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RESUMO

O lixiviado de residuos sélidos urbanos, liquido escuro formado pela decomposicdo da massa de lixo e
percolacdo da agua da chuva pelos residuos dispostos, provenientes de aterros sanitarios ou nao, € uma
importante fonte de contaminacgdo das aguas subterraneas e superficiais, caso ndo haja impermeabilizacdo do
solo e tratamento adequado. A complexa mistura de substincias orgénicas e inorganicas presentes no lixiviado
pode causar toxicidade aos organismos expostos ou gerar alguma desregulagdo no sistema enddcrino de seres
humanos e outros animais, mesmo em concentra¢cbes muito baixas, substancias estas conhecidas como
desreguladores enddcrinos. Em funcdo dos problemas ambientais ocorridos atualmente, e, visando avaliar o
potencial téxico do lixiviado, bioensaios de toxicidade aguda foram realizados para medir os efeitos de agentes
toxicos sobre organismos de diferentes niveis tréficos (Lactuca sativa e Danio rerio) e avaliar a eficiéncia de
processos de tratamento. No intuito de determinar a presenca de atividade estrogénica e quantificar os
estrogénios presentes nas amostras, foram realizados o ensaio in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) e analises
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE/FLU) para a determinacéo
do bhisfenol A (BPA) e dos estrogénios estriol (E3), 17B-estradiol (E2) e 170-etinilestradiol (EE2). Os
lixiviados analisados neste estudo sdo provenientes de aterros sanitarios e de um lixdo encerrado na baixada
fluminense. A complexidade das amostras e a falta de informagdes na literatura em relacdo a anélise do ensaio
YES em lixiviados, gera incerteza em alguns resultados, uma vez que a interferéncia de outros compostos
guimicos presentes na amostra pode confundir a avaliacdo da atividade estrogénica. Pelas analises
cromatograficas, o E3 e BPA foram detectados em todas as amostras. E, com relacdo aos testes de toxicidade
aguda, as amostras se mostraram bastante toxicas aos organismos-testes.

PALAVRAS-CHAVE: Lixiviado, Desreguladores Endocrinos, Ensaio in vitro YES, Toxicidade Aguda,
CLAE/FLU.

INTRODUCAO

O lixiviado proveniente de residuos sélidos urbanos (chorume) é gerado em fungéo da decomposi¢do da massa
de residuos e pela percolagdo da agua das chuvas pelos mesmos. A decomposi¢do dos residuos ocorre segundo
a combinacdo de processos quimicos, fisicos e bioldgicos, controlados por fatores como condigdes climaticas e
hidrogeoldgicas, caracteristicas dos residuos dispostos, forma de operacdo do aterro dentre outros fatores. E
uma complexa mistura de substancias organicas e inorganicas, que em sua composi¢do causam danos ao meio
ambiente, devido a elevada concentragdo de matéria organica recalcitrante e a toxicidade presentes.
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O lixiviado pode contaminar severamente aguas subterraneas e superficiais pela presenca de alguns compostos
quimicos, que causam toxicidade aos organismos expostos. Tendo em vista, 0os problemas ambientais
ocorridos, ensaios de toxicidade aguda tém sido utilizados para avaliar os efeitos de agentes tdxicos presentes
na amostra sobre os organismos durante um curto periodo de tempo em relacdo ao periodo de vida do
organismo-teste, além de ser um parametro de extrema importancia na avaliacdo da eficiéncia de processos de
tratamento.

Dentre os compostos quimicos presentes no lixiviado, os de desregulacdo endocrina (DE), substancias que
podem afetar o sistema enddcrino dos seres humanos e animais mesmo em concentragdes muito baixas sdo
investigados atualmente em efluentes de ETE e ETA com muita frequéncia, mas pouca atencdo tem sido dada a
determinacdo e remocdo destes compostos de lixiviados de residuos sélidos urbanos no Brasil. No entanto,
devido as altas concentracfes de compostos organicos e inorganicos, dependentes da composicéo e idade do
local de disposi¢do dos residuos principalmente, alguns xenoestrogénios como o Bisfenol A, por exemplo,
estdo presentes em lixiviados de aterros sanitarios.

