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Resumo

O EE2 é uma hormona sintética utilizada na producéo de contracetivos orais femininos e € uma das
principais substancias que contribuem para a atividade estrogénica detetada em aguas residuais e

consequentemente principal origem de EE2 em aguas superficiais.

Uma vez que os sistemas convencionais de tratamento de agua residual ndo foram dimensionados
para remover este tipo de compostos, a comunidade cientifica tem procurado alternativas de tratamento
e, ou tratamentos complementares para evitar que estas substancias sejam descarregadas no
ambiente, nomeadamente a adocéo de tratamentos terciarios. Os sistemas de tratamento onde as
eficiéncias de remocéo destes compostos sdo maiores incluem tratamentos multi-barreira (incluindo a

adocdo de membranas) e oxidacdes avancadas, nomeadamente a adicéo de cloro, ozono e fenton.

Apesar das eficientes remocdes de EE2 verificadas com oxidantes, nomeadamente com o cloro, e
embora, em Portugal, seja um dos compostos mais utilizados na etapa de desinfecao de agua residual,
esta adocdo podera ndo ser segura devido a possivel formacdo de trihalometanos (compostos

cancerigenos), aquando da adicao de cloro na presenca de matéria organica.

Assim, este trabalho pretendeu estudar a adicdo de um oxidante diferente que, ndo sendo comum a
sua utilizacdo em agua residual, existem estudos que demonstraram a sua capacidade de remocao do

potencial estrogénico de uma agua residual - Acido Peracético (PAA).

Foram, desta forma, realizados ensaios onde se testaram diferentes tempos de contacto e diferentes

concentracdes de PAA - 10, 15 e 20 minutos e 1, 5, 10 e 15 mg.L 2.

As eficiéncias de remocéo de EE2 obtidas variaram entre 0% e 100%, dependendo das dosagens de
PAA e tempo de contacto utilizados. Os ensaios que apresentaram 100% de remocao, ocorreram com
concentracdes de PAA de 10 mg.L! e de 15 mg.L?, para os tempos de contacto de 10 e 15 min,

respetivamente.

Complementarmente, a toxicidade do EE2 foi avaliada através de ensaios biolégicos usando o peixe
zebra (Danio rerio) como modelo biolégico e determinando alguns biomarcadores de toxicidade
(enzimas antioxidantes) e de desregulagdo enddcrina (vitelogenina). Os resultados mostraram que
entre os animais expostos ao EE2 e os animais expostos ao EE2+PAA néo existiram diferencas
significativas ao nivel das enzimas antioxidantes (glutationa-s-transferase e catalase). Relativamente a
analise dos niveis de vitelogenina, os resultados mostraram que quando se adicionou o PAA
(EE2+PAA) ocorreu uma clara reducédo da estrogenicidade mostrando, por isso, a possivel viabilidade

do uso deste composto para remocao do EE2.

Palavras-chave: Compostos Desreguladores Enddcrinos; Hormona; 17a-Etinilestradiol; Oxidagéo;

Acido Peracético; Ensaios Ecotoxicoldgicos






Abstract

EE2 compound it's a synthetic hormone used in the production of female oral contraceptive and is the
one of the principal compounds which contribute to the estrogenic activity detected in wastewater

effluents and consequently, main source of EE2 in superficial waters.

Since the conventional wastewater treatment systems aren't designed to remove these type of
compounds, the scientific community has been searching for treatment alternatives, and, or
complementary treatments to avoid the discharge of these substances into the environment, namely the
adoption of a tertiary treatment. The treatment systems where the removal efficiencies of these
compounds are major include multiple-barrier treatments (including membrane adoption) and advanced

oxidation, namely chlorine addition, ozone and fenton.

Despite of EE2 high removal rates with the use of oxidants, namely chlorine and although in Portugal
being one of the most used compounds in wastewater disinfection, this adoption might not be safe due
to the possibility of trihalomethanes formation (carcinogenic compounds) — compounds that occour in

the chlorination process in organic matter presence.

Thereby this thesis main goal consisted in a study of a different oxidant whose utilization is not common,
in wastewaters disinfection process, but there have been recent studies that demonstrated its estrogenic
potential removal ability — Peracetic Acid (PAA).

Therefore, with the objective of testing the PAA for the removal of the EE2, Jar-test assays where
performed in which different contact times (10, 15 and 20 minutes) and different PAA concentrations (1,

5, 10 and 15 mg.L1) were used.

The removal efficiencies of the EE2 obtained varied between 0% and 100%, depending on the PAA
dosages and contact times used. The assays that showed 100% removal, occurred with PAA

concentrations of 10 mg.L* and 15 mg.L™, for contact times of 10 and 15 minutes, respectively.

Additionally, the EE2 toxicity was assessed through bioassays using zebrafish (Danio rerio) as a
biological model and determined some toxicity biomarkers (antioxidants enzymes) and the endocrine
dysregulation (vitellogenin). The results showed that the differences between animals exposed to EE2
and the animals exposed to EE2+PAA there weren’t significant at the antioxidants enzymes level
(glutathione-s-transferase and catalase). Regarding to the analysis of the vitellogenin levels, the results
suggested that when PAA was added (EE2+PAA) an evident estrogenicity reduction occured,

demonstrating the feasibility of the use of this compound in order to remove EE2.

Keywords: Endocrine Disruptors Compounds, Hormone, 17a-Ethinylestradiol, Oxidation, Peracetic

Acid, Ecotoxicologic assays
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Simbolos e Abreviaturas

AR
BSA
CAT
CBO
CDNB
CHsCN
CHsOH
CQO
DAD
DMSO
E2
EDC
EE2
ETAR
FLD
GC
GSH
GST
H202
HCOOH
HPLC
Kow

LC

LLE
LOD
Log Kow
LOQ
LPME
LPO
MDA
Mix
MS
NaCl
OMS

Agua Residual

Albumina Bovina

Catalase

Caréncia Bioguimica de Oxigénio

1 -Cloro-2,4-dinitrobenzeno

Acetonitrilo

Metanol

Caréncia Quimica de Oxigénio

Detecao por Fotodiodos (Diode-Array Detection)
Dimetilsulfoxido

17B-Estradiol

Compostos Desreguladores Endécrinos
17a-Etinilestradiol

Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais
Fluorescéncia

Cromatografia Gasosa

Glutationa Reduzida

Glutationa-S-Transferase

Peréxido de Hidrogénio

Acido Férmico

Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo (High Performance Liquid Cromatography)
Coeficiente de particdo octanol-a4gua
Cromatografia Liquida

Extragdo Liquido-Liquido (Liquid-Liquid Extraction)
Limite de Detecéo

Logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua
Limite de Quantificacdo

Microextracdo em Fase Liquida (Liquid-phase Microextraction)
Peroxidacao Lipidica

Malonaldeido ou malondialdeido

Mistura Reacional

Espectrometria de massa (Mass Spectrometry)
Cloreto de Sodio

Organizagdo Mundial de Saude
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PAA
PDMS
ROS
SBSE
SLM
SPE
SPME
TBA
TBARS
UV-Vis
VTG

XV

Acido Peracético

Polidimetilsiloxano

Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)

Extragcdo Sortiva em Barra de Agitacéo (Stir Bar Sorptive Extraction)
Extracdo em Membrana Liquida Suportada (Supported Liquid Membrane)
Extracdo em Fase Solida (Solid Phase Extraction)

Microextracdo em Fase Solida (Solid-phase Microextraction)

Acido tiobarbitarico

Thiobarbituric Acid Reactive Species

Ultravioleta-Visivel

Vitelogenina



indice

1.

2.

5.

6.

T 0o [0 o T TSRS 1

(@] 011 110 1R 3
EStrutura da DISSEITAGED .....cceivrreieitiiiee ittt sttt e sttt ettt ettt e e s asb e e s anbae e e s annre e e s annneeas 5
REVISA0 BIDIOGIATICA ... .vveeeeiiitie ettt sttt e et e e be e e sane e e 7

O Vo TV T 2 1= o [V I [P 7
4.2. Desreguladores ENAOCIINOS .......cc.uviiiiieeiiiiiiieiie e e e s st e e e e e s s siaae e e e e e e s s s nnntaeeeeeeeesensnnnees 10
4.2.1. D= (] 1 ox= Lo IO O PP P PP PP P PP TPPPPPPPPPPRN 10
4.2.2. Caracteristicas € ClasSifilCAGAO .........ccueiieiiiiiie i 11
4.2.3. Fontes de CONtAMINAGAD .......c.uuuiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e 12
4.2.4, SIStEMA ENAOCTINO ...ttt e et e e s saneeeas 13
4.2.5. Desregulagio ENUOCIING .......ooueiiiiiiiiee ettt 15
4.2.6. Efeitos N0 ambIiENte € SEIES VIVOS.......ccoiiiiiiiiiiiiee et 16
4.3, AT0-EUNIIESITATIOl ....ccciieeiieieeiee e 19
4.3.1. Propriedades fiSICO-QUIMICAS ......ccoiiuiiiiiiiiiee et 19
4.3.2. AplicacBes € FONLES de EE2 ... 21
4.3.3. Presenca NO @amMbDIENTE........ooii e 23
4.3.4. Impactes e PrinCiPaiS EFEILOS ......oiiiiiiiii e 25
4.3.5. RemoGa0 de EE2 €M ETAR ... ...t 27
N < To 1 - (o Lo FO PP TP PUPTPP 29
4.5. Desinfecio de Aguas Residuais Tratadas .............c.cceevevevereeeevereeeeeeeeeeeeeieee s 31
45.1. Importancia da deSINFECAD .........eviiiiiiii e 31
4.5.2.  TratamentoS CONVENCIONAIS. .......uuviiiirieiieiiieiee it ee sttt e st e e e e e s e e e s snneees 33
e T Vol o (o 1= £= Vo= 1ot RO 36
4.6. Métodos analiticos para a determinaGao de EDC........c.ceevviiiiiiiiiieiiie e 43
4.6.1. MEtodo de eXIragan: SBSE ........cccoiiiiiieiiiiieeeiieiee e siiee e e sitee et e e s st e e e sntbeeeesnnaeeaean 43
4.6.2. Método de deteGao: HPLC-DAD ......ccccoiiiiieeeiiiiee e eiiiee sttt e sieee e stae e e s staeee e snnneeaeans 45
R = Yo =T g T 1o L RO 48
Plano EXPEIIMENTAL ........ooiiiiiiiiiii ettt e e e st e e e e e e e e e b aeeeaae s 51
MALEMAIS © MELOTOS ......veieiiieitie ettt ettt sttt bt st esbb e e sab e e s beeesabeeeneeens 55

oI I - 1 (= T T PRSP 55



6.1.1. Agua Residual Urbana — Caso de €StUAO ..............eeviveeeieieeeeeeeceesees s ennas 55

6.1.2. Material UtIlIZATO .........oooiiiiiiiiiieee ettt 56
6.1.3. REBGEINEES ..ottt e e st e e e e 57

G I 1< (oo [ LS PRSP RUP PP PP 58
6.2.1. Solugédo Padrdo de 17a-Etinilestradiol ..............eoevieiiiiiiiiiiiiiieeee e 58
6.2.2. PreparaGao de DranCosS .........ooouiiii i 58
6.2.3. Curva de Calibracao recorrendo ao método SBSE..........cccccceiiiiiiiiiieie e, 59
6.2.4. Jar-test: ensaios com adiCA0 A& PAA........oi i 60
6.2.5. SOIUGAO diluida de PAA ... ..o 61
6.2.6. Procedimento laboratorial adotado. ............cccoiieiiiiiieeeiec e 63
6.2.7. Limite de Detec&o (LOD) e Limite de Quantificag8o (LOQ) ........ueveeeerriiiiiiiieiieeennnne 65
6.2.8. Método de quantificagc@o do COMPOSIO EE2.........cccuviiiiiiieiiiiiiiiiee e 66
6.2.9. Contribuicdo do PAA para a Caréncia Quimica do OXigénio..........cccccveeevviiciviinennnn. 66
6.2.10. Interferéncia do PAA COM O PH ...ueiiiiiiiiiiiiic et e e 67
6.2.11. Ensaios Ecotoxicol0giCOS: NSAI0S iN VIVO ........eeeiiiiiiiiiiiiieee ittt 67

7. RESUIAAOS € DISCUSSAO .....eeieiutiiiieiiiieee e sttt ettt sttt s ittt e sttt e e s bt e e e et e e e e nb e e e e e nnbneeeenanee 75
7.1, Brancos @n@liSAUOS .........cccuuriiiiiiiiieiiieie ittt 75
7.2. Curvas de Calibracao utilizadas nos ensaios, LOD € LOQ .......cccoeeviiiiiiiieieeiiniiiiieeennn 78
7.3.  ENsaios de remoGa0 COM PAA ... .ot 79
7.4. Influéncia do PAA nas propriedades fisico-quimicas da AR .........cccocueeveiniiiieiniiine i, 83
7.5. ENSaioS COtOXICOIOGICOS .......uuviiiiiieeeiiiiiiiie et e e st e e e e e e e e e e e s et ae e e e e e s e e enrreneeeaeas 84
8. 1070] g o] 110 1= T PP TP PPPPTPRR 91
9. DeSeNVOIVIMENTOS FULUIOS ...cooitiiiieiiiiit ettt e e 93
10, BIBHOGrafi@.....cccooviiiiiiieeee 95
Y 1= 1= T PP PP P PP 109

XVI



Indice de Anexos

Anexo | - Poster elaborado para o 16° Encontro Nacional de Ecologia ..........ccccocecvveeveeeeeviiinnnnen, 110
Anexo Il - Certificado de participacdo no 16° Encontro Nacional de Ecologia .........cccccceeeevinnnnee. 111
Anexo Il — Submisséo de um poster & ISDRS 2018. ........cocouieiiiriiiieiie it 112
Anexo IV - Ficha de Seguranga do cOmposto EE2...........cccoiiiiiiiiiiiii e 113
Anexo V - Ficha de Seguranca do ACidO PEractiCo ............cocvevveveerrireeieeeeeeeeeeeee e se e eee e 120
Anexo VI - Determinacdo da Caréncia Quimica de OXigénio (CQO) .......cccerrieerieeiieieiiie e 135
Anexo VII - Protocolo do Ensaio da Proteina Bradford............c.ccooiiiiiiiiiiiienieec e 137
Anexo VIII - Curva de calibrag@o (250 mL) € Cromatogramas..........ceeeiuriireeeeeeinniiiieieee e 138
Anexo IX - Ensaios ecotoxicol6gicos: tabelas de resultados GST ........cccocceeeeeiiiiiiiiieece e, 140
Anexo X - Ensaios ecotoxicologicos: tabelas de resultados Catalase.........ccccccovvvvivieerieee i, 141
Anexo XI - Ensaios ecotoxicoldgicos: tabelas de resultados VTG ........cccoceeveeiiiiiiiieeeee e 142
Anexo XII - Ensaios ecotoxicoldgicos: tabelas de resultados Peroxidacgao Lipidica .................... 143

XVII



indice de Figuras

Figura 1 - Exemplos da estrutura molecular de alguns EDC............ccccceeeiiiiiiiiieeiee e 12

Figura 2 - Diagrama com as maiores glandulas do sistema end6crino humano, feminino (esquerda)

