimento adaptado
de Silva (2015), no qual, diferentemente do
presente estudo, foram analisados agua de rio e
sedimentos. Além disso, o valor do pH foi ajustado
para 2 na prepara¢do das amostras do rio, € no
procedimento com o efluente da pecuéria leiteira
foi utilizado o pH igual a 3. Essa metodologia,
viabilizou a andlise da concentracdo estrogénica

Revista Eletrénica de Gestdo e Tecnologias Ambientais (GESTA)

nas duas matrizes e suas distintas interacdes com
0 sistema de tratamento em estudo, bem como
suas variaveis, conforme descrito na Figura 2.
Apbs o procedimento de separacédo entre as fases,
foram submetidos 150 mL da amostra da fase
liguida e 10 g da amostra da fase solida seca e
posteriormente dissolvida para a etapa de
extracdo, conforme apresentado na Figura 2.

Figura 1 - Sistema de tratamento e recirculacao do efluente oriundo de dejetos bovinos da Fazenda
Genizinha Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG)
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Coleta de amostra 1: Amostra 1 (efluente bruto)
Coletade amostra 2: Amostra 2 (saida do biodigestor)
Coletade amostra 3: Amostra 3 (Lagoa de Acumulacéo)

Tanque de Equalizagéo
Peneira Centrifuga
Desarenador
Biodigestor Anaerébio
Lagoa de Acumulagéo

Tabela 1 - Data da coleta do efluente, duracéo do ciclo de recirculagdo do sistema, namero de
animais e pluviosidade do més

Meses e anos das Data D.ura(;é0~do Ciclo da Nl]m_ero.de Pluviosidade (mm)

Coletas Recirculagéo da lagoa (d) Animais

Set/17 13/09 15 115 1,4
Nov/17 20/11 29 150 161,0
Dez/17 11/12 20 107 154,4
Jan/18 22/01 13 71 250,6
Fev/18 19/02 18 72 128,0
Mar/18 19/03 11 86 159,2
Mai/18 23/05 40 78 42,0

Fonte: autoria propria.
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Figura 2 - Esquema representativo de manipulacao das amostras para quantificacao da atividade
estrogénica na fase sélida e liquida das amostras de efluente oriundo de dejetos bovinos da Fazenda
Genizinha Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG)

300 mL de amostra centrifugada a

2500G por 5 min.

Fase liquida ~._ Fase sélida Sobrenadante
g A
(10g de sedimento seco) Coleta do
Pesagem ) - | Sobrenadante Total de
—_—
150mL Secagem | de s6lidos pc 1k Centrifugagio 30 mL
24ha 60T em 10 mL
de metanol Sélidos
T 3x
Diluicao
em 300 mL
de dgua
N Extra(;:alo em YES Extrag’alo em
fase sélida fase sélida
Fonte: autoria propria.
Realizou-se a Extracdo em Fase Sdlida de solugdo contendo clorofenol vermelho-B-D-

acordo com o método de Bila (2005), na qual foram
utilizados manifold (Agilent Vac Elut®) e cartuchos
de extracdo C18 (Agilent Technologies, 500 mg, 6
mL), condicionados com 6 mL de hexano, 2 mL de
acetona, 6 mL de metanol e, por fim, 10 mL de
agua deionizada com pH ajustado para 3. Apés a
extracdo das amostras, sendo o0s volumes
variados de acordo com a fase em andlise, tal
como descrito na Figura 2, ocorreu a eluigdo com
4 mL de acetona, seguido da secagem em fluxo de
nitrogénio e ressuspensdo em 1 mL de etanol
absoluto. O E2 (298%) foi obtido da Sigma-
Aldrich® e os solventes acetona (P.A), hexano
(P.A), acido cloridrico (P.A., 37%), metanol (P.A),
acido nitrico (P.A., 65%) e o etanol absoluto (P.A.,
>99,9%) foram obtidos da Synth®. Os reagentes
utilizados no ensaio YES, com grau elevado de
pureza, também foram obtidos da Sigma-Aldrich®
ou da Synth®. A cultura de leveduras utilizada no
ensaio foi obtida de uma colecdo de culturas
desses microrganismos, em parceria com a
Universidade Federal de Vigosa. Atualmente, ha a
manutengdo da cultura no Laboratério de
Qualidade Ambiental (LAQUA) da Universidade
Federal de Juiz de Fora.