Diante da problematica, foi analisada a toxicidade de amostras de lixiviado bruto e tratado, em organismos-
teste de niveis tréficos diferentes. Além, da adaptagdo de uma metodologia de extracdo utilizando cartuchos de
extracdo em fase sélida (EFS) seguido de ensaio YES (Yeast Estrogen Screen) para determinacgdo de atividade
estrogénica presente nas amostras, E, uma metodologia via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para a determinacéo e quantificagdo de estrogénios naturais e sintéticos (estriol (E3), 17B-estradiol (E2), 17a-
etinilestradiol (EE2)) e do bisfenol A (BPA) no lixivivado.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas oito amostras, no periodo de maio de 2015 a fevereiro de 2016, em dois aterros sanitarios
(Lixiviados A brutos, B bruto e B tratado) e um lixdo encerrado (Lixiviado C) localizados na baixada
fluminense. Para a identificacdo das amostras, foram utilizados o0s cddigos conforme apresentados na Tabela 1.
As amostras de lixiviado bruto provenientes de dois aterros sanitarios foram coletados na lagoa biolégica, e do
lixdo foi coletado em uma pequena lagoa de acimulo. As amostras de lixiviado tratado, passaram por um
processo fisico-quimico, seguido por ultrafiltracdo, e nanofiltragdo para polimento. Desse Ultimo processo,
foram coletadas as amostras tratadas analisadas nesse estudo.

Tabela 1: Cadigo das amostras de lixiviado com localizacio e data de coleta.

Lixiviado Data da coleta
Al bruto 28/05/2015
A2 bruto 10/06/2015
A3 bruto 05/11/2015
B1 bruto e B1 tratado 13/11/2015
B2 bruto e B2 tratado 19/02/2016
C bruto 08/09/2015

A metodologia utilizada compreende basicamente trés etapas: a caracterizagdo fisico-quimica dos lixiviados,
ensaios toxicoldgicos com diferentes organismos-teste e 0 método de extracdo em fase sélida (EFS), seguido
por ensaio YES e analises cromatograficas pela CLAE/FLU.

Na primeira etapa foram determinados alguns parametros fisico-quimicos para as amostras de lixiviado, de
acordo com os métodos descritos em AWWA (APHA, 2012), conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Parametros fisico-quimicos e suas respectivas metodologias

Parametros Métodos
pH 4500-H*B
Turbidez 2130B
Cor Real e Cor Aparente 2120C
Condutividade 2510B
DQO 5220 D
Nitrogénio Amoniacal 4500- NH3 D
Nitrato 4500-NOs" B
Nitrito 4500-NO;" B
Faésforo Total 4500-PE
Alcalinidade Total 2320B
Cloreto 4500-ClI'B
COD 5310B
Sélidos Dissolvidos e Suspensos Totais 2540 C
Ab5254 5910 B

ABES

Além da determinacdo destes parametros fisico-quimicos, foi realizada a determinacéo e fracionamento das
substancias humicas (SH) pelo método de Petterson (1977) modificado de Lowry et al. (1951), que se baseia
em uma mistura de molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin Ciocalteau) que sofre uma reducao
quando reage com proteinas, na presenca do catalisador Cu*? e produz um composto em absor¢do maxima de
750 nm.

Algumas das amostras brutas analisadas na determinacdo de SH foram ainda fracionadas segundo metodologia
proposta por Christensen et al. (1998) pelo uso de resinas XAD-8 (Sigma-Aldrich), que possuem maior
facilidade de eluicdo e maior capacidade adsorvente. O método consiste em fracionar a matéria organica
presente no lixiviado, em forma de substancias himicas, em fragdes de acidos himicos e &cidos fulvicos, e
fragBes hidrofilicas.

Inicialmente, as amostras foram acidificadas até pH 1. Dessa forma, os acidos himicos presentes na amostra
foram precipitados e separados por centrifugacéo (5 rpm durante 5 minutos). Em seguida, a amostra foi filtrada
em filtro de acetato de celulose de 0,45um, e, o que ficou retido no filtro (parte sélida) é denominada de fragdo
de acidos hdimicos (AH), que posteriormente foi solubilizada com NaOH 0,05 mol.L. A parte ndo retida no
filtro foi percolada pela resina XAD-8, utilizada para reter os acidos flvicos por adsorcdo. A parte isolada e
concentrada na resina é denominada fragdo de acidos fllvicos (AF), solubilizada posteriormente em NaOH 0,1
mol.Lt. E, a matéria organica dissolvida residual ndo absorvida na resina XAD-8 foi considerada como a
fracdo hidrofilica (HY1).