€ MASCUIING (AIFITA).. ..eeeetietieeei ittt e et e e e st e e e i br e e e et b e e e e anbn e e e s anbneeeeaneee 14
Figura 3 - Processo de desregulag8o €NAOCIINGL.. .......ccoiuiaiuieiiieieiieeaiee et see e seeee e 15
Figura 4 - Efeitos dos EDC na salde hUMana............ccccuiiiiieee et ssvrnne e e e e e 17
Figura 5 - Estrutura quimica do 17a-Etinilestradiol. .............cccccoiiiiiiiiii e 19
Figura 6 - Fontes e mecanismos de contaminacao dos estrogénios esteroidicos.. ............cccceeuuee. 22
Figura 7 - Modelo desenvolvido por Johnson e Williams, em 2004............cccccccvvveveviiiiiiiieieieeeeeee, 23
Figura 8 - Processos de desinfecao: Fisicos, QUImIcos € NatUraiS.. .........ccccveerriviieniiiineessiieee e 34
Figura 9 - Barra de agita¢éo utilizada na extragdo com SBSE/PDMS. .........ccccoccieiiiiiiieiniiiee e 44
Figura 10 - Componentes basicos de um equipamento HPLC.........cccccccoeiiiiiiiieiee e 47
Figura 11 - Cronograma do trabalho experimental desenvolvido. ..........cccccccvvvvviiiiiiiicceee 52
Figura 12 - Representacdo esquemética da ETAR da Quinta do Conde.. ........occceeeviiieeeiniieeennnn 56
Figura 13 - Esquema representativo da preparacao dos padrdes da curva de calibragéo. ............ 59
Figura 14 - Esquema representativo da preparacdo das curvas de calibragdode 1 L. .................. 60
Figura 15 - Esquema representativo da solugéo diluida de PAA preparada. .........cccoccveeeeiineeennnen 62

Figura 16 - Esquema representativo do procedimento de extragdo com SBSE descrito no ponto

8.2, D e 64
Figura 17 - Ensaios de exposicdo do D. rerio a0 EE2 € a0 PAA. ... 68
Figura 18 - Procedimento experimental adoptado Nos bIOENSAI0S. ..........cocveviiiiiiiiiiiiiie e 69
Figura 19 - Procedimento experimental da Peroxidag&o lipidiCa...........coovviiiiiiiiiiiniiiie e 73

Figura 20 - Cromatograma referente a amostra com agua dismeralizada e com 100 ppb de EE2
(S 11 1) PP RP T PTPPP 75

Figura 21 - Cromatograma referente a amostra de agua desmineralizada com PAA, com uma dose

aplicada de 15 mg.L e 20 minutos de tempo de contacto (A=281 NM). .....oeovveveriiererieesiee e seee e 76
Figura 22 - Cromatograma referente & amostra de dgua residual (A=281 NM). ........ccccevveriineeennn 76
Figura 23 - Cromatograma referente a amostra de agua residual e 50 ppb de EE2 (A=281 nm)... 77

Figura 24 - Cromatograma referente a amostra de agua residual e PAA, com uma dose de 15 mg.L-

1 e 20 minutos de tempo de contacto (AZ28L NM). ..eueveiiiiiieiiiiiie e a e e 77
Figura 25 - Curva de calibracdo de EE2 utilizada ao longo dos ensaios (1 L). ...ccccevvvvveernineeennnn 78

Figura 26 - Eficiéncias de remocdo de EE2 com a adicdo de PAA no ensaio 1 (TC=10 minutos). 79

XVII



Figura 27 - Eficiéncias de remocédo de EE2 com a adicdo de PAA no ensaio 2 (TC=15 minutos). 80

Figura 28 - Eficiéncias de remocdo de EE2 com a adicdo de PAA no ensaio 3 (TC=20 minutos). 81

Figura 29 - Eficiéncias de remocéo de EE2 com adig8o de PAA. ..o 82
Figura 30 - Glutationa-s-transferase (GST) obtida em cada um dos grupos de ensaio. ................. 85
Figura 31 - Catalase (CAT) obtida em cada um dos grupos de eNSaI0. .........cceecuvereeriiereennineeeennes 86
Figura 32 - Vitelogenina (VTG) obtida em cada um dos grupos de ensaio. ..........ccceeevveeeriineeennn 87
Figura 33 - Peroxidacéo lipidica (LPO) obtida em cada um dos grupos de ensaio...........cccccceeenne 88
Figura 34 - Curva de calibracdo concentrando 250 ML. .......cccoiiiiiiiiireeee i 138

Figura 35 - Cromatograma referente a curva de calibra¢do concentrando 250 mL (A=281 nm)... 138

Figura 36 - Cromatograma referente a curva de calibragdo concentrando 1 L (A=281 nm).......... 139

XIX



indice de Tabelas

Tabela 1 - Principais componentes de preocupac¢do no tratamento de aguas residuais. ................. 8
Tabela 2 - Requisitos para descargas de aguas residuais urbanas.. .........ccccceeeeeeiiiiciiieeee e, 9
Tabela 3 - Niveis de tratamento da agua residual Urbana. ...........ccceevieriiiciiie e 10
Tabela 4 - Fontes pontuais e difusas de contaminag8o de EDC...........cccccvieiiiiiiiiniiieennieee e 13
Tabela 5 - Efeitos dos EDC na vida SEIVageM..........ccuuviiiiii i r e 18
Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas do 17a-Etinilestradiol.............ccccccveviiiieeiiiiiee e, 20

Tabela 7 - Ocorrénciade EE2 em Portugal, concentracfes medidas em diferentes matrizes e fontes.24

Tabela 8 - Concentragdo de EE2 em agua potavel. Fonte: adaptado de Vilela et al. (2018). ........ 24
Tabela 9 - Concentragfes de EE2 em VAras MatriZeS. ........ccovueiieiiiiiieiiiiiee e sieee e 25
Tabela 10 - Sistemas de tratamento secundario com remog&o do EE2...........cccccovvivviiniiieeininnen, 28
Tabela 11 - Regulamentos/abordagens para estrogénios esterdides.. ......ccccccveeevviiiiieeeeeeeeeeccinnnn, 30

Tabela 12 - Microrganismos patogénicos possivelmente presentes em agua residual ndo tratada. 32

Tabela 13 - Remocao do EE2 em sistemas de tratamento terciario. .........ccccceeeeiviiiiieireeee i, 35
Tabela 14 - Carcateristicas fiSico-quIMICas d0 PAA. ...t 37
Tabela 15 - Vantagens e desvantagens da utilizag8o do PAA. ... 42
Tabela 16 - Vantagens da téCniCa SBSE. ........cooiiiiiiiiiiiie e e e e 45
Tabela 17 - Plano experimental detalnado. ............occueiiiiieeiiiiiece e 51
Tabela 18 - Resumo do procedimento experimental adotado para os ensaios com PAA. ............. 52

Tabela 19 - Procedimento experimental adotado para os ensaios hioldgicos com peixe zebra (Danio
(=] 110 ) TR PP PTPRP 53

Tabela 20 - Caracteristicas da Agua Residual Urbana utilizada durante os ensaios laboratoriais. 56

Tabela 21 - Ensaios em branco realizados e respectivos 0bjetivos. ........ccccccvvvveiie 58
Tabela 22 - Condi¢fes de tratamento para cada ENSAID. .........c..uuveeeiieiiiiiiiiiie e 61
Tabela 23 - Volume de solucdo de PAA a adiconar NOS ENSAIOS. .......ccovcvvrrrrrrieeeiiiiniieeeeeeeesansneeens 63
Tabela 24 - Contribuicéo tedrica do PAA para a CQO. .......oeeiiviiieiiiiiie it siiee e sieee e 67
Tabela 25 - Preparacao dos Padrées de Formaldeido. ...........ccuvveiiiiiieiiiiiie e 70
Tabela 26 - Padrées de MDA: concentracdes e respeitvos volumes de solugdo mée.................... 73
Tabela 27 - Limite de dete¢&o (LOD) e limite de quantificago (LOQ) do EE2. ..........cccovvvvvevnnneen. 78
Tabela 28 - CQO, antes e ap0s a adicdo de PAA, de uma solugdo padréo e agua residual. ......... 83
Tabela 29 - Contribuicdo do PAA para a CQO segundo diferentes autores. .........cccccvvveeeeeeiinnnnen 83
Tabela 30 - Valores de pH da agua residual apds a adicdo de 1,5, 10 e 15 mg.L.......ccvveernneen. 84

XX



TabEIa 31 - PAArOES BSA. ... .ottt e e e e et et e e e e e e s e et s e e e s e e eea b s e eeeeseeararnaeeas 137

Tabela 32 - Teste estatistico do t-student para 0 GST. .......ccueiiiriiiriiie e 140
Tabela 33 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para 0 GST......cccovveerieeiiiieeiieeenieeen 140
Tabela 34 - Teste estatistico do t-student para a CAT. .....coooiiiiiieiie e 141
Tabela 35 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a CAT.......cccevveevveeiiieeiieeeneee e 141
Tabela 36 - Teste estatistico do t-student para a VT G. .......ccceeiiiriiiriniie e 142
Tabela 37 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicol6gicos para a VTG......ccccceeeevevvniieieeeeeeseeiennnn 142
Tabela 38 - Teste estatistico do t-student para a LPO. ..........ccoceeveeiiiiiiiiiece e 143
Tabela 39 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a LPO.........cccccveiviieiiiiceen, 143

XXI






1. Introducéo

Os Compostos Desreguladores Endocrinos (EDC) sdo maioritariamente compostos de origem
antropogénica (Barbosa et al., 2016; Noutsopoulos et al., 2013) e caracterizam-se pela sua capacidade
de interferir com o sistema enddcrino dos seres vivos promovendo alteracdes no funcionamento do
organismo e provocando efeitos adversos na saldde dos organismos expostos a estes quimicos (Kabir
et al., 2015).

Nos ultimos anos, devido as caracteristicas quimicas e tdxicas que os EDC apresentam, a preocupagao
com os efeitos ambientais e consequéncias na saude publica tém vindo a crescer, levando a criagdo
de uma lista de vigildncia de poluentes aquaticos emergentes pela EU, onde se inclui o 17a-
Etinilestradiol (EE2) (Barreiros et al., 2016; Prasse et al., 2015).

O EE2 é um estrogénio oral bioativo amplamente utilizado como pilula contracetiva (Crawford et al.,
2017; D. Liu et al., 2017; Ting e Praveena, 2017) em que, de acordo com Adeel et al. (2017), os cerca
de 7 mil milh&es de habitantes mundiais, descarregam para o ambiente cerca de 700 kg/ano de EEZ2,
verificando-se que se apresenta como um dos EDC com maior potencial estrogénico e comum nos

efluentes de aguas residuais (Plahuta et al., 2017).

Os efluentes de ETAR sédo reportados como sendo a maior fonte de estrogénios nos ambientes
aquéticos (Plahuta et al., 2017), uma vez que esta hormona ndo € completamente removida nas
estacdes de tratamento convencionais de agua residual, dispersando-se no ambiente apos serem
descarregados (Vilela et al., 2018) e consequentemente, podendo contaminar a agua de abastecimento

para consumo humano (Barbosa et al., 2016).

Assim, a presenca deste composto tornou-se um problema generalizado devido, ndo s6, ao seu elevado
potencial estrogénico e potencial toxico mesmo em baixas concentragcfes (Dan Liu et al., 2017; Vilela

et al., 2018), como também & sua elevada resisténcia ao processo de degradacéo (Aris et al., 2014).






2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da adicdo de acido peracético na remocao de 17a-

Etinilestradiol de aguas residuais urbanas tratadas.

Pretendeu-se avaliar a influéncia do tempo de contacto e dosagem de acido peracético nas eficiéncias
de remocdo do EE2, bem como avaliar a possivel toxicidade provocada apds a adicdo deste

desinfetante.






3. Estrutura da Dissertacéo

A dissertacdo encontra-se dividida em 10 capitulos e 12 anexos, sendo que toda a informacao
apresentada se baseia em artigos publicados, em fase de publicacdo e/ou aceitacdo, e em dissertacdes

de Mestrado e teses de Doutoramento.

No primeiro capitulo expbs-se a problematica que serviu de base ao presente trabalho. No segundo

capitulo foram descritos os principais objetivos da presente dissertagéo.

O quarto capitulo apresentou o enquadramento e conhecimento tedricos que suportam o trabalho
desenvolvido para este estudo. No quinto capitulo € demonstrado o plano experimental adotado
durante o trabalho laboratorial, nomeadamente as diferentes etapas e fases desenvolvidas.

No sexto capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados para o estudo da remocéo do
EE2. No capitulo sétimo, sdo apresentados os resultados obtidos e a respetiva discussdo dos
resultados.

As conclusdes referentes ao trabalho efetuado encontram-se no capitulo oitavo, e por ultimo, no nono
capitulo é possivel ler quais os desenvolvimentos futuros relativos a esta matéria e quais os préximos

passos a explorar.

Os anexos apresentados pretenderam servir de apoio e suporte a toda a informacgéo apresentada ao
longo dos diferentes capitulos. O Anexo | é referente a um poster elaborado no ambito desta
dissertacéo e apresentado no 16° Encontro Nacional de Ecologia, na FCUL e respetivo certificado de

participacdo (Anexo Il).






4. Revisao Bibliogréfica

4.1. AguaResidual

A agua residual define-se como a combinacdo de residuos liquidos ou de agua proveniente de
residéncias, instituicdes, estabelecimentos comerciais e/ou industriais, e ainda infiltracdes de aguas

subterraneas, superficiais e/ou pluviais (Metcalf & Eddy, 2003).

A legislacéo portuguesa define os varios tipos de agua residual, (segundo o Decreto-Lei n®. 152/97, de
19 de Junho), como:

e “Aguas Residuais Domésticas”: as aguas residuais de servicos e de instalacdes
residenciais, essencialmente provenientes do metabolismo humano e de atividades
domésticas;

o “Aguas Residuais Industriais”: as aguas residuais provenientes de qualquer tipo de atividade
que ndo possam ser classificadas como aguas residuais domésticas nem sejam aguas
pluviais;

e “Aguas Residuais Urbanas”: as aguas residuais domésticas ou a mistura destas com aguas

residuais industriais e/ou com aguas pluviais.

As substéncias presentes nas aguas residuais sdo uma mistura complexa de substancias organicas e
inorganicas, suspensas ou dissolvidas, nomeadamente sélidos (suspensos: fezes, trapos, papel, etc.,
e coloidais), nutrientes, uma grande variedade de produtos quimicos, e microrganismos patogénicos
(Mara, 2003; Metcalf & Eddy, 2003).

As principais preocupac6es referentes a cada uma destas componentes mostram-se na Tabela 1.



Tabela 1 - Principais componentes de preocupacao no tratamento de aguas residuais. Fonte: (Metcalf &

Constituinte

Soélidos Suspensos

Organicos
biodegradaveis
(biodegradable

organics)

Patogénicos

Nutrientes

Poluentes Prioritarios

Orgéanicos refratarios

(refractory organics)
Metais pesados
Inorgénicos

dissolvidos (Dissolved

inorganics)

Eddy, 2003).

Efeitos

Os sdlidos suspensos podem provocar o desenvolvimento de depoésitos de lama e condigbes

anaerobias quando as AR brutas sdo descarregadas em ambientes aquaticos.

Compostos principalmente por proteinas, hidratos de carbono e gorduras, os compostos
organicos biodegradaveis sdo medidos, normalmente em termos de CBO e CQO. Se for
descarregada AR bruta, a sua estabilizagédo bioldgica pode levar a deplecédo de oxigénio dos

meios naturais.

Podem ser transmitidas doengas por organismos patogénicos que se encontrem presentes em
AR.

O fésforo, 0 azoto e o carbono, séo elementos essenciais a vida. Contudo, quando descarregados
em excesso para ambientes aquaticos, podem levar ao crescimento de vida aquatica indesejavel
e, por exemplo, a fendmenos de eutrofizagdo. Quando descarregados no solo, em quantidades

excessivas, podem provocar, por exemplo, poluicdo em aguas subterraneas.

Compostos organicos e inorganicos selecionados com base nas caracteristicas, conhecidas ou
suspeitas, carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas ou de toxicidade aguda alta. Muitos destes

compostos sédo encontrados em AR.

Estes compostos tendem a persistir mesmo ap6s o tratamento convencional de agua residual.

Os metais pesados chegam normalmente a AR por via de atividades comerciais e industriais.

Constituintes inorganicos como o célcio, o sédio e o sulfato séo adicionados durante o tratamento
de agua para abastecimento publico, ou porque fazem parte dos constituintes do solo onde a

agua é captada, e dessa forma, chegam mais tarde a AR.

Torna-se assim relevante proceder a caracteriza¢éo qualitativa e quantitativa do efluente, obtendo-se

conhecimentos dos componentes de interesse presentes na 4gua residual, quais 0s seus impactes

para a saude publica e ambiente e quais 0s sistemas de tratamento passiveis de serem aplicados

respeitando os requisitos de qualidade dos efluentes (Mara, 2003; Metcalf & Eddy, 2003).