Os ensaios YES foram realizados de acordo
com a metodologia de Routledger e Sumpter
(1996), com adaptacbes de Bila (2005), e tém
como principio a exposicdo da amostra a uma
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galactopiranosida (CPRG) e uma cepa especifica
da levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual é
capaz de metabolizar compostos estrogénicos
resultando em reag¢des quimicas que causam
alteracdo na cor do substrato, de amarelo para
vermelho, possibilitando sua quantificacéo através
de técnicas de espectrofotometria ao comparar a
concentracdo de uma curva padrdo com O
resultado obtido em equivalentes de 173-estradiol
(EQ-E2) das amostras analisadas. O resultado é
reportado em equivalentes de 17@-estradiol (EQ-
E2) e a curva possui escala logaritmica com
concentracdes de E2 entre 2724 ng.L? e 1,33
ng.Lt

O procedimento do ensaio YES é iniciado
com a distribuicao de 200 yL de solucéo padréo de
E2 no primeiro poco da primeira fileira de uma
microplaca de 96 pocos. Com o etanol como
solvente, é realizada uma diluicdo 1:1 em todos os
12 pogos da fileira, resultando em uma série de
diluicBes no intervalo de concentragbes de 2724
ng.Lt a 1,33 ng.Lt. Esse processo € repetido
também na terceira fileira da placa, para se obter
uma duplicata da curva padrdo de E2. Nas fileiras
5 e 7 sé@o colocadas as amostras que serdo
analisados (em duplicata) seguido o procedimento
similar descrito para o padrdo de E2. As fileiras
contendo as amostras e o padrdo de E2 sédo
intercaladas com fileiras preenchidas apenas com
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etanol, a fim de evitar qualquer possivel
contaminacdo cruzada. Essa € denominada
microplaca de diluicao, por ter tal finalidade.
Comisso, 10 yL da solugao de todos os pogos
sdo transferidos para uma nova microplaca,
mantendo a posicdo relativa de cada poco em
relacdo a placa de diluicdo. Apds a evaporagdo
completa das amostras, cada pogo recebe 200 pL
da solugcédo contendo CPRG a uma concentracdo
de 80 mg.L! e aproximadamente 4 x 107 células
de levedura, as quais foram garantidas através de
medicdes de Densidade Optica em
espectrofotdmetro. Depois disso, a placa é selada

Absorbancia corrigida = AbS 540 nm — (ADS 620 nm

Com isso, uma curva do tipo dose-resposta foi
obtida através dos dados de concentracdo e
absorbancia das series de diluicdo da solugéo
padréo. Essa curva foi obtida através da Equagédo
2, relacionando a absorbancia ajustada (y) com a
concentracdo de atividade estrogénica na escala
logaritmica (x), utilizando-se das constantes de
méxima inducdo (A1), o limite de deteccdo da
andlise (A2), o valor de EC50 (concentragdo que
gera a resposta equivalente a metade da méxima
inducdo obtida, representada por Xo na equagéo)
e o coeficiente angular obtido pela regressao linear
da regido central da curva dose-resposta gerada

(p).

Az Az Ly
y:

1+(L)p 2 (2)
X0

Ademais, os resultados reportados foram as
médias aritméticas das duplicatas realizadas,
considerando as devidas diluicbes e
concentracbes realizadas ao longo da
metodologia.

A metodologia de preparacdo da amostra e do
ensaio YES foi realizada com amostras branco de
controle, que consistia em agua deionizada, a fim
de identificar falsos positivos e possiveis
contaminag¢des durante o procedimento.

Para realizacao das analises estatisticas foi
utilizado o software Minitab® 18. Utilizou-se o teste
estatistico de Mann-Whitney para verificar se
houve diferenca significativa entre os valores
medianos da atividade estrogénica em cada ponto
de coleta, a um nivel de significancia de 5%.
Também a esse nivel de significAncia, realizou-se
o teste da Razdo Q de Dixon para verificar a

e agitada, e ap6s 3 dias de incubacédo a 32 °C, a
mudanca de coloracdo dos pocos contendo
atividade estrogénica ja se torna visivel a olho nu.
Dessa forma, a placa é aberta e as leituras de
espectrofotometria séo realizadas nos
comprimentos de onda de 540 nm e 620 nm, que
representam a absorbancia gerada pela cor e pela
turbidez dos pocos, respectivamente. A partir dos
dados de leitura, a absorbancia ajustada é
calculada (Equacdo 1). O equipamento utilizado
para as leituras foi a leitora de placas Multiskan
FCTM (Thermo scientific®).

— Blank AbS 430 nm) (1)

presenca de outliers no conjunto de dados de
estrogenicidade obtidos. Por fim, utilizou-se a
Correlacdo de Pearson, para medicdo do grau de
correlacdo  entre  possiveis variaveis que
influenciaram na atividade estrogénica no sistema
de tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, verificam-se os resultados
obtidos nas analises fisico-quimicas dos efluentes,
as eficiéncias de remocdo dos pardmetros fisico-
quimicos do biodigestor e a eficiéncia global do
sistema.