Na segunda etapa, foram realizados ensaios de toxicidade aguda com dois organismos-teste de diferentes
niveis troficos: Lactuca sativa (semente de alface — atua como produtor) e Danio rerio (peixe — atua como
consumidor secundario) de acordo com os métodos descritos em Keddy et al. (1995) com algumas
modificagfes e NBR 15088 (ABNT, 2006), respectivamente.

Para a determinacdo da toxicidade aguda com o organismo-teste Lactuca sativa, inicialmente foi realizado a
carta controle, composta por 20 ensaios de sensibilidade usando NaCl como substancia de referéncia, em seis
concentragdes distintas: 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20 e 0,25 mol/L, realizados em triplicata. O ensaio foi
realizado em placas de Petri, com o fundo coberto por papel de filtro embebido com 4 mL das solucdes de
NaCl. Vinte sementes foram dispostas em cada placa, em seguida foram vedadas e colocadas na estufa a
temperatura de 22 = 2 °C, por 5 dias (120h) de exposicdo, na auséncia de luz, para avaliagdo do crescimento
radicular. As condi¢gdes do ensaio definitivo foram as mesmas do ensaio de sensibilidade, porém o filtro de
papel era embebido com as amostras nas concentragbes 0,75; 1,5; 3; 6; 12; 25; 50 e 100%, diluidas em agua
destilada. A andlise permite a determinar o efeito do alongamento da raiz em presenca de substancias toxicas
através da CESO0.
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No ensaio de toxicidade aguda, a carta controle do Danio rerio ja estava pronta e para a realizacdo da mesma,
19 ensaios foram realizados com dicromato de potassio. No ensaio, foram expostos 10 organismos em 1 litro
de cada amostra em diferentes concentracdes, sendo mantidos em contato por 48 horas. As amostras de
lixiviado bruto, provenientes dos aterros sanitario e lixdo, foram analisadas em concentragdes de 0,39; 0,78;
1,56; 3,12 e 6,25% e as amostras de lixiviado tratado, foram analisadas em concentracGes de 3,12; 6,25; 12,5 e
25% utilizando agua de cultivo como controle. Apds ensaio, 0s organismos mortos foram contabilizados e
através do software GWBASIC foram determinados os resultados expressos em CL50.

Na terceira etapa, referente a extracdo em fase solida (EFS), todos os frascos utilizados nas coletas das
amostras e as vidrarias utilizadas ao longo de todo processo da extracdo foram devidamente limpos com
solucdo a 5% de um concentrado de tensoativos (Extran®, Merck). Os frascos e vidrarias ficaram submersos
na solucdo de extran por 24 horas, em seguida foram enxaguados 10 vezes com &gua de torneira para remocao
do extran. Logo apo0s, a vidraria foi rinsada uma vez com acetona (grau HPLC, Tedia), cinco vezes com agua
ultra pura, uma vez com etanol (grau HPLC, Tedia) e trés vezes com agua ultra pura, necessariamente nessa
ordem.

Para a determinacdo de atividade estrogénica pelo ensaio in vitro YES e identificacdo dos estrogénios e o
bisfenol A por CLAE, as amostras de lixiviado bruto e tratado precisam ser concentradas, uma vez que 0S
analitos de interesse sdo normalmente encontrados em concentra¢@es baixissimas, e isolados anteriormente as
andlises, favorecendo sua detecgdo nas amostras. Para isso, foi utilizada a técnica de extracdo em fase sélida
(EFS), que compreende varias etapas: condicionamento dos cartuchos, passagem da amostra pelos cartuchos,
clean up e eluicdo, conforme demonstrado na Figura 1.