O tratamento exigido antes da descarga da 4gua residual para 0 ambiente tem como objetivo obter um

efluente de qualidade que permite (Degremont, 1991; Leite, 2014; Mara, 2003):

e Prevenir e reduzir a transmissdo de doencas relacionadas com microrganismos patogénicos

presentes nas excregoes;

e Prevenir situagdes incomodas e indesejaveis no local de descarga (cheiros, insetos, ...);

e Protecdo das aguas e biota aquatico, através da redugdo da contaminacdo e poluicdo das

aguas e manutencao da qualidade de agua;



e Conservacao da quantidade e qualidade da agua para usos balneares e recreativos e para
usos futuros;
e Producédo de um efluente adequado para fins especificos, nomeadamente reutilizagao agricola

e/ou aquacultura, entre outros.

De modo a atingir os objetivos preconizados, as autoridades encarregues de gestdo da agua,
estabelecem regulamentos onde se especificam os requisitos de qualidade de efluentes através de

niveis de descarga para determinados parametros (Degremont, 1991; Mara, 2003).

O Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, define os requisitos necessarios para a descarga de um
efluente de ETAR apos o tratamento secundario e descarga em zonas sensiveis sujeitas a eutrofizacao.

Na Tabela 2 s&o apresentados sucintamente os requisitos exigidos.

Tabela 2 - Requisitos para descargas de &guas residuais urbanas. Fonte: (Decreto-Lei n.° 152/97, 19 de

Junho).
Parametro Concentracdo Percentagem minima de redugéo
CBOsa 20 °C sem nitrificagao 25 mg.Lt O, 70-90
CQO 125 mg.L1 O, 75
Fésforo Total 2mg.Lt P!
80
1 mg.L?!P?
Azoto Total 15 mg.Lt N?
70 -80
10 mg.Lt N?

110 000 -100 000 e.p.; 2 mais de 100 000 e.p.

A descarga de &guas residuais urbanas ndo tratadas ou insuficientemente tratadas, pode contribuir
para o consumo de oxigénio dissolvido, originando processos de eutrofizagcao e servir de veiculo a
proliferacéo de vetores e a transmissdo de doencas patogénicas (Leite, 2014; Mara, 2003; Saraiva,
2015).

O nivel de tratamento exigido para tratamento de aguas residuais urbanas depende das caracteristicas
do afluente a ETAR e da qualidade exigida para o efluente (Qasim, 1994). Assim, os tratamentos do
afluente incluem operacfes unitarias (onde predomina a aplicacdo de forcas fisicas) e processos

unitarios (métodos baseados em reacdes quimicas ou biolégicas) (Metcalf & Eddy, 2003).

Na Tabela 3 séo resumidos os diferentes niveis de tratamento de agua residual urbana e o respetivo

objetivo.



Tabela 3 - Niveis de tratamento da agua residual urbana. Fonte: adaptado de Metcalf & Eddy (2003)
Nivel de Tratamento Descrigao

Preliminar Remocéo de residuos da AR nomeadamente, vegetacao, areias, solidos flutuantes, e gorduras

gue possam causar problemas operacionais ou de manutencdo no processo e sistemas de

tratamento.
Primario Remocéo de sélidos suspensos e da matéria organica da AR associada a estes sdélidos.
Primario Avancado Remocéo significativa dos soélidos suspensos e da matéria organica da AR associada a estes

sélidos. Inclui, tipicamente, a adi¢cdo de quimicos ou uma etapa de filtracéo.

Secundério Remocédo de matéria organica biodegradavel (em solugdo ou suspensédo) e de sdlidos

suspensos, através de processos bioldgicos.

Secundario com Remocgao de matéria organica biodegradavel, sélidos suspensos e nutrientes (azoto, fésforo ou

remocao de nutrientes ambos), normalmente através de processos biolégicos e, ou quimicos.

Terciério Remocéo de sélidos suspensos (apos o tratamento secundario), normalmente por filtragdo ou

tamisacao, e ainda desinfe¢é&o.

Avancado Remocédo de matéria dissolvida ou suspensa que permanece apds o tratamento biologico

convencional quando é necessaria a reutilizagcdo da agua para fins especificos.

O local de descarga e os usos a que o efluente é destinado estabelecem as concentragdes impostas

aos varios parametros e o nivel de tratamento de uma agua residual (Qasim, 1994).

4.2. Desreguladores Endoécrinos
4.2.1. Definicao

Um grande namero de substancias quimicas antropogénicas de reconhecida toxicidade, séo libertadas
para o ambiente, algumas das quais passiveis de interferir com o normal funcionamento do sistema
enddcrino dos organismos vivos expostos, sendo por isso denominados de Compostos Desreguladores
Endécrinos (EDC) (Fernandes, 2012; Plahuta et al., 2017; Ting e Praveena, 2017).

Existem diversas definic6es propostas por diferentes entidades e organiza¢gdes mundiais para EDC, no
entanto, a caracteristica comum a todas elas é o efeito nocivo que estes compostos tém na salde dos

seres vivos, nomeadamente sobre o seu sistema endécrino (Hong, 2012; Patisaul e Belcher, 2017).

Em 1996, a “Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA” (US EPA) definiu EDC como agentes exdgenos
gue interferem com a sintese, secrecao, transporte, ligagcao, agdo ou eliminagdo de hormonas naturais
responsaveis pela manutencdo da homeostasia, reproducdo e processos de desenvolvimento e
comportamento nos seres vivos (Kabir et al., 2015; Dan Liu et al., 2017; Nollet e Lambropoulou, 2017;
Patisaul e Belcher, 2017).
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De acordo, com a definicdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2002, um EDC “é
uma substancia ou mistura de substancias exdégenas que alteram as funcdes do sistema enddcrino e
consequentemente causa(m) efeitos adversos para a salde de um organismo ou da sua descendéncia
ou (sub) populag6es” (Boshir et al., 2017; Hong, 2012; Mallozzi et al., 2017; Soeiro e Ferreira, 2013).

A OMS definiu ainda que, “uma substancia ou mistura de substincias exdégenas que possuem
propriedades que se espera que possam conduzir a disrupgdo enddcrina de um organismo ou da sua
descendéncia e ou (sub) populacgdes” é considerado um Potencial Disruptor Endécrino (PED) (Patisaul
e Belcher, 2017; Soeiro e Ferreira, 2013).

Mais recentemente, em 2012, a Sociedade Enddécrina definiu EDC como substancias quimicas ou
misturas que imitam, blogqueiam ou interferem com a a¢&o das hormonas do sistema endécrino (Gore
et al., 2014; Patisaul e Belcher, 2017).

Assim, EDC séo considerados substancias quimicas ou misturas destas que conseguem alterar as
fungdes bioldgicas dos seres vivos através da desregulacao do sistema enddcrino (Windsor et al., 2017)
representando uma ameacga para os seres vivos e biodiversidade, uma vez que podem causar efeitos
adversos na saude humana e na saude selvagem (Boshir et al., 2017; Nollet e Lambropoulou, 2017;
Patisaul e Belcher, 2017).

4.2.2. Caracteristicas e classificacéo

Os ECD sao compostos emergentes, bioativos e com atividade principalmente estrogénica (Crawford
etal., 2017; Mallozzi et al., 2017). Normalmente, séo referidos como imitadores de hormonas, uma vez
gue o organismo é incapaz de detetar a diferenca entre a hormona natural e os EDC devido a

semelhanga de caracteristicas existentes entre ambos (Crawford et al., 2017; Kabir et al., 2015).

Estes compostos apresentam propriedades fisicas e quimicas distintas (Soeiro e Ferreira, 2013; Wee
e Aris, 2017), no entanto, na sua globalidade os desreguladores endécrinos séo lipofilicos, ndo polares,
hidrofébicos e semi-volateis, apresentando também caracteristicas de recalcitrancia, o que facilita a
sua distribuicdo, dispersdo e bioacumulacdo no ambiente, principalmente no ambiente aquatico
(Fernandes, 2012; Nollet e Lambropoulou, 2017; Wee e Aris, 2017; Windsor et al., 2017).

Os EDC apresentam algumas caracteristicas estruturais que séo indicativas do seu efeito sobre o
sistema enddcrino, nomeadamente a presenca de um anel fendlico sem halogénios, grupos funcionais
de sulfonas, substituicdo do cloro e do bromo ao lado do grupo OH no anel fendlico; como se mostra
nas varias moléculas da Figura 1. No entanto, ndo € possivel determinar se um composto € um EDC

considerando apenas a sua estrutura molecular (Kabir et al., 2015).
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Estradiol
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|

Tiroxina Nonilfenol

Figura 1 - Exemplos da estrutura molecular de alguns EDC. Fonte. (Kabir et a/, 2015)

Os EDC séo um grupo muito heterogéneo que compreende uma vasta gama de substancias quimicas;
segundo a OMS, em 2012, eram conhecidos ou considerados suspeitos, cerca de 800 substancias
quimicas, com capacidade para interferir com o sistema enddcrino (Crawford et al., 2017; Mallozzi et
al., 2017).

Estes compostos podem ser classificados em duas categorias, 0s que ocorrem naturalmente e aqueles
que séo sintetizados pelo homem (Kabir et al., 2015; Mallozzi et al., 2017; Nollet e Lambropoulou, 2017;
Wee e Aris, 2017).

Os EDC naturais compreendem os estrogénios (ex.: E1, E2 e E3), androgénios (ex.: testosterona),
progesterona, fitoestrogénios (ex.: genisteina e coumestrol) e alguns metais, como o chumbo e o

magnésio, por exemplo (Fernandes, 2012; Kabir et al., 2015; Soeiro e Ferreira, 2013; Wee e Aris, 2017).

Por sua vez, os EDC sintéticos englobam alguns produtos quimicos sintetizados utilizados como
solventes industriais ou lubrificantes (ex.: bifenilos polibromados (PBBs), dioxinas); plasticos (ex.:
bisfenol A (BPA); ftalatos), plastificantes, pesticidas (ex: Diclorodifeniltricloroetano (DDT)); retardadores
de fogo; fungicidas e alguns produtos farmacéuticos (ex.: etinilestradiol (EE2)) e de cuidados pessoais
(ex.: dietilstilbestrol (DES)) (Crawford et al., 2017; Hong, 2012; Kabir et al., 2015; Mallozzi et al., 2017;
Wee e Aris, 2017).

4.2.3. Fontes de contaminacao

Os EDC encontram-se presentes em muitos produtos utilizados na vida diaria dos seres humanos,
estando continuamente a ser introduzidos no meio aquatico, no ar e no solo (Kabir et al., 2015; Liu et
al., 2017; Patisaul e Belcher, 2017; Soeiro e Ferreira, 2013).

Sao exemplos desses produtos os plasticos, detergentes e desinfectantes, materiais de construcgéo,
produtos quimicos industriais, electrodomésticos, mdveis, téxteis e vestuario, produtos infantis,
utensilios de cozinha e recipientes para alimentos, em produtos agricolas e de jardinagem (pesticidas,

herbicidas e fungicidas), produtos farmacéuticos (por ex.: contraceptivos hormonais e antibiéticos),
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cosmeéticos e produtos de cuidados pessoais, protectores solares e alguns produtos alimentares (como
as leguminosas e o vinho tinto) (Council, 2010; Crawford et al., 2017; Gore et al., 2014; Kabir et al.,
2015; Patisaul e Belcher, 2017; Wee e Aris, 2017).

Estes compostos, provenientes maioritariamente de actividades antropogénicas (Nollet e
Lambropoulou, 2017), como a agricultura e pecuéria, a induUstria (alimentar e farmacéutica, por
exemplo) e a construcéo (Kabir et al., 2015; Liu et al., 2017), séo introduzidos no ambiente através de
fontes pontuais e difusas (Tabela 4), durante todas as fases do seu ciclo de vida (fabrico, uso e
aplicacdo, eliminacdo e descarga) (Fernandes, 2012; Wee e Aris, 2017). A agua residual tratada é
considerada a maior fonte de EDC (Council, 2010; Fernandes, 2012; Hong, 2012; Kabir et al., 2015;
Plahuta et al., 2017).

Tabela 4 - Fontes pontuais e difusas de contaminagdo de EDC.

Fontes Difusas Fontes Pontuais Referéncias
Escoamento e lixiviag&o de campos agricolas  Efluentes industriais (Archer et al., 2017; Council, 2010; Crawford
onde se espalham as lamas provenientes de et al., 2017; Fernandes, 2012; Kabir et al.,

2015; Nollet e Lambropoulou, 2017; Patisaul
& Belcher, 2017; Soeiro e Ferreira, 2013;
Wee e Aris, 2017)

ETAR e outros fertilizantes e de pecuéria
(contaminagdo de &guas superficiais e

subterraneas)

Lixiviados provenientes de aterros e locais de = Descargas de estacdes de
eliminagdo de residuos (contaminagdo de tratamento de  &guas

aguas superficiais e subterraneas) residuais

Escoamento e lixiviagdo de zonas Efluentes de actividade

urbanizadas e residenciais agricola

Como consequéncia, tém sido identificados tanto em ecossistemas aquaticos (aguas superficiais — rios,
lagos, etc; 4guas subterraneas) como em ecossistemas terrestres, a presencga destes compostos, em
concentragdes que podem variar de alguns miligramas por litro (mg.Lt) a alguns microgramas por litro
(ug.L1) (Crawford et al., 2017; Liu et al., 2017; Nollet e Lambropoulou, 2017; Wee e Aris, 2017).

4.2.4. Sistemaendodcrino

O sistema endocrino (Figura 2) consiste num conjunto de glandulas, que em resposta a estimulos
ex0genos segregam hormonas para o sistema circulatério, de modo a serem transportadas até aos
O6rgdos e células alvo, afetando a regulacdo de processos de reproducdo, crescimento,
desenvolvimento, cognicdo, comportamento, metabolismo, osmose, homeostase e degeneragédo de
vertebrados e invertebrados (Council, 2010; Crawford et al., 2017; Gore et al., 2014; Hong, 2012; Kabir
et al., 2015; Patisaul e Belcher, 2017).
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Figura 2 - Diagrama com as maiores glandulas do sistema endécrino humano, feminino (esquerda) e
masculino (direita). Fonte: adaptado de Gore et al. (2014).

As hormonas, sintetizadas naturalmente pelo organismo, representam mensageiros quimicos que
regulam a comunicacéo entre as células, a fim de coordenar as fungées de diferentes partes do corpo,
provocando efeitos especificos no sistema enddcrino (Council, 2010; Crawford et al., 2017; Hong,
2012).

O sistema enddcrino é complexo e as suas fungdes diversas. Cada glandula e hormona segregada
desempenha um papel Unico na salde dos seres vivos; existem glandulas que produzem apenas uma
hormona e outras que conseguem produzir miltipas hormonas com diferentes funcdes e células-alvo
distintas (Gore et al., 2014).

As hormonas quando chegam as células-alvo ligam-se a recetores especificos desencadeando uma
resposta que pode ser traduzida numa mudang¢a no metabolismo, numa resposta comportamental ou
na producéo e secrecdo de outra hormona (Council, 2010; Gore et al., 2014; Hong, 2012; Patisaul e
Belcher, 2017; Soeiro e Ferreira, 2013).

Os recetores de cada célula-alvo sao especificos para cada hormona, correspondendo ao principio de
que “cada chave tera uma fechadura”; contudo, a capacidade de resposta a um estimulo depende nao
s6 da presencga de um recetor na célula-alvo capaz de emparelhar com a hormona segregada como
da capacidade de ativac@o do mesmo (dependente da quantidade de hormona produzida - que atinge
0 recetor, do transporte através do sistema circulatério, da sua poténcia e do intervalo de tempo em

gue consegue activar o recetor) (Gore et al., 2014).
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Sabendo que o sistema endécrino é um dos sistemas mais importantes dos seres vivos, devido ao seu
papel critico nas mais variadas fun¢des bioldgicas e fisioldgicas (Hong, 2012; Patisaul e Belcher, 2017;
Soeiro e Ferreira, 2013), as respostas emitidas e a concentracdo de hormonas libertadas deve ser
adequada e as glandulas enddcrinas devem estar capacitadas para realizar a homeostase consoante
os estimulos recebidos de modo a promover o equilibrio do organismo (Council, 2010; Gore et al., 2014;
Hong, 2012).