Segundo Bitton (2005), a reducdo das
concentracbes de DQO, DBO e ST (Tabela 2),
apés o tratamento ¢é devido a alta
biodegradabilidade da matriz, sendo
recomendavel um tratamento biolégico como
etapa inicial para efluentes altamente
concentrados em matéria organica, como o
efluente do presente estudo. Ademais, o valor da
remocdo de DBO encontra-se acima do exigido
pela legislacdo de lancamento de efluentes, a
resolugdo CONAMA n° 430/2011, o qual é no
minimo 60%.

Além disso, como esperados para processos
de tratamento anaerébios, nos quais nao ocorrem
a nitrificacdo, h& baixa remocdo de NTK
considerando a entrada e a saida do biodigestor,
conforme constatado na Tabela 2. JA em relacéo a
eficiéncia global de remocdao, a qual considera os
valores obtidos no efluente coletado na lagoa, foi
possivel observar remogdes tanto para o
pardmetro NTK, quanto Nitrogénio Organico,
indicando a possivel ocorréncia de nitrificacdo e
amonificacdo na lagoa (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica dos efluentes bruto, da saida do biodigestor e da lagoa de
armazenamento da Fazenda Genizinha Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG) e respectivas
eficiéncias de remocéao

Saida do Eficiéncia Eficiéncia Global
A * *
Parametros Efluente Bruto Biodigestor* Efluente Lagoa Biodigestor ** (%) * (96)
NTK (mg/L) 379,9 351,7 307,3 7,4 19,1
N amoniacal
267 24 274,4 -2
(MgNHa/L) ol 8,8 : 6.9 6
N org (mg/L) 177,6 122,5 63,3 31,0 64,4
Fosforo total
(mgPIL) 52,45 54,8 52,35 -4,5 0,2
DQO (mg/L) 5261,5 1967,1 1295,7 62,6 75,4
DBO (mgOz2/L) 761,2 88,8 58,2 88,3 92,3
ST (mg/L) 7381,7 4050,0 3738,25 45,1 49,4
SST (mg/L) 4714,2 2137,1 369,9 54,7 92,1
SDT (mg/L) 4379,1 3060,5 3547,7 30,1 19,0

* mediana, ** mediana das eficiéncias de remog¢do de cada dia de coleta, nimero de amostras = 7. Eficiéncia do
biodigestor (remocédo dos parametros entre o efluente da saida do biodigestor e efluente bruto. Eficiéncia global
(remocé&o dos parametros entre o efluente da lagoa e efluente bruto). Fonte: autoria prépria.

Os valores encontrados para as eficiéncias no
biodigestor, considerando a remocéo de nitrogénio
e fosforo, sdo os esperados em processos
anaerobios (JORDAO e PESSOA, 2010) e, assim,
por conterem ainda elevadas concentracdes dos
referidos  parametros, os efluentes da
bovinocultura tém grande potencial de uso na
fertirrigacéo (MACIEL et al., 2019).

Em relagcdo aos resultados da quantificagédo
da atividade estrogénica pelo ensaio YES, as
curvas dose-resposta dos ensaios da fase liquida
e sblida do efluente apresentaram EC50
(concentracdo que gera 50% da resposta do
controle positivo do teste) de 121 + 6 ng.L1 e limite
de deteccdo médio de 1,06 = 0,9 ng.L?,
considerando todas as amostras coletadas de
ambas as fases, no periodo em estudo (n=7). O
valor de EC50 alcangado nos ensaios demonstra
uma sensibilidade adequada do teste (CITULSKI e
FARAHBAKHSH, 2012) que apresenta baixo limite
de deteccdo, adequado para quantificacdo de DE
em amostras ambientais, através do ensaio YES
(ROUTLEDGE e SUMPTER, 1996).

Analisou-se, portanto, a estrogenicidade em
todas as etapas do sistema de tratamento. A Figura
3 representa o grafico box-plot dos valores de
atividade estrogénica da fase liquida do efluente
em estudo.

O efluente liquido bruto apresentou 575,3
ngE2EQ.L? como a mediana dos valores de

concentracdo encontrados. Tal valor é superior as
concentracbes  de  atividade  estrogénica
encontradas em esgoto bruto doméstico que,
segundo Muller et al. (2008), se encontram na faixa
de 150 a 185 ngE2EQ.L1. Esse efluente, se néo
tratado adequadamente, pode gerar impactos as
comunidades aquéticas se langado em corpo
hidrico e até na saude humana se consumir essa
agua sem tratamento adequado (LATHERS 2001;
GREGORASZKZUC e KOVACEVIC, 2013), ou em
aguas subterraneas se disposto no solo (ARNON
et al., 2008). Porém, tem-se a necessidade de
mais estudos nessa area, uma vez que o presente
artigo é um dos primeiros a identificar atividade
estrogénica nos efluentes de bovinocultura do
Brasil.