Neste estudo, as extracdes foram realizadas utilizando dois tipos de cartuchos: o cartucho Strata SAX
(cartucho de limpeza para remocdo dos interferentes da amostra) acoplado ao cartucho Oasis HLB.
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Amostras de
lixiviado bruto e
tratado

Filtracdo de S0mL de cada amostra
analisada em filtro de papel. membranas
defibra de vidro de 1.2 jun e de acetato

de celulose de 0.45 pm

N

r ™\
Ajuste do pH da amostra para
2 com HCI concentrado

7

's N N
Seaunda filtracio das amostras
apenas com membrana de
vidrode 1,2 pm

7

Condicionamento dos

cartuchos usados na extracao
\

Condicionamento do ) Condicionamento do
cartucho OASIS HLB: 6 cartucho STRATA SAX: 10
mL de hexano + 2 mL de mL de metanol + 10 mL de
acetona + 6 mL de metanol. agua ultra pura sem
+10mL de agua ultra pura modificagio do pH
compH 3 J A
Percolacio das amostras Percolagiio das amostras
pelos cartuchos, numna pelos cartuchos, muna
vazio de 3 mL/min, que vazio de 3 mL/min. que
estao acoplados em série estao acoplados em série
no manifold no manifold
Liumpeza dos cartuchos: 10 nmiL de Descarte dos
solucio metanol/agua ultra pura (1:9) sob cartuchos de limpeza
vacuo por 10 nunutos (STRATA SAX)
Elui¢io: 4 mL de acetona Eluigio: 4 mL de acetona
evaporados a secura com ar evaporados a secura com ar
atmosférico e reconstituidos atmosférico e reconstituidos
com 2 mL de etanol para o com 2 mL de acetonitrila para
ensaio YES amjegao no CLAE-FLU

Realizacao

Injecio no
CLAE-FLU

do ensaio
YES

Figura 1 - Fluxograma detalhado das etapas de preparo das amostras até o extrato final para a
realizacdo do ensaio YES e para analise na CLAE.

O procedimento de analise do ensaio in vtro YES foi desenvolvido de acordo com a metodologia de Routledge
e Sumpter (1996) com algumas modificacGes. As andlises foram realizadas em microplacas de 96 pocos
(Kasvi) e preparadas em capela de fluxo laminar.

Para a realizacdo do ensaio YES € necessario a diluicdo dos extratos da amostra obtido na etapa anterior
através da EFS, garantindo dessa forma, que a concentracdo da amostra esteja dentro da curva do controle
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positivo. Ap6s o preparo das placas, sdo incubadas em estufa por 72 horas, e apds este periodo sdo removidas
sendo possivel a observagdo de alteracdo da coloracdo dos pogos da fileira da amostra, de rosa para roxo, caso
haja atividade estrogénica na amostra analisada, em funcdo da producdo da B-galactosidase. E, hd também
aumento da turbidez nos pocos, em virtude do crescimento da levedura.

Com o auxilio do espectrofotdmetro (Softmax Pro 5, SpectraMax M3) com entrada para placas de 96 pocos,
foi realizado a leitura das mesmas em dois comprimentos de onda: 575 nm e 620 nm, para cor e turbidez,
respectivamente. Por isso, ha necessidade da correcdo da absorbancia da amostra, em cada um dos pocos. Para
o célculo da correcdo da absorbéncia, foi feita a média dos valores das absorbancias das fileiras de branco de
cada uma das amostras (linhas B e D ou F e H). O valor da absorbancia corrigida pode ser determinado de
acordo com Bila (2005), segundo a equacéo 1:

Abs corrigida Amostra = Absszs Amostra — (Abss20 Amostra — Absgzo Branco) equacdo (1)

Ap6s a correcdo da absorbancia das amostras, pode-se construir as curvas dose-resposta com o auxilio do
programa Origin® 6.0, relacionando os valores de absorbéncia corrigida em funcdo da concentracdo (ng.L™)
em escala logaritmica em relagdo ao controle positivo 17p-estradiol ou em percentual em relacdo aos extratos
das amostras.

Portanto, foi determinado o CES50 do 17p-estradiol que elucida 50% da maior resposta obtida da (-
galactosidase no ensaio YES, em relacdo a curva padrdo. E, para as amostras, foi calculado o equivalente
estradiol (EQ-E2) da maxima indugdo da p-galactosidase, através da interpola¢do dos dados da curva da
amostra com os da curva do controle positivo 17p-estradiol, conforme a equagéo 2:

Y= Al-A +A;
1+ (X/x) P equacdo (2)

Sendo:

Y = valor da Abs corrigida da Amostra;

X = concentracdo da substancia estrogénica no ensaio (EQ-E2);

A1 = maxima inducdo da atividade estrogénica;

A, = minima inducdo da atividade estrogénica;

Xo = valor de EC50; e

p = inclinacdo da regido mediana da curva como estimado de uma regressao linear/log da parte linear da curva
dose-resposta.