4.2.5. Desregulacdo Endocrina

A desregulacdo enddcrina ocorre quando os EDC estdo presentes no organismo e interferem de
alguma forma com a fungéo das hormonas enddgenas, resultando numa alteragao da fungéo endocrina
e dos padrdes naturais de resposta do sistema enddécrino (Crawford et al., 2017; Hong, 2012; Kabir et
al., 2015; Wee e Aris, 2017).

Os EDC conseguem interromper o sistema enddcrino e alterar as fun¢des hormonais através de varios

mecanismos (Figura 3), nomeadamente:

e Imitando, total ou parcialmente, as hormonas enddgenas, ligando-se aos seus recetores e
originando uma resposta similar a esperada, provocando, como tal um efeito agonista (Council,
2010; Hong, 2012; Kabir et al., 2015; Wee e Aris, 2017);

e Bloqueando os recetores ou blogueando as hormonas naturais, impedindo que ocorra a ligagéo
entre os recetores e as hormonas enddgenas e consequentemente inibindo a resposta a um
estimulo exdgeno, apresentando, como tal, um efeito antagonista (Council, 2010; Hong, 2012;
Kabir et al., 2015; Wee e Aris, 2017);

e Interferindo no metabolismo, sintese, transporte e excrecdo das hormonas enddégenas,
podendo alterar as concentragfes destas hormonas (Council, 2010; Hong, 2012; Kabir et al.,
2015; Wee e Aris, 2017);

e Perturbando a sintese ou metabolismo dos recetores hormonais, alterando os niveis de
recetores hormonais (Council, 2010; Hong, 2012; Kabir et al., 2015; Wee e Aris, 2017).

Hormona Hormona
Hormona Hormona “imitadora” Hormona “bloqueadora”

Resposta natural Resposta Agonista Resposta Antagonista
(Efeito inibidor)

Figura 3 - Processo de desregulacdo enddcrina. Fonte: adaptado de Rahman et al. (2009).
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O nivel de desregulacéo enddécrina e os respetivos efeitos sdo muito variaveis e séo influenciados por

processos bioldgicos (Ting e Praveena, 2017), dependedo de varios fatores, mais concretamente:

e Idade de exposicdo: os efeitos provocados sdo diferentes dependendo do periodo de

desenvolvimento de um ser vivo: pré-natal, infancia, adolescéncia ou vida adulta. A exposi¢céo
a EDC é mais perigosa durante os periodos em que o0 organismo se encontra mais sensivel a
ruptura hormonal, nomeadamente na fase pré-natal, infancia ou puberdade, uma vez que séo
fases de rapidos eventos estruturais e funcionais (Kabir et al., 2015; Mallozzi et al., 2017; Soeiro
e Ferreira, 2013; Wee e Aris, 2017). A exposicdo nestes periodos pode ter consequéncias mais
graves e irreversiveis comparativamente com a exposicao na fase adulta, onde, normalmente,
o efeito desaparecera apds a expulsao do EDC envolvido (Soeiro e Ferreira, 2013).

e Envolvimento de outros compostos: os poluentes encontram-se misturados no ambiente,

ficando os organismos expostos a varios compostos. Os “cocktails” de EDC podem induzir
efeitos aditivos ou sinergéticos, sendo que a soma da actividade de dois EDC é superior a
adicdo das suas actividades isoladas (Kabir et al., 2015; Mallozzi et al., 2017; Soeiro e Ferreira,
2013).

e Concentracdo de EDC: os EDC encontram-se em quantidades baixas no ambiente, e cré-se

que doses baixas possam ter efeitos que ndo sdo preditos para doses mais elevadas, no
entanto, ainda ndo é consensual na comunidade cientifica a relacdo dose-efeito de um EDC
uma vez que esta depende da sensibilidade do organismo e muitos compostos apresentam
uma relagéo dose-efeito néo linear e ndo monotdnica (Crawford et al., 2017; Kabir et al., 2015;
Mallozzi et al., 2017; Soeiro e Ferreira, 2013).

A duracgédo da exposicao (que pode levar a transmissao dos efeitos para as geragdes futuras); a laténcia
de exposicdo (os efeitos manifestam-se apds o periodo de exposi¢édo, na fase adulta por exemplo); o
género (os efeitos variam consoante o género e dependendo das necessidades de cada organismo) e
também a classe de EDC presente sdo ainda alguns dos fatores que podem definir o nivel de
desregulacao enddcrina (Kabir et al., 2015; Soeiro e Ferreira, 2013; Wee e Aris, 2017).

4.2.6. Efeitos no ambiente e seres vivos

Os seres vivos entram em contacto com os EDC através de vérias vias, principalmente por consumo
de agua contaminada e alimentos (soja, nozes, entre outros), absorcao através da pele, por inalagao
de gases atmosféricos e particulas e por transferéncia da mae para o feto (através da placenta) ou da
mae para o bebé (por amamentacéo) caso a fémea apresente EDC no seu corpo (Crawford et al., 2017;
Gore et al., 2014; Kabir et al., 2015; Soeiro e Ferreira, 2013; Wee e Aris, 2017).

A exposicdo a estes compostos, mesmo quando a baixas concentracdes (na ordem dos pg.L?),
interfere com o sistema enddcrino dos seres vivos, alterando as suas fun¢des (Council, 2010; Nollet e
Lambropoulou, 2017; Plahuta et al., 2017; Wee e Aris, 2017); sendo, por isso, associada a efeitos

adversos ambientais, que afectam os ecossistemas e a salde dos seres vivos, incluindo o ser humano
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(Boshir et al., 2017; Council, 2010; Crawford et al., 2017; Liu et al., 2017; Mallozzi et al., 2017; Plahuta
etal., 2017; Windsor et al., 2017).

A Figura 4 mostra alguns dos efeitos da exposi¢do dos EDC nos seres humanos, incluindo alteragdes
das funcg6es neurolégicas, funcéo reprodutiva debilitada, aumento da incidéncia do cancro e alteracdes
na glandula da tir6ide que podem resultar em efeitos adversos no desenvolvimento, metabolismo ou
fisiologia adulta (Boshir et al., 2017; Council, 2010; Hong, 2012; Kabir et al., 2015; Liu et al., 2017; Nollet

e Lambropoulou, 2017; Soeiro e Ferreira, 2013; Wee e Aris, 2017).

Crescimento e desenvolvimento
de érgaos/sistemas desregulados

Sistema nervoso central

Mudangas neurolégicas & comportamentais
Capacidade de lidar com o stress reduzida
Aumento da perda de memaria

Tirdide

Hipotiréidismo
Desenvolvimento, metabolismo & fisiologia
do adulto retardada

Efeitos toxicolégicos

Sindromes metabdlicas

Pancreas

- Hiperinsulinemia
- Resisténcia a insulina provocada
- Secregdo de glucagon/glucagina prejudicada

Sistema Reprodutor

- Atraso do crescimento intrauterino (IJUGR)
- Fertilidade & saude reprodutiva reduzida

(F em ea) - Distarbios ovulatorios e de lactacao
- Cancro e interferéncia no desenvolvimento
(ex.: mama e prostata)
- Sindrome da disgenesia testicular (TDS)
(Macho) N - Puberdade Precoce

- Endometriose e Fibromas uterinos
- Diminui¢c&o da qualidade do sémen

Obesidade

Diabetes mellitus (DM) do
tipo 2

Lesé&o hepatica

Doengas autoimunes
Susceptibilidade a doengas
Doengas cardiovasculares
(ex.: aterosclerose e doenga
cardiaca coronaria)

Origem fetal da doenca
adulta (FOAD)

Figura 4 - Efeitos dos EDC na saude humana. Fonte: adaptado de Wee e Aris (2017).

Tal como nos seres humanos, a vida selvagem quando exposta aos EDC esta suscetivel de

desenvolver efeitos adversos fisiolégicos e comportamentais (Tabela 5), principalmente ligados ao

sistema reprodutor, nomeadamente, anomalias na determinacdo do sexo, na diferenciacdo sexual, no

desenvolvimento sexual e no crescimento (Council, 2010; Crawford et al., 2017).
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Espécie

Peixes

Aves

Tartaruga

Mamiferos

marinhos

Mamiferos

terrestres (rato)

Anfibios

Molusco

Réptil
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Tabela 5 - Efeitos dos EDC na vida selvagem.

Efeitos

Feminizacédo dos machos

Inducgéo da sintese de VTG

Alteracao e declinio da taxa de reprodugao

Alteracdo das concentrages de hormonas sexuais

Colapso da populacéo de peixes

Desenvolvimento anormal de tecidos

Funcao enddcrina e reprodutiva desregulada

Efeitos no sistema imunitario e imuno-depressivos

Alteracao das génadas

Alteracdo da determinacao sexual do embrido

Hermafroditismo

Inibic&o do crescimento testicular

Mortalidade elevada dos descendentes e da espécie

Presenca de 6rgédos reprodutores masculinos e femininos - intersex
Efeitos no figado, coracao, rim e baco

Alteracado da qualidade do esperma

Quebra de ovos

Decréscimo da fertilidade

Funcao reprodutiva desregulada e anomalias

Efeitos no sistema imunitario

Alteracao na produgédo de ovos e quebra de ovos

Inducgéo da sintese de VTG

Func&o reprodutiva desregulada

Alteracdo no Sistema imunoldgico

Efeitos imuno-depressivos

Anomalias do sistema reprodutivo

Ciclos de estro irregulares ou persistentes

Atraso na idade do primeiro estro

Anomalias no sistema reprodutivo

Declinio da populacao

Desenvolvimento de 6rgéos sexuais masculinos em fémeas- imposex
Esterilizacéo

Deformag6es das conchas

Declinio da fixagcao anual ao substrato

Anomalias morfolégicas nas génadas (ex. redugdo no tamanho do
pénis em jacarés)

Alteracdo das concentracdes de hormonas sexuais (ex. baixa
concentracdo de testosterona)

Alteracdo da determinacdo sexual do embrido

Efeitos nos sistemas reprodutivo e imunitario

Referéncias

(Bila & Dezotti, 2007; Boshir et al.,
2017; Council, 2010; Crawford et al.,
2017; Hong, 2012; Soeiro e Ferreira,
2013)

(Bila e Dezotti, 2007; Boshir et al.,
2017)

(Bila e Dezotti, 2007; Boshir et al.,
2017)

(Boshir et al., 2017; Soeiro e Ferreira,

2013)

(Bila e Dezotti, 2007; Council, 2010)

(Bila e Dezotti, 2007)

(Bila e Dezotti, 2007; Hong, 2012)

(Bila e Dezotti, 2007; Council, 2010;
Hong, 2012; Soeiro e Ferreira, 2013)



4.3. 17a-Etinilestradiol
4.3.1. Propriedades fisico-quimicas

O 17a-Etinilestradiol ou EE2, é o estrogénio sintético (Adeel et al., 2017; Barreiros et al., 2016; Lofrano,
2012; Wise et al., 2011) que deriva do estrogénio natural 173-Estradiol (E2) (Aris et al., 2014; Barreiros
et al., 2016; Laurenson et al., 2014); estes compostos séo descritos como os EDC com maior potencial
estrogénico e com maior capacidade de desregulagcdo enddcrina, mesmo quando presentes em

concentracdes muito baixas (Barreiros et al., 2016; Hong, 2012; Ting e Praveena, 2017).

A estrutura molecular do EE2 (Figura 5) é semelhante a do estrogénio esteréide natural (E2) (Aris et
al., 2014; Wise et al., 2011), pertencendo ao grupo esteréide C18 e como tal, apresentando uma
estrutura tetraciclica (derivada do ciclopentanoperhidrofenantreno) que consiste em quatro anéis, um
grupo fendlico com o hidroxilo em C3 (essencial para a sua actividade bioldgica), dois ciclo-hexanos e
um ciclopentano (Adeel et al., 2017; Hamid e Eskicioglu, 2012), caracterizando-se pela presenca de
um grupo etinilo em C17 que lhe confere maior resisténcia a biodegradagéo (Aris et al., 2014; Hamid
e Eskicioglu, 2012; Hong, 2012).

HO

Figura 5 - Estrutura quimica do 17a-Etinilestradiol.

As propriedades fisico-quimicas do EE2, apresentadas na Tabela 6, influenciam o seu comportamento
e distribuicdo no ambiente sendo possivel aferir o caracter hidrofébico do composto, a sua tendéncia
para adsorver aos sdlidos, assim como a sua capacidade de resistir a biodegradagdo (Danielsson &
Zhang, 1996; Silva, 2014).

O coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow), € definido como a proporc¢édo da concentragdo de um
composto em n-octanol e gua em condi¢des de equilibrio a uma temperatura especifica, sendo uma
medida da lipofilicidade e sor¢éo de um composto e inversamente proporcional a solubilidade em agua
(Adeel et al., 2017; Hamid e Eskicioglu, 2012; Silva, 2014). Assim, valores de Kow superiores a 10* sdo
associados a compostos hidrofébicos, poucos polares, com alto potencial de sor¢éo a matéria organica
sdlida; como é o caso do EE2 com valores de Log Kow entre 2,8 — 4,2 (Tabela 6) (Barreiros et al., 2016;
Ting e Praveena, 2017; Wee e Aris, 2017).
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Adicionalmente, a baixa solubilidade em agua apresentada pelo EE2 e o coeficiente de absorcéo ao

solo relativamente alto (Tabela 6), reforcam a sua natureza hidrofébica e capacidade de sorcéo, e

ainda, o facto de o EE2 ser um acido fraco (pKa elevado) (Adeel et al., 2017) evidenciam a tendéncia

gue o EE2 tem para resistir a biodegradacao e bioacumular-se no ambiente (Barreiros et al., 2016;
Hong, 2012; Silva, 2014; Wee e Aris, 2017).

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas do 17a-Etinilestradiol.

CASn°!?

Férmula molecular
Ponto de Fuséo (°C)
Peso molecular (g/mol)

Log Kow?

pKa?

Pressdo de vapor ou
Volatilidade

Solubilidade em &gua
(mg/L)
Potencial Estrogénico

(relativamente ao
Estradiol)

17B-

Constante da lei de Henry
(Pa m3/mol)
KOC 4

Log Koc®

EC50 ©
Meia-vida (dias)’

20

57-63-6
C20H2402
182 - 183
296,4
3,67

4,15
4,12
4,01
3,9

4,14

2,8-4.2
10,4

10,46 — 10,70

10,7
6 x 10° Kpa

1,95x10° mm Hg
(a25°C)

4,5x 101
4,8 (a 20 °C)

1,16 x 102 (a 25 °C)
1-22 (1 111,
1.13; 1.19; 2.2)

1,19; 1,5
3,8x10°7

4770

4,766 x 10*
5,22

2,91-3,04 L/kg
1,2 ng/L

4-6

812

3-45°

(Ben Fredj et al., 2014; Jones et al., 2017; Wee e Aris, 2017)

(Aris et al., 2014; Verlicchi et al., 2012; Wee e Aris, 2017)

(Adeel et al. , 2017)

(Adeel et al., 2017; Aris et al., 2014; Ben Fredj et al., 2014; Wee e Aris, 2017)
(Adeel et al., 2017; Aufartové et al., 2011; Hamid e Eskicioglu, 2012)

(Ben Fredj et al., 2014; Hong, 2012; Silva, 2014)

(Wee e Aris, 2017)

(Windsor et al., 2017)
(Aparicio et al., 2017)

(Aris et al., 2014)

(Council, 2010)
(Adeel et al., 2017; Aufartové et al., 2011; Rahman et al., 2009; Silva, 2014)

(Ben Fredj et al., 2014; Hamid e Eskicioglu, 2012)

(Aparicio et al., 2017; Chambel, 2011)
(Adeel et al., 2017; Hamid e Eskicioglu, 2012)

(Wee e Aris, 2017)

(Aris et al., 2014, Ben Fredj et al., 2014, Silva, 2014)

(Adeel et al., 2017; Aris et al., 2014; Barreiros et al., 2016; Ben Fredj et al., 2014)

(Hamid e Eskicioglu, 2012; Wee e Aris, 2017)
(Hong, 2012)

(Hamid e Eskicioglu, 2012)
(Birkett e Lester, 2003; Hamid e Eskicioglu, 2012)
(Lee et al., 2008)

(Wee e Aris, 2017)
(Birkett e Lester, 2003; de Mes et al., 2005)

(Council, 2010)
(Hong, 2012)
(Chambel, 2011)

(Adeel et al., 2017)



1 Chemical abstract services; 2 Coeficiente de particdo octanol-agua; * Constante de acidez; * Coeficiente de sor¢do do solo; °
Coeficiente de particio carbono-agua; ¢ Concentragéo do farmaco necessaria para causar 50% da resposta maxima; ’ Meia-vida
e a taxa de degradacéo variam consoante as condicbes REDOX do local, ligagBes covalentes, troca de ligandos, entre outros; @
em condi¢Bes aerdbias; ®em solo arejado.