Com o teste estatistico de Mann-Whitney,
foram comparados os valores de estrogenicidade
em cada etapa do sistema de tratamento da fase
liguida e verificou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa a um nivel de 95% de
significancia entre as medianas, as quais foram de
575,3 ngE2EQ.L?, 714,5 ngE2EQ.L? e 620,0
ngE2EQ.L* para o esgoto bruto, saida do
biodigestor e efluente tratado, respectivamente. Ou
seja, as concentracdes de atividade estrogénica ao
longo do tratamento ndo s&o consideradas
diferentes em cada ponto coletado, mostrando uma
possivel ineficiéncia do sistema em relacdo a
estrogenicidade. Todavia, também pode ter
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ocorrido uma degradacédo ou uma reacéo levando
a formacdo de compostos que ainda possuem
atividade estrogénica.

A mediana das atividades estrogénicas do
efluente liquido tratado foi de 620,0 ngE2EQ.L?,
valor ainda maior do que o efluente bruto. Verificou-
se, portanto, o potencial poluidor desse efluente,
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demonstrando a necessidade de tratamentos
complementares com o intuito de promover a
remocdo de compostos causadores de atividade
estrogénica.

A estrogenicidade da fase sélida do efluente
também foi analisada, e encontra-se representada
na Figura 4.

Figura 3 - Grafico box-plot da atividade estrogénica da fase liquida do efluente bruto (N=7), da saida do
biodigestor anaerdbio (N=4) e da saida da lagoa de armazenamento (N=7) da Fazenda Genizinha
Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG)
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Fonte: autoria propria.

Figura 4 - Gréfico box-plot da atividade estrogénica da fase soélida do efluente bruto (N=7), da saida do
biodigestor anaerdbio (N=4) e da saida da lagoa de armazenamento (N=7) da Fazenda Genizinha
Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG)
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A fase sodlida bruta obteve uma mediana das
concentracdes de 167,8 ngE2EQ.g?, valor
elevado de estrogenicidade. Entretanto, como ja
discutido, néo se pode afirmar que a concentracédo
encontrada ndo gera impactos ambientais, uma
vez que o presente estudo é um dos primeiros
também a analisar a atividade estrogénica na fase
sélida de um efluente de bovinocultura do Brasil.
Além disso, a fracdo sélida apresenta um caminho
de entrada mais direto nos seres vivos através da
cadeia alimentar, supondo um maior risco
ambiental (VEJA-MORALES, 2013).

Ademais, também com o teste estatistico de
Mann-Whitney, foram comparados os valores da
estrogenicidade na fase soélida, verificando que a
diferenca entre as medianas também n&o foi
estatisticamente significativa a um nivel de 95% de
significancia. Tais medianas apresentaram valores
de 167,8 ngE2EQ.g! para o esgoto bruto, 269,3
ngE2EQ.g* para o efluente da saida do biodigestor
e 276,1 ngE2EQ.g* para o efluente tratado. Com
isso, as concentragdes de atividade estrogénica da
fase sdlida do efluente também ndo sao
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consideradas diferentes em cada ponto coletado,
mostrando uma possivel ineficiéncia do sistema
também para essa fase.

A mediana das concentracdes da fase sélida
apés o tratamento foi de 276,1 ngE2EQ.g?,
indicando que essa fase também pode ser uma
fonte de DE para o ambiente. Segundo Aquino et
al. (2013), no processo de tratamento de esgoto
pode ocorrer o transporte de DE da fase liquida
para a sélida, podendo explicar os baixos valores
de remocao da atividade estrogénica. Ademais,
tais valores estdo acima das faixas encontradas
por Vega-Morales et al. (2013) no estudo com
aguas residuarias, as quais foram entre 8,6 e 238,8
ngE2.g! para as amostras de lodo e 10,8 a 192,8
ngE2.g! para o material particulado.

Com os valores da atividade estrogénica em
cada ponto de amostragem, p6de-se calcular a
eficiéncia de remocdo da estrogenicidade,
representada pela Tabela 3, tanto na saida do
biodigestor quanto no final do tratamento, que
inclui a lagoa.