A toxicidade é algo presente em amostras mais complexas, devido a presenca de compostos toxicos, podendo
gerar a inibicdo do crescimento da levedura, facilmente visualizada pela auséncia de turbidez no fundo do
poco. Nesse caso, de acordo com Frische et al. (2009), foi utilizado o controle da absorbancia a 620 nm para
quantificar a inibicdo do crescimento da levedura devido a toxicidade das amostras (equacao 3).

Toxicidade = 1 —[Absszo(amostra) }

Absegzo(branco) equacdo (3)

Os estrogénios 17p-estradiol (E2), 17o-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3) foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em um cromatégrafo fabricado pela Waters Corporation®, utilizando detector de
fluorescéncia com comprimentos de onda de emissdo & 306 nm e excitagdo a 280 nm. A metodologia
implementada para deteccéo e quantificacdo dos horménios foi fundamentado no trabalho de Oliveira (2015)
com algumas modificages conforme Silva (2016) tendo em vista, melhor eficiéncia do método.

As condicOes de analise para os estrogénios foram: fluxo de 1 mL/min de fase mével, modo gradiente variando
a percentagem de acetonitrila (ACN) e agua ultra pura, iniciando com 40% de ACN, mudando para 50 % em 6
minutos, 30 % em 9 minutos e 40% ap06s 13 minutos até o tempo total de corrida de 15 minutos para a analise
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dos hormdnios. As fases mdveis utilizadas (ACN e &gua ultra pura) possuem alto grau de pureza e estdo livres
de oxigénio e outros gases dissolvidos. O volume injetado foi de 20 L com trés repeticGes para cada amostra
e a temperatura do amostrador foi fixada em 18°C com o objetivo de evitar possiveis degradagdes das amostras
ao longo da analise.

Para a determinacdo do bisfenol A (BPA), foi utilizado o mesmo equipamento de CLAE/FLU, mas
empregando um método diferente do usado na determinacdo dos estrogénios. As condi¢des de analise foram
fixadas em 55% de acetonitrila e 45% de agua ultra pura como fase mével em um fluxo de 1 mL/min no modo
isocratico resultando em um tempo de corrida de 8 minutos. A metodologia foi desenvolvida em detector de
fluorescéncia com comprimentos de onda de emissdo a 300 nm e a 223 nm de excitacdo. O volume de injecdo
foi de 20 pL em triplicata, mantendo a temperatura da coluna em 40°C e do amostrador em 18°C.

Para validacdo do método descrito, o guia sobre validacdo de métodos analiticos, fornecido pelo INMETRO
(2010) que analisa a seletividade, LD, LQ, linearidade e recuperacédo, tanto para os horménios como para o
BPA. De acordo com o guia, a linearidade foi determinada em funcéo da curva padréo avaliando os valores de
R e R2, o LQ foi obtido pela menor concentragdo da curva analitica e o LD foi obtido segundo a equagéo 4,
sendo DP o desvio padrédo referente as trés inje¢des do branco (padrdo com a menor condigdo aceitavel do
analito).

LD = DP x 6,965 equagcéo (4)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 apresenta os valores médios dos parametros fisico-quimicos das amostras de lixiviado A brutos, B
bruto e B tratado, e C bruto.

As faixas de valores de cloreto e alcalinidade na literatura encontram-se normalmente altas, em torno de 2199 a
4204 mg/L e 3325 a 5015 mg/L, respectivamente, em lixiviados de aterros no Brasil. Neste estudo, a
alcalinidade encontra-se dentro da faixa encontrada e o cloreto bem acima da faixa, indicando apenas alta
carga de matéria organica, e geralmente ndo se tornam problema de toxicidade para os microrganismos
responsaveis pela degradacdo biolégica.

Quantidades significativas de matéria organica podem estar presentes no lixiviado, e como consequéncia da
idade do aterro, valores mais baixos de DQO sdo relatados em aterros mais velhos como é o caso dos
lixiviados estudados, provenientes de aterros com mais de dois anos de operacao.

Com relacdo as substancias humicas, lixiviados brutos apresentaram elevadas concentracfes, porém apds
tratamento ha considerada remocdo da cor da amostra, demonstrando correlagdo entre os parametros. Nos
lixiviados tratados ndo ha presenca de substancias himicas, devido a remocdo total das mesmas apo6s
tratamento utilizando nanofiltra¢do como polimento.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7
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Tabela 3: Valores médios dos parametros fisico-quimicos das amostras de lixiviado proveniente de
aterro sanitario (A brutos, B bruto e B tratado) e da amostra proveniente do lixdo encerrado (C).