O EE2 em condicdes aerdbias apresenta uma meia-vida (half-life) de 81 dias, o que Ihe confere uma
elevada persisténcia no ambiente, que juntamente com as caracteristicas enunciadas anteriormente,
podem levar a sua bioacumulacao e biomagnificagdo em organismos aquaticos (Adeel et al., 2017; Aris
et al., 2014; Koh et al., 2008).

Segundo Valormed (2015), citado por Vicente (2016), em termos de perigosidade no ambiente, o EE2
é classificado com 9 valores, numa escala de 0 a 9, tendo como pardmetros de avaliacdo: a
persisténcia, a bioacumulacéo e a toxicidade.

4.3.2. Aplicac6es e Fontes de EE2

O EE2, é uma hormona biologicamente activa (Crawford et al., 2017; Guedes-Alonso et al., 2014; Liu
et al.,, 2017) utilizada, principalmente, como componente de contraceptivos orais, tendo ainda
aplicacbes em terapias de reposi¢do hormonal, suspensdo da amamentacdo, deficiéncias motoras
associadas a menopausa, tratamento de algumas doencas, bem como em farmacologia veterinaria,
nomeadamente na aquacultura e pecuaria, para melhoria da produtividade, promovendo o crescimento,
prevenindo e tratando distUrbios reprodutivos (Aris et al., 2014; Barreiros et al., 2016; Crawford et al.,
2017; Guedes-Alonso et al., 2014; Hong, 2012; Kabir et al., 2015; Liu et al., 2017; Ting e Praveena,
2017; Zhang et al., 2012).

Como referido no capitulo 4.2.3., existem vérias formas dos EDC entrarem no ambiente,
nomeadamente, a partir da industria farmacéutica (fabrico de contraceptivos, por exemplo), efluentes
hospitalares, aquacultura, producédo de gado, dgua residual ndo tratada e efluentes provenientes de
ETAR (Adeel et al., 2017; Aris et al., 2014; Aufartova et al., 2011; Guedes-Alonso et al., 2014; Hamid e
Eskicioglu, 2012; Kozlowska-Tylingo et al., 2010; Pereira et al., 2011; Plahuta et al., 2017; Ting e
Praveena, 2017) - Figura 6.
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Figura 6 - Fontes e mecanismos de contaminacado dos estrogénios esteroidicos. Fonte: adaptado de Ting
e Praveena (2017).

A excre¢do humana de estrogénios sintéticos (EE2) é a principal via de entrada deste composto nas
ETAR, principalmente por parte das mulheres que tomam a pilula contraceptiva - principal aplicacao de
EE2 (Aris et al., 2014; Barreiros et al., 2016; Hamid e Eskicioglu, 2012; Kozlowska-Tylingo et al., 2010;
Laurenson et al., 2014; Ting e Praveena, 2017).

As pilulas contraceptivas sdo uma combinacdo de diferentes quantidades de estrogénio e
progesterona, contendo cerca de 15 a 50 pg de EE2 por comprimido, sendo 35 pg/pilula a dosagem
mais utilizada (Aris et al., 2014; Kozlowska-Tylingo et al., 2010; Ting e Praveena, 2017; Wise et al.,
2011).

Considerando que, cerca de 17% da populagcéo feminina dos paises ocidentais tomam a pilula e que
entre 20% e 48% da dose ingerida é metabolizada pelo organismo, Johnson e Williams (2004),
desenvolveram um modelo de avaliagdo farmacéutica de metabolismo, excre¢éo e transporte de modo

a prever as concentracdes excretadas de EE2 (Barreiros et al., 2016; Johnson & Williams, 2004).

Na Figura 7, mostra-se que para uma concentragdo inicial de 26 pg/pilula, 43% do EE2 ingerido é
totalmente metabolizado pelo organismo e os restantes 60% de EE2 sdo excretados na urina e fezes,
chegando ao sistema de tratamento de aguas residuais. Estima-se que 40% do EE2 ingerido ou seja,
10,5 pg/dia seja libertado nos efluentes de agua residual na sua forma livre (Barreiros et al., 2016;
Hamid e Eskicioglu, 2012; Wise et al., 2011).
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EE2 ingerido

26 pg/ dia
77% como EE2 livre 30% excretado nas fezes 43% completamente
5,46 ug/dia * 7,8 pg/dia * > metabolizado no organismo
40% do EE2 ingerido il 11,18 pg/dia
alcanca os sistemas & )
de drenagem de AR 27% excretado.na urina
como EE2 livre v 7.1 ug/dia EE2 inactivo
10,5 pg/dia
100% do EE2 conjugado 63% como glucordnido 11% como conjugados
fica na forma livre = conjugado < > de sulfato de EE2
4, 47 pg/dia 4, 47 pg dia 0,78 pg/dia

Figura 7 - Modelo desenvolvido por Johnson e Williams, em 2004, de modo a avaliar ap6s a ingestao, o
metabolismo, excrecao e transformagdo ambiental do EE2. Os valores séo todos aproximados e 0s
valores finais quando somados ndo dao 100% do valor de EE2 ingerido.

Antes da sua excrecdo, o EE2 é transformado dando origem a metabolitos, conjugados de sulfato ou
glucoronidos conjugados. As ETAR nao removem completamente os estrogénios e respectivos
conjugados e alguns retornam a sua forma livre (free form) devido a ac¢éo dos microrganismos, ficando
disponiveis no ambiente e estrogenicamente activos (Aris et al., 2014; Hamid e Eskicioglu, 2012; Hong,
2012; Ting e Praveena, 2017; Wise et al., 2011) .

Assim, as ETAR séo consideradas a principal fonte de contaminacdo de EE2 nos ambientes aquéticos
(Adeel et al., 2017; Aris et al., 2014; Barreiros et al., 2016; Guedes-Alonso et al., 2014; Hamid e
Eskicioglu, 2012; Hong, 2012; Pereira et al., 2011; Ting e Praveena, 2017; Wise et al., 2011).

4.3.3. Presencano ambiente

Com o crescimento populacional também o uso deste composto tendeu a aumentar, levando a um
aumento da sua ocorréncia e visibilidade no ambiente (Aris et al., 2014), como tal os estrogénios
tornaram-se poluentes de notavel atengdo devido as concentragdes crescentes no solo e na dgua por
todo o mundo (Adeel et al., 2017).

O EE2 pode ser encontrado em varias matrizes ambientais, nomeadamente agua, sedimentos e biota,
principalmente em concentragdes na ordem dos ng.L (Aris et al., 2014; Guedes-Alonso et al., 2014;
Pereira et al., 2011). A ocorréncia significativa deste composto tem sido especialmente detectada em
locais préximos de ETAR (Adeel et al., 2017; Aufartova et al., 2011).

No entanto, varios estudos mostram evidéncias da presenc¢a de EE2 em aguas subterraneas, agua de
escoamento de campos agricolas e de cultivo, aguas superficiais, afluentes e efluentes de ETAR, assim
como em agua potavel (Adeel et al., 2017; Aufartova et al., 2011; Kozlowska-Tylingo et al., 2010;
Pereira et al., 2011; Silva, 2014).

Na Tabela 7, mostram-se as concentracfes de EE2 em diferentes tipos de matrizes ambientais em
aguas portuguesas.
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Tabela 7 - Ocorréncia de EE2 em Portugal, concentracfes medidas em diferentes matrizes e fontes.

Localizagao Matriz Concentragao no Referéncias

ambiente (ng.L™?)

Rio Douro Agua do estuério 56 — 101,9 (Silva, 2014; Vilela et al., 2018)
0,58 —2,76 (Vilela et al., 2018)
nd.—4,5 (Vilela et al., 2018)
Rio Mondego Agua do estuério <LOD (Silva, 2014)
Rio Sado Agua do estuério <LOQ (Silva, 2014)
1,1-3,1 (Silva, 2014)
1,1-2.38 (Vilela et al., 2018)
Rio Douro e Oceano Agua do estuario (Silva, 2014)
Atlantico <LOD-29
Rio Douro e Litoral do Agua do estuéario 1,0-1,3 (Silva, 2014)
Porto <LOD-4,5 (Silva, 2014)
Rio Leca e Costa do Agua do rio e da costa 21-4,4 (Silva, 2014)
Porto Agua do rio nd.—28 (Vilela et al., 2018)
Ria Formosa Agua superficial 12,1 - 25,0 (Silva, 2014)
14,4 - 25,0 (Vilela et al., 2018)
Rio Ave e Litoral de Vila Agua do rio e litoral 0,3— 20,4 (Silva, 2014)
do Conde 05204 (Vilela et al., 2018)
Aveiro Agua da Ria e da ETAR de Aveiro <LOD (Silva, 2014)
Portugal Agua residual do tratamento (Barbosa et al., 2016)
secundario 39142593

LOD: Limite de detecdo; LOQ: Limite de quantificacdo

Na Tabela 8 e na Tabela 9 mostram-se valores de concentragdo de EE2 em diferentes paises do

mundo, sendo que na primeira as concentracdes sao relativas a amostras de agua potavel.

Tabela 8 - Concentracéo de EE2 em agua potavel. Fonte: adaptado de Vilela et al. (2018).

Amostra de Agua Potavel Concentracéo

Estados Unidos 0,002 ng.L*?
<LOD
Alemanha 0,15-0,5ng.L?
0,5ng.L?
Inglaterra <l1-4ng.lL*

Na Tabela 9, mostram-se os valores de EE2 em varias matrizes - agua superficial, agua subterranea,

sedimentos e biota em varios paises.
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Tabela 9 - Concentracdes de EE2 em varias matrizes.

Pais Matriz Concentragéo Referéncia
(ng.LY)
Norte da China Agua Superficial n.d. (Wee e Aris, 2017)
Agua Subterranea n.d.a0,26 (Wee e Aris, 2017)
Sedimentos n.d.—9,262 (Aris et al., 2014)
China Agua Superficial nd. al5 (Wee e Aris, 2017)
China, Rio Yongding New  Agua Superficial n.d. - 12,0 (Vilela et al., 2018)
China, Lagoa Yundang Agua Superficial nd.-0,4 (Aris et al., 2014; Vilela et al., 2018)
Sedimentos nd.—2,482 (Aris et al., 2014)
Biota — Moluscos (Ruditapes = 3,42 2 (Aris et al., 2014)
philippinarum)
Estados Unidos Agua Superficial <10al4 (Wee e Aris, 2017)
0,25-0,52 (Vilela et al., 2018)
Efluente de &guas residuais 0,24 — 0,76 (Vilela et al., 2018)
Espanha, Rio Llobregat Agua Superficial <0,2-34 (Wee e Aris, 2017)
Agua Subterranea <0,2 (Wee e Aris, 2017)
Espanha, Bacia do Rio Agua Superficial nd. —2,2 (Wee e Aris, 2017)
Ibérico Sedimentos nd.-2,12 (Wee e Aris, 2017)
Espanha Agua Superficial <25 (Vilela et al., 2018)
Itdlia, Lagoa de Veneza Agua Superficial <0,8-34,0 (Wee e Aris, 2017)
Sedimentos <20-410° (Aris et al., 2014; Wee e Aris, 2017)
Biota — Mexilhdo (Mytilus <3,0-38,002 (Aris et al., 2014; Wee e Aris, 2017)
galloprovincialis)
Italia Agua Residual Bruta 3+2,6 (Vilela et al., 2018)
Alemanha Agua Superficial <0,1-51 (Wee e Aris, 2017)
Austria Agua Superficial n.d.-0,33 (Wee e Aris, 2017)
Agua Subterranea n.d. - 0,94 (Wee e Aris, 2017)
Malésia, Rio Langat Agua Superficial n.d. — 0,005 (Wee e Aris, 2017)
Sedimento n.d. — 3,29 x 10*“2 (Wee e Avris, 2017)
india, Mumbai Sedimento 14,47 — 29,17 2 (Wee e Aris, 2017)
Brasil Agua Residual Bruta 5 (Vilela et al., 2018)
Sedimentos 133,64 2 (Aris et al., 2014)
Franca Agua Residual Bruta <0,2-20 (Vilela et al., 2018)
Suica Agua Residual Bruta <1-5 (Vilela et al., 2018)
Inglaterra Efluente de aguas residuais 0,2 - 7,0 (Vilela et al., 2018)
Agua Superficial 2-15 (Vilela et al., 2018)
Holanda Efluente de Aguas residuais <0,2-7,6 (Vilela et al., 2018)
Israel Agua Superficial 6,1 (Vilela et al., 2018)
Austrélia Agua Superficial 0-0,52 (Aris et al., 2014)
Sedimentos <0,05-0,502 (Aris et al., 2014)

n.d.: ndo detetado; ng/g peso seco

4.3.4.

Impactes e principais efeitos

A presenca de EE2 no ambiente, mesmo em concentragbes na ordem dos ng.L, é passivel de
provocar algumas patologias e anomalias comportamentais nos organismos aquaticos, podendo
interferir na proliferacao da espécie e afetar a populagdo como um todo, assim como no ecossistema
(Barreiros et al., 2016; Plahuta et al., 2017; Wee e Aris, 2017).
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Ao longo dos anos, inimeros estudos demonstraram que a presenca de EE2 no ambiente aquatico
pode provocar feminizacdo de peixes do sexo masculino, através da reducdo do tamanho dos
testiculos, menor contagem e qualidade de esperma, inducdo da producao da vitelogenina, aumento
daintersexualidade que levam a alteracéo da funcao reprodutiva, nomeadamente reducao da fertilidade
e fecundidade e consequentemente, reducdo do sucesso reprodutivo (Adeel et al., 2017; Aris et al.,
2014; Ben Fredj et al., 2014; Bergman et al., 2012; Hamid e Eskicioglu, 2012; Laurenson et al., 2014;
Pereira et al., 2011; Wee e Aris, 2017).

Adicionalmente, a presenca deste composto, demonstrou provocar uma consideravel reducdo da
biomassa nos peixes e alteracéo da cadeia alimentar e reducéo da taxa de sobrevivéncia, crescimento
e desenvolvimento em estagios iniciais de vida, assim como alteragfes comportamentais (rituais de
acasalamento alterados) podendo originar a extingdo da espécie aquética (Adeel et al., 2017; Ben Fred;]
et al.,, 2014; Bergman et al., 2012; Hamid e Eskicioglu, 2012; Laurenson et al., 2014; Pereira et al.,
2011; Wee e Aris, 2017).

Devido ao seu potencial de bioacumulacdo, o EE2 pode entrar na cadeia alimentar humana, levando
ao aumento do risco de desenvolvimento do cancro da mama, da prostata e testicular, hipospadias,
sindrome da disgenese testicular, endometriose, promovendo processos reprodutivos anormais, como
0 aparecimento da menopausa precoce e a virilizagdo de mulheres assim como desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (Adeel et al., 2017; Barreiros et al., 2016; Pereira et al., 2011; Wise et al.,
2011).