Tabela 3 - Eficiéncias da atividade estrogénica nas etapas do tratamento do efluente oriundo de dejetos
bovinos da Fazenda Genizinha Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco-MG)

Meses e anos das Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia Global
Coletas Biodigestor Fase | Biodigestor Fase Global Fase Fase Solida (%)
Liquida (%) Solida (%) Liquida (%)
Set/17 56,6 55,3
Nov/17 -0,4 92,9
Dez/17 -19,9 24,1
Jan/18 -267,3 -97,4 -92,9 -366,1
Fev/18 -47.,5 -734,2 -34,0 -5,9
Mar/18 -106,7 -70,0 69,9 63,0
Mai/18 -6,7 77,0 3,8 13,7
Mediana das 771 83,7 0,4 24,1
eficiéncias (%)

Fonte: autoria propria.

Constatou-se, portanto, que apenas duas das
remocgdes, coleta de setembro e margo, foram
suficientes para diminuir a atividade estrogénica do
efluente, conforme a Tabela 3. Segundo Cano et al.
(1997), a maioria dos estrogénios séo excretados
em sua forma conjugada, os quais sdo polares e
biologicamente menos ativos e mais solUveis em

agua quando comparados aos nao conjugados
(D’ASCENZO et al., 2003). Entretanto, ao longo da
estacdo de tratamento do efluente, algumas
bactérias do meio, como a Escherichia coli, sdo
capazes de desconjugar o0s estrogénios,
aumentando as concentracfes de atividade
estrogénica ao final do tratamento biologico (FENT
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etal., 2006), o que pode ter ocorrido nesse sistema,
visto o aumento da atividade estrogénica,
representado na Tabela 3 por uma eficiéncia
negativa de remocao.

Além disso, foram estudadas as correlacées
dos valores de atividade estrogénica com a
duracéo do ciclo de recirculacéo da lagoa, com o
ndmero de animais e com a pluviosidade do més.
Contudo, a primeira variavel ndo apresentou
nenhuma relagcdo com as concentragBes de
estrogenicidade.

Segundo o teste de Correlacédo de Pearson, a
pluviosidade mostrou influéncia nos resultados da
atividade estrogénica do efluente liquido, com um
coeficiente de correlagdo de r = -0,73, 0 que indica
uma relacdo linear negativa. A correlacdo com a
fase sdlida do efluente apresentou o mesmo valor
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de coeficiente. Tal relacéo pode ser justificada pela
diluicdo do efluente, uma vez que o sistema de
tratamento é aberto e exposto a precipitacdo. A
Figura 5 representa a correlacao entre a atividade
estrogénica da amostra bruta de ambas as fases e
a pluviosidade do més, exceto setembro de 2017,
o qual foi considerado um outlier, de acordo com o
teste de Dixon.

A contribuicdo de compostos que causam
atividade estrogénica média por animal foi de 5,6
ngE2EQ.L! no efluente liquido (Figura 6A) e 2,2
ngE2EQ.g! na fase sélida (Figura 6B). Todavia,
como esse sistema possui recirculacdo, pode
haver um efeito de acumulacdo da atividade
estrogénica, levando a um valor superestimado por
animal. Contudo, para esse tipo de sistema é
representativo.

Figura 5 - Gréfico da correlagéo da atividade estrogénica com a pluviosidade do més de coleta:
A) fase liquida bruta *B) fase sélida bruta
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Fonte: autoria propria.

Figura 6 - Grafico da contribuicdo por animal na concentracdo de atividade estrogénica: A) na fase liquida
do efluente bruto *B) na fase sélida do efluente bruto

Atividade Estrogénica por animal
(ngEQE2/L)

>

O = N W s YN

4

2 4

Numero de coletas

=)}

4,5
S &
g 4
£ 35 .
g 3
59 25
)
%1) o ¢ v
& LES:]D 15
2 i
k= ®
g 0,5
= 0 T T
< 0 2 4 6
B Numero de coletas

*coleta de setembro néo foi considerada por ser um outlier
Fonte: autoria propria.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, p6de-se concluir
gue o biodigestor utilizado no tratamento do
efluente da pecuaria leiteira foi ineficiente para
remocdo da atividade estrogénica, visto que as
concentragdes de atividade estrogénica no
efluente tratado das fases liquida e solida foram
consideradas elevadas. Todavia, a reducdo da
carga organica e aumento e/ou baixa remocéo dos
nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, faz
com que o efluente final do sistema possa ser
reaproveitado como biofertilizante. Assim, ressalta-
se a necessidade de mais estudos nesse tipo de
efluente, uma vez que o presente artigo € um dos
primeiros a identificar atividade estrogénica nos
efluentes de bovinocultura do Brasil.
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