Parametros Lixiviado A | Lixiviado B Lixiviado B Lixiviado C Unidade
fisico-quimicos (N=3) bruto (N=2) | tratado (N = 2) (N =1%

pH 8,1 8,2 6,7 8,3 -
COD 2590 527 100 505 mg de C/L
DQO 487 791 636 163 mg O,/L
Alcalinidade Total 4617 2865 119 2473 mg CaCOs/L
Nitrogénio Amoniacal 1651 1249 292 575 mg N- NHa/L
Cloreto 4505 3233 2343 1150 mg CI/L
Cor Aparente 180 140 15 249 Units Pt/Co
Cor Real 154 80 12 114 Units Pt/Co
Turbidez 148 114 0,1 236 NTU
Foésforo Total 10,1 2,9 0,1 6,8 mg de P/L
Sélidos Dissolvidos Totais 12684 8187 5419 5020 mg/L
Sélidos Suspensos Totais 216 249 63 196 mg/L
Condutividade a 25°C 20,8 17 14,3 7,8 S/cm
Substancias himicas 3213 1520 0 1449 mg/L
ADbSs4 0,67 0,72 0,07 0,68 nm

N = numero de amostras (*foi realizado somente uma coleta do lixiviado proveniente do lixdo, devido ao
encerramento da lagoa logo apés a coleta).

Sabendo que, a composicdo do lixiviado muda de acordo com a idade do aterro, em aterros mais velhos,
grande parte do lixiviado formado é composto por produtos organicos himicos e falvicos. Nesse sentido, trés
amostras brutas do estudo foram analisadas em funcgéo dessas fragdes himicas e fulvicas (Tabela 4).

Tabela 4: Concentracao de substancias humicas das Amostras A3 bruta, B1 bruta e C bruta, e suas
respectivas fracdes de 4cido himico e acido falvico.

Amostra [SH] (mg/L)
A3 bruta 3243
A3 bruta AH 872
A3 bruta AF 2268
B1 bruta 1424
B1 bruta AH 529
B1 bruta AF 880
C bruta 1449
C bruta AH 571
C bruta AF 836

Do total de substancias himicas presente na amostra: A3 bruta - 27% é correspondente as fracdes de acido
hamico e 70% as fracbes de acido fulvico; B1 bruta - 37% é correspondente as fracdes de acido himico e 62%
as fracOes de acido fulvico; e C — 39% é correspondente as fragdes de acido himico e 58% as fracdes de acido
fulvico. Como observado, a concentracdo de acidos falvicos presente nos lixiviados € maior que a dos acidos
hamicos. No estudo de Moravia (2010) também houve a predominancia de &cidos fulvicos na amostra de
lixiviado de aterro, caracterizado com 92% do total de substancias falvicas.

Com relacdo aos testes de toxicidade, para a realizacdo dos ensaios de sensibilidade foram utilizados
substancias de referéncia diferentes para cada organismo. O valor médio encontrado de sensibilidade da
Lactuca sativa foi CE50 igual a 0,09 + 0,03 mol/L de NaCl e para o Danio rerio foi CL50 igual a 126 + 7,43
mg/L de dicromato de potassio. Na Tabela 5 sdo apresentados os valores referentes a CE(L)50 dos organismos
analisados no ensaio com as amostras de lixiviado.

8 ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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Tabela 5: Valores de CE(L)50 para os diferentes organismos.