Na Suécia, recentemente, foi realizado um estudo com a alga verde, Chlamydomonas reinhardtii,
exposta a 7 UM de EE2. A exposicdo a este composto provocou efeitos negativos no crescimento e na
fotossintese desta alga (Adeel et al., 2017). Segundo Crawford et al. (2017), as algas conseguem
absover facilmente o EE2, promovendo a sua entrada nas cadeias alimentares e afectando outros

niveis tréficos.

Por sua vez, Bergman et al. (2012), avaliou a exposi¢édo de anfipodes de 4gua doce, Gammarus pulex,
a EE2 e concluiu que o nimero de exemplares femininos na populagdo aumentou. Relativamente ao
efeito deste composto sobre os anfibios, Matthiessen et al. (2017), afirmou que a exposicdo a
concentracdes de EE2 na ordem dos 4,8 — 6,1 ng.L1, afectaram negativamente larvas das ras verdes,
Rana clamitans, e observaram o aparecimento de larvas de rd mink selvagem (wild mink frog), Rana

septentrionalis, com gbnadas intersexuais.

Além destas conclusdes, estudos utilizando Danio rerio mostraram que os efeitos decorrentes de uma
exposi¢cdo cronica sdo, na sua maioria, superiores aos efeitos provocados por exposi¢cdes de curto
prazo, com efeitos sobre a saude diferentes; também existiram relatos de aparecimento de efeitos

imprevistos apds exposi¢cdes cronicas (Windsor et al., 2017).

Por outro lado, Crawford et al.(2017) e Windsor et al. (2017), apds estudos com peixes das espécies
Pimephales promelas e Danio rerio, respetivamente, concluiram que os efeitos do EE2 n&do sé&o
necessariamente permanentes, alguns sao de natureza transitéria e o organismo é capaz de recuperar

apos a remogao a exposicao.
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4.3.5. Remocédo de EE2 em ETAR

As ETAR convencionais foram projetadas para tratamento e remocao, biolégica e fisico-quimica, da
carga de carbono orgéanico, de nutrientes (N e P) e agentes patogénicos presentes na agua residual,
néo tendo sido concebidas e otimizadas com o intuito de remover estrogénios esterdides (Aris et al.,
2014; Ben Fredj et al., 2014; Hamid e Eskicioglu, 2012; Prasse et al., 2015; Ting e Praveena, 2017)

O tratamento convencional, aplicado num sistema de tratamento de agua residual, envolve trés
estagios, designados como tratamento preliminar, tratamento primario e tratamento secundario (ou
biolégico) (Koh et al., 2008; Silva, 2014), podendo apresentar tratamento terciario, caso o efluente seja
descarregado para massas de agua superficiais (de Mes et al., 2005; Hamid e Eskicioglu, 2012; Koh et
al., 2008).

A configuracdo dos sistemas de tratamento convencionais ndo foi desenhada com o objectivo de
remover estes compostos, contudo, através dos processos utilizados, observa-se a remocéo parcial

e/ou a diminui¢cdo da concentracdo destes (Aris et al., 2014; Silva, 2014; Ting e Praveena, 2017).

De um modo geral, a remocao de estrogénios em ETAR d&-se através da adsor¢cédo aos sélidos em
suspensdo, gorduras e Oleos presentes em AR, da biodegradagdo aerdbia ou anaerdbia, da
degradacéo quimica e volatilizagéo (Birkett e Lester, 2003; Rosa, 2008; Ting e Praveena, 2017); sendo
que os mecanismos de transformacdo e de biodegradacdo sédo considerados os principais
responséveis na remoc¢ao destes compostos, assim como a adsor¢édo apresenta um papel significativo

na remocédo destas hormonas (Koh et al., 2008).

No tratamento preliminar, séo removidos os materiais flutuantes e os solidos de grandes dimensdes da
AR, com o objetivo de proteger o sistema de tratamento. Nesta etapa, a remoc¢ao do EE2 é considerada
muito reduzida ou insignificante (Council, 2010; Hamid e Eskicioglu, 2012; Koh et al., 2008; Rosa,
2008).

O tratamento primario, promove a adsorcdo dos estrogénios aos sdlidos, gordura e o6leos e
consequente remogdo por flotacdo ou sedimentagdo dos solidos no decantador priméario (Hamid e
Eskicioglu, 2012; Koh et al., 2008; Rosa, 2008; Ting e Praveena, 2017). A remocao obtida nesta etapa
€ influenciada, maioritariamente, pelas propriedades fisico-quimicas dos compostos, nomeadamente a
hidrofobicidade, carga hidraulica, tempo de reten¢éo, caracteristicas de sedimentacéo e teor de sélidos
suspensos (Hamid e Eskicioglu, 2012; Koh et al., 2008; Rosa, 2008). Porém, estudos indicam que a
remocao no tratamento primario € muito baixa ou quase inexistente (Hamid e Eskicioglu, 2012; Ting e
Praveena, 2017).

O tratamento secundario ou biolégico, que consiste na remogdo da matéria organica através de
processos aerdhios ou anaerébios, é relatado como a etapa mais relevante na remocao dos compostos
estrogénicos (Barbosa et al., 2016; Hamid e Eskicioglu, 2012; Koh et al., 2008; Silva, 2014; Ting e
Praveena, 2017). Nesta fase, a remo¢édo de EDC ocorre através da degradacdo e transformacédo
biolégica ou quimica, adsorcdo aos flocos microbiolégicos e posterior remocdo no decantador
secundario, assim como processos de volatilizagdo no arejamento (Barbosa et al., 2016; Chambel,
2011; Hamid e Eskicioglu, 2012).
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Os mecanismos de biodegradacéo e biotransformacao desempenham o papel mais importante nesta

fase, verificando-se maior biodegradacdo do EE2 em sistemas aerobios e em sistemas de lamas

ativadas com nitrificagéo (Boshir et al., 2017; Council, 2010; Koh et al., 2008; Ting e Praveena, 2017).

Na Tabela 10, mostram-se alguns exemplos de sistemas de tratamento secundario e as respetivas

remocdes de EE2.

Tabela 10 - Sistemas de tratamento secundario com remogéao do EE2.

Tipo de tratamento

Lamas ativadas

Lamas ativadas - Aer6bio

Lamas ativadas - Anaerébio

Lamas ativadas com UV

Lamas ativadas c/ Cloragao

Leito Percolador (Trickling filter)

MBR ¢

Lagoa de macroéfitas (Biological treatment technology -

Polishing pond (algae))

Fitoetar (Wetland technologies - Constructed Wetland)

Fitoetar de fluxo vertical (Wetland technologies — VFCW)

Remocao (%)

17-90+%

65

85

100

28,7

41,5

77 — 100

75,4

100

94

75

71

92,9

95

75,3 -94

75

Referéncias

(Ting e Praveena, 2017)

(Koh et al., 2008)

(Birkett e Lester, 2003;
2012; Koh et al., 2008)

(Boshir et al., 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Ting e Praveena, 2017)

(Lee et al., 2008)

(Boshir et al., 2017)

(Boshir et al., 2017)

(Boshir et al., 2017)

(Boshir et al., 2017)

Hamid e Eskicioglu,

@ gama de valores obtidos em 5 paises (Espanha, China, Africa do Sul, Irdo e Reino Unido); ® UV — Ultravioleta; ¢ Bioreatores de

membranas.

Da observagdo da Tabela 10, verifica-se que as remoc¢des do EE2, associadas ao tratamento

secundario, apresentam uma ampla gama de valores; que segundo Koh et al. (2008), é resultado da
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variacdo de pardmetros operacionais que controlam estes processos, nomeadamente o tempo de

retencédo, a idade das lamas, potencial redox e temperatura.

Com o objetivo de alcangar melhores eficiéncias de remocéo, existem duas abordagens viaveis, (i)
optimizar a tecnologia de tratamento existente, ou por outro lado, (ii) adicionar tecnologia de fim de

linha que permita remover completamente estes compostos (Koh et al., 2008).

Os processos de fim de linha e tratamento terciario seréo abordados no capitulo 4.5.

4.4. Legislacao

Nos ultimos anos, a crescente preocupacédo com a presenga dos EDC nos ecossistemas aquaticos tem
sido o foco de organiza¢Bes governamentais e ndo-governamentais, como a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), a Sociedade Enddcrina, a Unido Europeia (EU) e a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos
EUA (US EPA) (Fernandes, 2012; Gore et al., 2014; Guedes-Alonso et al., 2014).

Como resultado, algumas abordagens e regulamentos foram publicados, estabelecendo limites de
concentracao para alguns dos poluentes em ambientes aquéticos e de modo a avaliar o risco destes
compostos no sistema enddcrino humano e organismos aquaticos (Aparicio et al., 2017; Barbosa et al.,
2016; Fernandes, 2012; Ting e Praveena, 2017). No entanto, ndo existem limites de descarga legais
para o ambiente e poucas s@o as medidas e/ou solucdes, sob a forma de regulamentos ou leis, para

mitigar este problema (Barbosa et al., 2016; Crawford et al., 2017; Fernandes, 2012).

O processo de estabelecimento de abordagens e regulamentos relativamente a esta tematica tem vindo
a ser abordado nédo s6 pela Unido Europeia, como pelos EUA, Canada e Japéo (Ting e Praveena,

2017). Na Tabela 11 estao identificados alguns dos regulamentos e abordagens elaborados até a data.
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Tabela 11 - Regulamentos/abordagens para estrogénios esteréides. Fonte: adaptado de Ting e Praveena
(2017).

Pais Regulamento/ Abordagem Campo
EUA Lista de Candidatos a Contaminantes (CCL3. Contaminant Candidate List) Agua potavel

Programa de Triagem de Desreguladores Endécrinos (EDSP - Endocrine  Ingestdo farmacéutica

Disruptor Screening Program)

Canada Regulamentacéo dos efluentes dos sistemas de aguas residuais (Wastewater = Agua Residual

Systems Effluent Regulations)

Japao Programa estratégico sobre Desreguladores Enddcrinos (SPEED - Strategic =~ Ambiente e organismos

Program on Endocrine Disruptors)

Uniéo Diretiva 96/22/EC Usos na agricultura e
Europeia aquacultura
Directiva 2003/74/EC Controlo veterinario
Directiva 2000/60/EC Aguas  superficiais e
subterraneas
Diretiva 2008/105/EC Aguas superficiais
Diretiva 2013/39/EU Aguas Superficiais

A Directiva 2000/60/CE, de 23 de outubro, também designada como Diretiva-Quadro da Agua (DQA),
€, actualmente, o principal instrumento da politica de agua da Unido Europeia, que visa alcangar o bom
estado quimico e ecoldgico das massas de dgua superficiais e subterraneas, bem como prevenir a sua

deterioragéo (Barbosa et al., 2016; Laurenson et al., 2014; Ting e Praveena, 2017).

Esta diretiva estabelece a estratégia da UE contra a poluicdo da agua por substancias de alto risco,
exigindo aos Estados Membros e Estados Associados o0 estabelecimento de programas de
monitorizacao da qualidade da agua (Aufartova et al., 2011; Barbosa et al., 2016). Assim, através da
Deciséo n°. 2455/2001/ CE, foi definida a primeira lista de substancias prioritarias, reguladas pela DQA,
que conta com a identificacdo de 33 elementos e da qual ndo consta o EE2, composto abordado neste
estudo (Agency, 2017; Crawford et al., 2017; Liu et al., 2017).

Por sua vez, a Diretiva 2008/105/CE, retifica a diretiva anterior e estabelece normas de qualidade
ambiental (NQA) a fim de alcancar o bom estado quimico das aguas superficiais para substancias
prioritarios e outros poluentes identificados no Anexo |, da mesma diretiva; fazendo também a distin¢éo
entre substancias prioritarias e substancias perigosas prioritarias (Barbosa et al., 2016; Pintado-Herrera
et al., 2014; Ting e Praveena, 2017).
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Posteriormente, no que diz respeito as substancias prioritarias no dominio da politica da agua, a Diretiva
2000/60/CE e a Diretiva 2008/105/CE foram alteradas pela Diretiva 2013/39/EU (Barbosa et al., 2016;
Guedes-Alonso et al., 2014; Ting e Praveena, 2017), onde € apresentada uma nova lista de substancias

prioritarias, com um total de 45 elementos, ndo constando o composto em estudo (EE2).

No Artigo 8°-b desta diretiva, € estabelecida a necessidade de uma lista de vigilancia de substancias,
com base no risco que estas apresentam no dominio da agua para a UE e em casos em que os dados
nao séo suficientes; assim em toda a UE, devem ser recolhidos, dados de monitorizacdo com o objetivo
de sustentar a prioridade de inclusdo destas em futuras revisGes da lista de substancias (Ting e
Praveena, 2017).

Como requerido na Diretiva 2013/39/EU, a Decisdo de Execucéo 2015/495 estabelece a primeira lista
de vigilancia, com um total de 10 substancias a monitorizar, nas quais esta incluido o EE2, a fim de
recolher dados, com vista a facilitar a determinacdo de medidas adequadas para fazer face ao risco

que estas substancias constituem.

No documento referido anteriormente, as especificidades de monitorizagdo do etinilestradiol foram

obtidas com o0 método SPE-LC-MS-MS e correspondem a um limite de dete¢&o de 0,035 ng.L.

A DQA foi transposta para a ordem judicial nacional através da Lei n° 58/2005 (Lei da Agua),
estabelecendo as bases e 0 quadro institucional para a gestédo sustentavel das aguas (Ambiente, 2017;
Guerreiro, 2005).

45. Desinfecdo de Aguas Residuais Tratadas
4.5.1. Importancia da desinfecéo

A desinfecao é, na maioria das vezes, o Ultimo passo da linha de tratamento de aguas residuais antes

da sua descarga para o meio recetor (Noutsopoulos et al., 2014).

Este processo representa um tratamento fundamental uma vez que garante a qualidade de descarga e
minimiza os riscos para a saude publica e do ambiente, (Eckert e Eckert, 2013; Pan et al., 2014;
Ragazzo et al., 2017), nomeadamente o risco de proliferacdo de doencas transmitidas pela agua (da
Costa et al.,, 2014; Eckert e Eckert, 2013), através da destruicdo parcial ou inativagdo de
microrganismos patogénicos presentes na agua residual (Eckert e Eckert, 2013; Gagnon et al., 2008;
Metcalf & Eddy, 2003; Noutsopoulos et al., 2014; Victoria, 2002).

Os microrganismos entéricos presentes nas aguas residuais que representam um risco potencial para
saude dos seres humanos e gado e com grande suscetibilidade de se disseminarem pelo ambiente,
pertencem as seguintes categorias de organismos: bactérias, protozoarios (od4citos e cistos), helmintos
(vermes parasitas) e virus (Eckert e Eckert, 2013; Metcalf & Eddy, 2003; Saraiva, 2015; Shannon et al.,
2008; Victoria, 2002).

Segundo a OMS, a falta de saneamento ou o saneamento inadequado estéo ligados a transmissao de

doengas como a célera, diarreia, hepatite A, disenteria, febre tifoide, contribuindo também para a

31



desnutricdo; estimando que 2,3 mil milhdes de pessoas ainda ndo tem acesso a instalacdes sanitarias
basicas (WHO, 2018).

Na Tabela 12 apresentam-se alguns dos organismos patogénicos presentes em aguas residuais, bem

como as possiveis doengas.

Tabela 12 - Microrganismos patogénicos possivelmente presentes em agua residual ndo tratada. Fonte:
(Metcalf & Eddy, 2003; Saraiva, 2015; Victoria, 2002).