ABES

Amostra Lactuca sativa Danio rerio
Al 5,06 1,11
A2 7,11 1,10
A3 2,82 1,10

B1 bruta 7,38 1,82

B1 tratada 18,54 16,49

B2 bruta 11,57 *

B2 tratada 15,66 18,95
C 23,85 4,42

*CE(L)50 n&o determinado

Com relagdo ao teste de toxicidade utilizando as sementes de alface, as amostras mais tdxicas coincidiram com
os resultados encontrados na literatura, onde a maior toxicidade do efluente estava diretamente ligada as
amostras com a maior concentracdo média de nitrogénio amoniacal, como é o caso das amostras A e B brutas
analisadas que apresentam 1651 e 1249 mg/L de nitrogénio amoniacal, respectivamente. Em contrapartida
observou-se na amostra C uma concentracdo de nitrogénio amoniacal maior que a concentracdo média das
amostras tratadas e mesmo assim, apresentou valor de CE50 de 23,85%, representando uma toxicidade menor
que a encontrada nas duas amostras tratadas, indicando que outras substancias podem conferir toxicidade ao
lixiviado ou outros fatores podem ter influenciado nos resultados finais. Durante o processo de tratamento o
fésforo foi praticamente removido das amostras Bltratada e B2 tratada, permanecendo com concentracdes do
mesmo muito menores quando comparado ao lixiviado C bruto. Como o fésforo € um macronutriente essencial
para o desenvolvimento vegetal, a maior concentracdo desse elemento na amostra C bruta pode ter mascarado
o efeito toxico do efluente, promovendo um alongamento radicular maior do que em amostras com menor
concentracgdo de nitrogénio amoniacal.

No ensaio utilizando Danio rerio, as amostras A brutas apresentaram maior toxicidade sobre 0s organismos,
em relagdo a amostra B1 bruta. Os valores de CE50 determinados no lixiviado tratado (B1 e B2) apresentaram
toxicidades semelhantes, demonstrando pouca interferéncia quanto a época do ano em que foram coletados.
Alves (2010) relatou reduges de toxicidade do lixiviado bruto para o tratado de até 70,49% provenientes de
aterros sanitarios de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul apds tratamento bioldgico, diferentemente
deste estudo, que a redugdo da toxicidade foi de apenas 14,67%, caracterizando um lixiviado com elevado
potencial de toxicidade, apds tratamento fisico-quimico, seguido por ultrafiltracdo e nanofiltracdo.

As amostras brutas do aterro B apresentam em média valores mais altos de CE50 que o aterro A, ou seja,
apresentaram menor toxicidade aos dois organismos-teste. Provavelmente, esses dados sdo influenciados por
concentragdes um pouco mais elevadas de substancias himicas e aménia, principalmente, atribuindo maior
toxicidade as amostras do lixiviado A. Ao comparar a mesma amostra de lixiviado, bruta e tratada, percebe-se
a reducdo da toxicidade ap0s o tratamento das amostras, devido a redugdo dos parametros analisados.

A EFS foi realizada utilizando cartuchos acoplados, Strata SAX + Oasis HLB, para determinacédo de atividade
estrogénica nas amostras de lixiviado bruto e tratado, com volume de extracdo fixo de 50 mL. Das amostras
analisadas, apenas duas apresentaram atividade estrogénica, contudo, foram observadas anormalidades no
ensaio YES, demonstrando a necessidade de modificacfes na etapa de preparo das amostras visando a
eliminacdo de interferentes, mesmo utilizando um cartucho de limpeza, visto que, as analises cromatogréaficas
realizadas simultaneamente demonstraram a presenga de desreguladores endécrinos com atividade estrogénica.

Dessa forma, apdés a acidificacdo da amostra para correcdo de pH na EFS, foi realizado uma segunda filtragdo
da amostra, devido a sedimentagdo dos sélidos presentes na mesma ao corrigir o pH. Portanto, apds mudanca
de pH, e consequente filtragdo, cada amostra analisada foi percolada pelos cartuchos em série: Strata SAX e
Oasis HLB, nessa ordem.

Apo6s a realizagdo do ensaio YES, as amostras Al, A2, A3 e C demonstraram presenca de atividade
estrogénica, mas nas amostras B1 bruta e tratada, ndo foi possivel a determinacdo da CE50 em funcdo de
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interferentes nas mesmas. No entanto, na presenca de interferentes, ndo ha crescimento da célula, o que néo
ocorreu €, além disso, ha determinacéo de estrogénios na mesma amostra pela identificacdo pela CLAE/FLU.

Explicacdes podem ser sugeridas em funcdo da analise das curvas das amostras B1 bruta e tratada, como: a
presenca de um composto diferente dos DE presentes na amostra, que possa interferir em algum outro
mecanismo impedindo a expressdo da B-galactosidase; ou talvez ocorra a expressdo da enzima, mas a mesma
estd sendo consumida por outra substancia antes de degradar o CPRG; ou ainda a presenca de uma substancia
que se liga ao receptor de estrogénio, originando um falso negativo.