Organismo patogénico Doenca Sintomas/ Observagdes
Escherichia coli Gastroenterite Diarreia
Legionella pneumophila Doenca do legionario  Indisposicdo, mialgia, febre, dor de
(pneumonia) cabeca, doenga respiratoria
Shigella (spp.) Sigelose Disenteria Bacilar
3
@
g Vibrio cholerae Cdlera Diarreia extremamente forte,
o desidratacéo
Salmonella typhi Febre Tifoide Febre alta, Diarreia, Ulceras no
intestino delgado
Salmonella (=2100 serotipos) Salmonelose Intoxicagdo alimentar
Giardia lamblia Giardiase (gastroenterite) Diarreia leve a forte, nauseas,
.8 indigestéo
]
=) Balantidium coli Balantidiasias Diarreia, Disenteria
o
a
Cryptosporidium parvum Criptosporidiose Diarreia
” Taenia spp Teniase Ténia em seres humanos (causa
g carne de bovino e porco infectada)
£
T Ascaris lumbricoides Ascaridiase Infestacao por lombrigas
Enterovirus (mais de 100 tipos, por Gastroenterite, anomalias no
exemplo: polio, eco e coxsackie virus) coragdo, meningite
o Hepatite A Hepatite infeciosa Ictericia, febre
S
Rotavirus Gastroenterite
Adenovirus (31 tipos) Doenca respiratéria
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A diarreia, por exemplo, segundo dados da OMS é responsavel pela morte de 361 000 criangas por
ano, com menos de 5 anos, enquanto 21 000 a 143 000 pessoas morrem em todo o0 mundo devido a
colera (WHO, 2017).

Os parametros microbiolégicos nem sempre sdo incluidos nos padrdes de tratamento de aguas
residuais (Lazarova et al., 1998), no entanto devido a escassez de dgua e a necessidade crescente de
reutilizacdo de agua, a atencdo dada a qualidade microbiologica e aos potenciais riscos para saude
provenientes dos efluentes é consideravelmente maior e ir4, certamente, aumentar no futuro
(Luukkonen et al., 2014; Ragazzo et al., 2017).

Contudo, existem restricBes legislativas em muitos paises, nomeadamente quando a descarga de
efluentes de ETAR é encaminhada para massas de agua perto de zonas balneares, ou é usado direta
ou indiretamente para fins agricolas, usos domésticos ou recreativo, como por exemplo a pesca ou a
piscicultura (Amoatey e Bani, 2011; da Costa et al., 2014; Lazarova et al., 1998; Luukkonen et al., 2014;
Ragazzo et al., 2017).

Em Portugal, o Decreto-Lei n°. 236/98, de 1 de Agosto, estabelece as normas, critérios e objetivos de
qualidade, nomeadamente microbiolégica, com o objetivo de proteger o meio aquatico e melhorar a
gualidade das aguas em funcdo dos seus principais usos (consumo humano e rega, por exemplo)
(Guerreiro, n.d.), por sua vez, a norma portuguesa (NP) 4434:2005 visa os requisitos de qualidade para
a reutilizacdo de &guas residuais urbanas tratadas na rega de campos agricolas, florestais,

ornamentais, viveiros e outros espacos verdes (Monte e Albuquerque, 2010).

Para além da reducgéo e inativagao de microrganismos patogénicos considerando as normas e objetivos
de cada entidade reguladora (Victoria, 2002), a desinfecdo apresenta outros beneficios,
nomeadamente a possibilidade de remocao de contaminantes quimicos (Gagnon et al., 2008) e deve

garantir os seguintes objetivos de desempenho ambiental (Chhetri et al., 2017; Victoria, 2002):

e Nao resultar num aumento de toxicidade na descarga das aguas residuais;

e Ser confidvel, tecnicamente compativel e rentavel;

e Na&o resultar em riscos incrementais para a salde humana ou ambiente devido ao seu
transporte, armazenamento ou manuseamento de substancias quimicas e/ou subprodutos da

desinfecao.

4.5.2. Tratamentos convencionais

O tratamento terciario é aplicado quando existe a necessidade de melhorar a qualidade do efluente
secundario, removendo azoto, fésforo, metais pesados, compostos bioldgicos biodegradaveis e

inativando microrganismos patogénicos (Amoatey e Bani, 2011; Ting e Praveena, 2017).

Nesta fase, 0 processo de desinfecao engloba varias técnicas que envolvem o uso de agentes fisicos,
guimicos e naturais (Figura 8) de modo a inativar bactérias, virus e protozoarios (da Costa et al., 2014;
Eckert e Eckert, 2013; Saraiva, 2015) e que podem ser utilizados individualmente ou em conjunto
(Luukkonen et al., 2014).
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Processos Processos Processos

Fisicos Quimicos Naturais
Radiagao UV e Gama
Cloro 3
Temperatura ! Lagoas de Maturacao
Processos de
membranas 2 5
Ozono
Ultrassons
Filtracdo Tratamentos no solo*
Acido peracético
Diluicao L

1 Ebulicdo, pasteurizagdo; 2 Microfiltragdo, ultrafiltragdo, nanofiltragdo e osmose inversa;  Cloro gasoso, diéxido de cloro e

hipoclorito de sédio e de célcio; * infiltragao-percolagao.

Figura 8 - Processos de desinfe¢do: Fisicos, Quimicos e Naturais. Fonte: adaptado de Monte e
Albuquerque (2010).

Os métodos quimicos para além de terem um papel crucial na eliminacdo/reducédo de microrganismos
nocivos, sao oxidantes poderosos com a capacidade de oxidar contaminantes organicos e inorganicos
presentes na AR , nomeadamente os estrogénios e outros micropoluentes (Acero et al., 2013; Bolong
et al., 2009; da Costa et al., 2014), na maioria da vezes, para compostos facilmente biodegradaveis e

menos toxicos (Boshir et al., 2017).

Na Tabela 13 sédo apresentados alguns processos de tratamento terciario e respectivas eficiéncias de

remoc¢éo do EE2.
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Tabela 13 - Remocé&o do EE2 em sistemas de tratamento terciario.

Tipo de tratamento Remocéo (%) Referéncias
95-100 (Pereira et al., 2011)
100 (Boshir et al., 2017)
Ozonizacao
>95 (Koh et al., 2008)
>90 (Huber, 2010)
Cloragem 100 (Boshir et al., 2017; Moriyama et al., 2004; Pereira et al., 2011)
Diéxido de Cloro ~100 (Pereira et al., 2011)
Oxido de Manganés (MnO,) 81,7 (De Rudder et al., 2004)
Fotocatélise Até 100 (Boshir et al., 2017)
Filtragdo com areia 70 (Birkett e Lester, 2003)
Lagoa de Macrdfitas n.d (Ifelebuegu, 2011)
Nanofiltracéo 92 (Pereira et al., 2012)
MBR + UF 95,5
[%2]
o
=)
é MBR + NF 94
T (Boshir et al., 2017)
e MBR + RO 93,61
Q
9
%]
Floculantes + LA + UF 95

MBR — Bioreactores de membranas; UF — Ultrafiltragdo; NF — Nanofiltragdo; LA — Lamas Activadas; RO — Osmose reversa.

Dos processos enunciados, a cloragem, a par com a radiacdo UV séo as tecnologias de desinfecao
mais frequentes em ETAR (Eckert e Eckert, 2013; Noutsopoulos et al., 2014). Alguns autores
consideram que, também, o ozono € comum nos processos de tratamento de agua residuais (Bhatt,
2016; Chhetri et al., 2014; Isabel & Miranda, 2014; Pereira et al., 2011; Prasse et al., 2015).

No entanto, a desinfegdo com recurso ao cloro é o método mais amplamente utilizado e aceite para o
tratamento de aguas (Bhatt, 2016; Chhetri et al., 2014; da Costa et al., 2014; Eckert e Eckert, 2013;
Jewell e Wilson, 2011; Pan et al., 2014; Prasse et al., 2015), atendendo que apresenta elevado poder
biocida, inactivando uma ampla gama de microrganismos patogénicos (Bhatt, 2016; Chhetri et al., 2014;
Eckert e Eckert, 2013; Graham et al., 2012; Pan et al., 2014; Pereira et al., 2011); facilidade de
aplicacdo (Bhatt, 2016; Pan et al., 2014) e viabilidade do ponto de vista econémico, com baixo custo
guimico e operacional (Acero et al., 2013; Bhatt, 2016; Eckert e Eckert, 2013; Pan et al., 2014).

35



Na desinfecdo, os compostos de cloro geralmente utilizados em aguas residuais e aguas de
abastecimento sao o cloro gasoso, o hipoclorito de sédio e o diéxido de cloro (Acero et al., 2013; Qasim,
1994).

O cloro hidrolisa na presenca de agua e forma acido hipocloroso (HOCI), que por sua vez se dissocia
em hipoclorito (CIO") (Acero et al., 2013; Qasim, 1994), estas sdo as principais espécies de cloro

presentes em agua e a sua quantidade representa o cloro residual (Qasim, 1994).

Contudo, diversos estudos afirmam que o cloro residual em efluentes de ETAR pode ser prejudicial e
téxico para os organismos aquaticos (Bhatt, 2016; da Costa et al., 2014; Graham et al., 2012; Karpova
etal., 2013), sendo necessario uma descloracdo antes da descarga para 0 meio receptor, 0 que acresce
0 custo deste processo (Bhatt, 2016; Graham et al., 2012; Karpova et al., 2013). Além disto, o cloro
reage facilmente com matéria organica dissolvida e presente em 4guas residuais o que potencia a
formacao de subprodutos da desinfecdo, que sdo nocivos (Acero et al., 2013; Bhatt, 2016; Boshir et al.,
2017; Eckert e Eckert, 2013; Jewell e Wilson, 2011; Pan et al., 2014). Alguns destes produtos,
apresentam uma grande preocupa¢do para a comunidade cientifica, devido ao seu caracter
cancerigeno, mutagénico, citotdéxico e/ou genotdxico (Block et al., 2015; da Costa et al., 2014; Prasse

et al., 2015) e devido a sua persisténcia e capacidade de bioacumulacéo (Karpova et al., 2013).

Inimeros subprodutos da desinfecdo sao conhecidos, contudo, existem ainda muitos por identificar
(Block et al., 2015; Pan et al., 2014; Pereira et al., 2011), no entanto as classes mais abundantes s&o
os trihalometanos, que incluem cloroférmio, diclorobromometano, dibromoclorometano e bromoférmio
e os acidos haloacéticos (Acero et al., 2013; Block et al., 2015; Eckert e Eckert, 2013; Graham et al.,
2012; Jewell e Wilson, 2011; Karpova et al., 2013; Pan et al., 2014).

Para além destes compostos, a utilizagéo do cloro pode levar a formagéo de produtos de transformacao
resultantes de reag¢bes quimicas com EDC (Gervais et al., 2013; Pereira et al., 2011; Prasse et al.,
2015). No caso do EE2, esta interac@o pode originar varios compostos, como o 4-cloro-EE2 e o 2,4-
dicloro-EE2; segundo Pereira et al. (2011). O primeiro apresenta uma atividade endécrina semelhante
a do composto original (EE2), enquanto que o segundo, é cerca de 10 vezes menos potente que o EE2.
No entanto, Prasse et al. (2015) indica que ambos apresentam capacidade de disrupg¢ao inferior & do
EE2.

Assim, tornou-se imperativo a identificagdo e utlizacdo de desinfetantes alternativos eficazes,
econdémicos e de baixa toxicidade (Bhatt, 2016; Block et al., 2015; da Costa et al., 2014; Graham et al.,
2012).

4.5.3. Acido peracético

O &cido peracético (PAA) emergiu como uma das principais alternativas quimicas para a desinfegao
(Bhatt, 2016; Block et al., 2015; Chhetri et al., 2014; Chhetri et al., 2016; Dell’Erba et al., 2007; Eckert
e Eckert, 2013; Ragazzo et al., 2017), ndo s6 devido a consciencializagao para os problemas inerentes
a utilizagdo do cloro (Luukkonen e Pehkonen, 2016; Santoro et al., 2007), como também devido ao seu

forte poder desinfetante, conseguindo abranger um amplo espectro de atividade microbiana (Chhetri et
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al., 2016; Eckert e Eckert, 2013; Sarathy et al., 2016) e a producdo de subprodutos inofensivos
(Dell’Erba et al., 2007; Ragazzo et al., 2017).

O acido peracético (CHsCOzH), também conhecido por acido peroxiacético € um perdxido organico
alifatico com elevado poder de oxidagéo (Karpova et al., 2013; Leverenz, 2006; Santoro et al., 2007),
gue resulta da reacéo do acido acético (CHsCO:zH) e do peréxido de hidrogénio (H202) na presenca de
um catalisador, muitas vezes o acido sulftrrico a 1% (1) ou da oxidagéo do acetaldeido (Eckert e Eckert,
2013; Leverenz, 2006; Luukkonen e Pehkonen, 2016; Santoro et al., 2007; Silva, 2010).

H,SO0.
CHsCO,H (aq) + H,0,(aq) — CHCOsH (aq) + H,0(1) €))

O PAA nao é produzido no seu estado puro (Block, 2016), estando, comercialmente disponivel numa
mistura aquosa acida em equilibrio estavel e quaternario de acido acético, peréxido de hidrogénio,
acido peracético e agua (Block, 2016; Block et al., 2015; Chhetri et al., 2014, 2016, 2017; Dell’Erba et
al., 2007; Eckert e Eckert, 2013; Luukkonen e Pehkonen, 2016; Luukkonen et al., 2014; McFadden et
al., 2017; Santoro et al., 2007). As concentracdes de acido peracético, ingrediente activo responsavel
pela capacidade desinfectante, sdo, tipicamente, entre 5 e 15 % p/p (Leverenz, 2006; Luukkonen e
Pehkonen, 2016; Luukkonen et al., 2014); 25% p/p de perdxido de hidrogénio e até 35% p/w de &cido

acético e o restante em agua (Santoro et al., 2007).

Os produtos da degradacéo do PAA séo o &cido acético (vinagre), peréxido de hidrogénio e dgua (Block
et al., 2015; Chhetri et al., 2014, 2016, 2017; Santoro et al., 2007); por sua vez o acido acético é
biodegradavel em diéxido de carbono, enquanto o perdxido de hidrogénio degrada-se em agua e
oxigénio - compostos atéxicos para 0s organismos aquaticos (Chhetri et al., 2014, 2016, 2017; Silva,

2010), podendo, também, originar alguns acidos carboxilicos indcuos (Santoro et al., 2007)

O PAA é um oxidante relativamente forte (McFadden et al., 2017), com potencial de reducéo (1,81 V)
superior ao do cloro (1,57 V), mas inferior ao do ozono (2,07 V) (Bhatt, 2016). Na Tabela 14 séao

apresentadas algumas das caracteristicas fisicas e quimicas do PAA.

Tabela 14 - Carcateristicas fisico-quimicas do PAA.

Férmula molecular C,H;O3

Aparéncia Liquido limpido incolor

Odor Acido acético pungente caracteristico

pH (aparente) 1,0

pKa 8,2

Densidade 1,07 a 1,13 g/mL

Viscosidade 3,280 cp

Solubilidade Miscivel em agua em qualquer proporgéo
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Este desinfectante é comburente (Silva, 2010), termodinamicamente instavel e tem a capacidade de se
decompor espontaneamente ou explodir quando altamente concentrado, aquecido, sob tenséo
mecanica ou exposto aos efeitos cataliticos das impurezas (Luukkonen e Pehkonen, 2016). Este
oxidante é também corrosivo, afectando ago, cobre, latdo, bronze e ferro galvanizado e pode afectar
vinil e borracha, pelo contrario vidro, fibras 6ticas, aco inoxidavel, aluminio puro e alguns plasticos
(PVC, PP, PE) sao resistentes ao PAA (Leverenz, 2006; Silva, 2010). Por uma questéo de seguranca
e estabilidade, a temperatura de armazenamento recomendada é inferior a 30 °C e deve ser
armazenado nos recipientes originais (Kitis, 2004; Luukkonen e Pehkonen, 2016); as concentracdes de
PAA comerciais ndo ultrapassam os 15% devido a sua instabilidade e tendéncia explosiva (Leverenz,
2006; Santoro et al., 2007; Silva, 2010); no entanto, solu¢des mais concentradas séo utilizadas na
industria (Leverenz, 2006).

Para a utilizacdo do PAA, é recomendével a utilizacdo de equipamento de protecéo individual (EPI) e
em locais ventilados (Silva, 2010), uma vez que a exposicdo a este desinfectante causa irritagdo e
possivelmente danos permanente na pele (enfisema cutaneo), olhos e sistema respiratorio (Luukkonen
e Pehkonen, 2016). Em contacto com a pele, em exposi¢8es de curto a médio prazo, considera-se para
concentracdes sem efeito, 0,2%; em concentracdes no ar inferiores a 0,16 -0,17 ppm observa-se que
quando inalado, ndo causa irritacdo, no entanto, concentracbes mais elevadas s&o nocivas e

susceptiveis de provocar asma ocupacional (Luukkonen e Pehkonen, 2016).