Segundo estudos, a presenca dos acetatos de alquilfendis, suprimem a atividade estrogénica de esteroides e dos
préprios alquilfendis, logo, poderia ser também uma explicacdo para os fatos ocorridos na amostra B1 bruta e
tratada, uma vez que, na literatura foi identificada a presenca de alquilfendis em lixiviados, além da presenca
do nonilfenol, que sdo provenientes da alquilacdo de fenois, que é encontrado em lodos de aterro.

As amostras de lixiviado Al, A2 e A3 brutas, B1 bruta e tratada e C bruta, apresentaram concentra¢des de
substancia estrogénica no ensaio (EQ-E2) de acordo com a Tabela 6. Como ndo foi possivel a realizagdo do
ensaio YES para as amostras B2 bruta e tratada, as concentractes de EQ-E2 para as mesmas néo se encontram
na tabela 6.

Tabela 6: Valores de EQ-E2 (ng. L) em cada amostra de lixiviado analisado.

Amostra EQ-E2 (ng. LY
Al 30,20
A2 34,91
A3 39,71
B1 bruta 5,78
B1 tratada 6,01
C 1,62

Com relagdo a identificacdo e quantificacdo dos DEs analisados no estudo, os lixiviados do aterro A
apresentaram concentragdes mais elevadas. Ao comparar as amostras brutas e tratadas, B1 e B2, é notorio a
reducdo de toxicidade para no lixiviado tratado, entretanto, ainda apresentam concentra¢des bastante elevadas
apds tratamento. Na Tabela 7, podem ser observadas as concentragdes dos DE analisados no estudo.

Tabela 7: Concentrac6es dos horménios E3, E2 e EE2 e do BPA determinados na CLAE/FLU.

Amostra E3 (mg. LY E2 (mg. L) EE2 (mg. LY) BPA (mg. L?)
Al 1,57 2,36 1,93 1,39
A2 1,23 1,99 1,96 1,34
A3 1,02 1,91 2,03 1,51
B1 bruta 0,33 0,24 0,07 0,88
B1 tratada 0,13 ND 0,01 0,04
B2 bruta 0,33 0,23 0,04 1,21
B2 tratada 0,12 0,18 ND 0,07
C 0,12 ND 0,06 0,07
Observacgdo: ND = ndo determinado

Em relacdo a presenca dos horménios analisados, das oito amostras de lixiviado, duas ndo identificaram a
presenca de E2, no entanto, uma é amostra tratada, demonstrando a eficiéncia do tratamento para a eliminacéo
deste hormonio, e a outra é a amostra de lixiviviado proveniente do lixdo, que demonstrou caracteristicas
fisico-quimicas mais discrepantes das do lixiviado de aterro. O EE2 também ndo foi quantificado em uma das
amostras tratadas e o E3 e BPA, foram determinados em todas as amostras.
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Com relacéo a toxicidade aguda, todas as amostras analisadas, brutas e tratadas, demonstraram-se tdxicas aos
organismos Danio rerio e Lactuca sativa. As amostras tratadas apresentaram menor toxicidade quando
comparadas as amostras brutas. A menor toxicidade pode ser atribuida, em parte, pela redugdo dos parametros
fisico-quimicos ap6s o tratamento.

Pelas andlises fisico-quimicas, foram determinados altos valores de cloreto, COD, e substancias himicas, nas
amostras, ndo podendo atribuir ao nitrogénio amoniacal isoladamente, a possivel causa de toxicidade das
mesmas.

Devido a complexidade da matriz de estudo, foi necessaria uma metodologia para otimizacdo da etapa de
percolagdo da amostra na EFS, utilizando cartuchos acoplados, sendo um dos cartuchos utilizado apenas para
remocdo dos interferentes e o outro para adsorcéo do analito de interesse.

O ensaio YES, mostrou-se eficiente na determinacdo de atividade estrogénica em algumas amostras, no
entanto, a complexidade da matriz resultou em falsos negativos, devido a presenga de interferentes em algumas
amostras, dificultando as analises.

Pela CLAE/FLU foi confirmada a presenca de BPA em todas as amostras, diferentemente de alguns dos
horménios que ndo foram detectados no lixiviado do lixdo, e em algumas amostras tratadas, mostrando a
eficiéncia do tratamento na remoc&o de alguns DE presentes na amostra.
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