O PAA tem sido amplamente utilizado como desinfectante e esterilizante em varias industrias (Block et
al., 2015; Eckert e Eckert, 2013), nomeadamente na industria alimentar e processamento de bebidas,
carnes, enlatados, lacticinios, vinhos, cerveja, cosméticos, industria farmacéutica, téxtil, de celulose e
papel, e em cuidados de saude, nomeadamente em desinfecao hospitalar (Bhatt, 2016; Kitis, 2004;
Luukkonen e Pehkonen, 2016; Luukkonen et al., 2014).

A indUstria alimentar € o maior usuario deste composto, uma vez que reduz 0s microrganismos
presentes em equipamento e instrumentos de processamento de alimentos (Luukkonen e Pehkonen,
2016; Silva, 2010). Na area da saude, o PAA é utilizado na esterilizacdo de endoscépios e desinfeccéo
de superficies hospitalares e na indastria do papel € utilizado como agente de branqueamento
(Luukkonen e Pehkonen, 2016).

A alta eficiéncia do PAA em termos bactericida, virucida, fungicida e esporicida mostradas nestas
industrias e baixos impactes ambientais, levou a considerar o uso do PAA como desinfectante de
efluentes de aguas residuais (Kitis, 2004; Dibo Liu et al., 2017).

O mecanismo de desinfecdo do PAA ainda nao é totalmente conhecido (McFadden et al., 2017), no
entanto alguns estudos sugerem que este processo ocorre pela libertagcdo de radicais hidroxilicos
(Karpova et al., 2013; Luukkonen e Pehkonen, 2016; McFadden et al., 2017; Santoro et al., 2007).

Assim, a desinfecdo da AR e a oxidacdo dos poluentes aquosos baseia-se na formacgéo de espécies
de oxigénio altamente reactivas (ROS), tais como o radical hidroxilo (HO¢), o anido superéxido (+O2"),

hidroperoxilo (HO2 ), acilo e radicais peracidos (Karpova et al., 2013; Luukkonen e Pehkonen, 2016).
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Estas espécies sao fortes oxidantes, proporcionando um efeito antimicrobiano eficiente e a oxidacéo
da matéria organica (através de oxidacédo, hidrélise, desnaturacdo ou substituicdo) (Karpova et al.,
2013; Silva, 2010).

A formacédo dos radicais referentes ao PAA é apresentada pelas equacgfes 2 a 8 (Luukkonen e
Pehkonen, 2016).

CH;COO0OH - CH3;C00- +HO (2)

CH;COOOH + HO - —» CH;CO0 - + 0, + H,0  (3)

CH;COOOH + HO - > CH5C00 - + H,0 (4)
CH;C00 - - -CHs + CO, (5)
2CH4C00 - - 2-CHs - + 2C0 + 0, (6)

-CHs; + €O, —» CH;COO - (7)
CH,C00 - + HO - » CH;COOOH (8)

O primeiro passo, representado pela equacdo 2, requer a ativacdo da reagdo por parte de um
catalisador, como por exemplo, um metal de transi¢céo, radiagdo UV ou carbono ativado (Luukkonen e
Pehkonen, 2016).

Globalmente, os radicais produzidos contribuem para a oxidac¢do, no entanto, o HO+, CH3COO- e em
menor grau o *CHs, sdo sugeridos como os mais importantes (Luukkonen e Pehkonen, 2016). Os
radicais organicos apresentam uma meia-vida (half-life) superior a do HO-, levando a querer que
possam ser mais eficazes na acdo antimicrobiana (Karpova et al., 2013; Luukkonen e Pehkonen, 2016).
Contudo, a difusdo do HO+ € mais demorada que a sua meia-vida (half-life), permitindo a sua reagéo
com macromoléculas oxidaveis (carboidratos, acidos nucleicos, lipidos e aminoacidos) (Luukkonen e
Pehkonen, 2016).

Os ROS libertados conseguem alterar o metabolismo dos microrganismos e danificar a estrutura das
células microbianas, através de reagcbes em cadeia com biomoléculas, enzimas, lipidos, proteinas
estruturais e ADN (Karpova et al., 2013; Silva, 2010). A concentracdo de espécies de oxigénio precisa
de ser superior a concentracao de antioxidantes das células (mecanismos de defesa contra ROS) para

se obter uma desinfe¢éo eficaz (Karpova et al., 2013).

Segundo Luukkonen e Pehkonen (2016) e Silva (2010), os danos causados por PAA numa célula viva

e que podem resultar na morte dos microrganismos, baseiam-se sobretudo em:

e Oxidacao de sulfidrilo (-SH), dissulfureto (S-S) e duplas ligacdes de proteinas, enzimas e
outras biomoléculas;

e |nativacdo da enzima catalase, peroxidase e de outras enzimas responsaveis por processos
metabdlicos;

e Desnaturacao de proteinas;

¢ Interrupcéo da quimiosmose gue ocorre na membrana citoplasmatica;
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e Danos na parede celular, que proporciona rigidez e resisténcia mecanica aos microrganismos
e permite alguns processos fisiologicos;

e Bases da molécula de ADN com efeitos adversos.

Especula-se que a parte organica da molécula do peracido consegue ajudar os ROS a penetrar as
células microbianas e que é possivel uma reacdo direta entre o peracido e a molécula alvo (Luukkonen
e Pehkonen, 2016).

Tal como para outros desinfetantes, na desinfecdo de AR com PAA, as dosagens, tempo de contacto
e eficiéncia do processo variam consoante a qualidade da agua, o organismo alvo e do nivel de
inativacdo necessario (Cavallini et al., 2013; Leverenz, 2006; McFadden et al., 2017; Santoro et al.,
2007); atemperatura, o pH, a natureza e concentragdo de matéria organica, os sélidos suspensos totais
(SST) e a CBO sao os parametros identificados que podem influenciar o desempenho do PAA (Eckert
e Eckert, 2013).

O PAA é eficaz numa ampla gama de temperaturas (entre 0 e 100 °C), contudo, com o aumento da
temperatura da agua também as eficiéncias de desinfe¢cdo aumentam (Kitis, 2004; Luukkonen et al.,
2014).

Relativamente ao pH, este oxidante € mais eficaz em condi¢cbes &cidas - a pH alcalinos (pH>9) a
eficiéncia de desinfecdo comeca a diminuir, uma vez que a forma dissociada (CHs3COOO") é
predominante e menos ativa que a forma nédo dissociada (CHsCOOOH), considerada o biocida do PAA
(Kitis, 2004; Luukkonen et al., 2014).

Em termos de matéria organica, uma carga elevada pode levar a necessidade de um aumento da dose
aplicada (Luukkonen et al., 2014), com Eckert e Eckert (2013) referindo que a presenca de matéria

altamente organica conseguir interferir nas capacidades de desinfecdo do PAA.

A presenca de metais de transi¢cdo pode iniciar a decomposicao catalitica e a formacgé&o de radicais de
PAA e peroxido de hidrogénio, intensificado a desinfecdo no caso do mecanismo de desinfecao por

radicais (Luukkonen et al., 2014).

O efeito da quantidade e tamanho das particulas de AR na desinfecdo de PAA é um assunto
relativamente desconhecido (McFadden et al., 2017), no entanto a presenca de SST parece estar
inversamente relacionada com a eficiéncia de desinfecdo, ou seja, esta eficiéncia aumenta com a

diminuicdo dos SST, assim como com a diminuicdo da CBO (Kitis, 2004).

Apesar disto, o poder de desinfecdo ndo é influenciado por sélidos suspensos até os 100 mg.L?
mostrando eficiéncias elevadas; em aguas com SST > 100 mg.L! também foram atingidos bons niveis
de desinfecdo (Kitis, 2004; McFadden et al., 2017; Santoro et al., 2007).

Como desinfetante em aguas residuais, o PAA é considerado eficaz apresentando um desempenho de
desinfecéo semelhante a outros processos de desinfe¢éo utilizados atualmente (Eckert e Eckert, 2013);
por exemplo, para um mesmo nivel de desinfecdo as doses necessérias de PAA e Clz foram de 2 e 8
mg.L1, respetivamente, sendo os valores correspondentes de CT para o PAA e o Clz2 de 20 e 80

mg/min.L1, respetivamente (Karpova et al., 2013).
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Kitis (2004) refere varios estudos de remocao de coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli
(E.coli) onde se obteram 3,0 a 5,0 log de reducao para doses de PAA utilizadas entre 5,0 e 10,0 ppm;
por sua vez Eckert e Eckert (2013), afirmam que com o uso de PAA em varias ETAR obtiveram
reducdes de 2,0 a 4,0 log de coliformes fecais ap6s dosagens de 1,0 e 10,0 ppm, com tempos de

contacto entre 5 e 60 minutos.

Segundo Luukkonen e Pehkonen (2016), para a desinfecao de efluentes secundarios com PAA, as
doses e os tempos de contacto necessarios variam entre 0,6 e 10 mg/L e 10 e 60 min, respetivamente.
Leverenz (2006) afirmou ainda que para uma dosagem de PAA de 5 mg/L e tempo de contato de 10

minutos se conseguiu uma remocao de 4 a 5 log de coliformes fecais e totais em efluentes secundarios.

Para efluentes terciarios, as doses de PAA variam entre 1,5 e 15 mg/L e os tempos de contacto entre
10 e 36 minutos (Luukkonen e Pehkonen, 2016); uma concentracdo de PAA de 2 mg/L mostrou,
aproximadamente, uma reducdo de 2 log nas concentracdes de coliformes fecais em efluentes

terciarios (Santoro et al., 2007).

Em efluentes terciarios, tempos de contato de 10 a 15 min e doses entre 1,5 e 2 mg/L, pareceram ser
suficientes para a remoc¢éo de bactérias, enquanto que, doses na mesma ordem de grandeza, mas

com tempos de contato de 60 min, conseguiram remover “coliphage virus” (Luukkonen et al., 2014).

O PAA demostrou eficacia na desinfecdo de coliformes totais, contra os ovos helmintos (apesar da
necessidade de doses relativamente elevadas) e na inativacdo de Escherichia coli e MS-2 coliphage
(Luukkonen et al., 2014; Santoro et al., 2007), no entanto foi ineficaz na inativagdo de Giardia e

Cryptosporidium parvum, poliovirus, ecovirus e coxsackie virus (Santoro et al., 2007).

Considera-se assim que o PAA é um desinfetante ndo convencional, que podera ser uma alternativa
ao cloro e que tem, na sua utilizagdo, uma expectativa de ser ambientalmente amigavel (McFadden et
al., 2017) e por isso, ndo promover a formacdo de subprodutos da desinfecdo prejudiciais ao
ecossistema aquatico apos reacao com a agua residual e matéria organica natural (Bhatt, 2016; Block
et al., 2015; Dell’Erba et al., 2007; Eckert e Eckert, 2013;McFadden et al., 2017; Ragazzo et al., 2017,
Santoro et al., 2007; Silva, 2010).

Eckert e Eckert (2013) e Silva (2010) estudaram a aplicagcdo de PAA em aguas tratadas e a possivel
formag&o de trihalometanos (cloroférmio, bromoférmio, diclorobromometano e dibromoclorometano) e
em ambos os estudos se verificou que a formacgéo destes produtos era inexistente ou em quantidades
insignificantes quando comparadas com a quantidade produzida apés a desinfecdo com cloro e

posterior descloracéo.

No entanto alguns estudos relatam a formacédo de aldeidos e de compostos organicos bromados
(Dell’Erba et al., 2007; Luukkonen et al., 2014; Ragazzo et al., 2017; Santoro et al., 2007).

Os aldeidos formar-se-do a partir da transformacéo e/ou oxidacdo de aminoéacidos, fendis e outras
substancias aromaticas apdés interacdo com PAA em 4guas residuais tratadas (Santoro et al., 2007).
Sao considerados hepatotéxinas em concentracdes elevadas (mg.L1), mas em concentracdes na
ordem dos pg.L! ndo sdo esperados efeitos toxicos (Dell’Erba et al., 2007; Santoro et al., 2007); no

entanto o PAA tende a oxida-los ainda mais, em acidos carboxilicos e eventualmente em diéxido de
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carbono (Luukkonen et al., 2014). O potencial electroquimico do PAA permitiu oxidar o brometo em
acido hipobromatico, no entanto, este pode ser rapidamente eliminado por estruturas organicas

semelhantes ao fenol e formar fenois bromados (Dell’Erba et al., 2007; Santoro et al., 2007).

Apesar da utilizagéo do PAA estar a aumentar, ainda existe escassez de informac&o sobre a toxicidade
dos efluentes tratados com PAA e possiveis subprodutos (da Costa et al., 2014). Assim, devem ser
realizados estudos mais aprofundados no sentido de perceber se existe, ou ndo, a formacédo de
possiveis subprodutos e toxicidade do PAA, de modo a garantir a utilizacdo deste oxidante (Cavallini
et al., 2013; Eckert e Eckert, 2013).

Na Tabela 15, sdo apresentadas as vantagens e desvantagens do PAA enguanto desinfetante.

Tabela 15 - Vantagens e desvantagens da utilizagdo do PAA. Fonte: (Bhatt, 2016; Eckert e Eckert, 2013;
Kitis, 2004; Leverenz, 2006; McFadden et al., 2017; Silva, 2010).

Vantagens Desvantagens

Elevada acdo sanitizante, antimicrobiana e amplo Aumento do contéudo organico do efluente

espectro de agao

Baixo efeito residual e toxicidade Menor eficiéncia de desinfecédo contra alguns virus e parasitas,

por ex.: Giardia e Cryptosporidium

Custos reduzidos na conversao de instalagbes de Custo financeiro do produto e produgdo em baixa escala devido

tratamentos existentes ao uso limitado

Auséncia de niveis significativos de subprodutos nocivos Irritante a pele e mucosas

apos reagdo com AR ou matéria organica natural

Acao e decomposicdo rapidas exigindo reduzidos tempos  Requer cuidado no manuseio
de contacto

Concentragéo facilmente determinada Necessidade de EPI (roupas protectoras, luvas de PVC,

mascaras c/ filtro contra gases toxicos e protecdes oculares)
Baixa concentracdo de uso e praticamente in6cuo na

forma diluida

Segundo Kitis (2004), a principal desvantagem na utilizagdo do PAA como desinfetante é o elevado
custo associado, resultado da sua ainda reduzida utilizagdo. O custo do produto quimico do PAA, é
aproximadamente o dobro do custo do hipoclorito de sddio (Chhetri et al., 2014) e quase dez vezes

maior que o custo do cloro gasoso (Luukkonen e Pehkonen, 2016).

O custo de desinfecdo de aguas residuais municipais tratadas com PAA foi estimado em 0,0200 —
0,0645 €/m?3 (Luukkonen e Pehkonen, 2016). Segundo Collivignarelli et al. (2000), citado por Luukkonen
e Pehkonen (2016), os custos de investimento em sistemas de desinfecdo de &guas residuais

biologicamente tratadas sédo, do maior custo para o menor, UV > Ozono > PAA > Diéxido de cloro.
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A analise do custo de desinfecdo com PAA depende de varios fatores, nomeadamente da qualidade
microbiana exigida na descarga, a disponibilidade de produtos quimicos e as propriedades fisico-
guimicas da agua residual a desinfetar e da concentracdo de substancia activa de PAA (Luukkonen e
Pehkonen, 2016).

4.6. Métodos analiticos para a determinacédo de EDC
4.6.1. Método de extracao: SBSE

O processo analitico que permite a determinacdo de contaminantes a niveis vestigiais compreende as
etapas de amostragem, preparacdo da amostra, analise e avaliacdo dos dados obtidos. As referidas
etapas afetam de diferentes formas o ambiente, com niveis de poluicdo distintos sendo que a
preparacao da amostra € considerada o passo mais poluente de todo o processo analitico e também o

mais importante (Aufartova et al., 2011).

A preparagdo da amostra apresenta uma importancia proporcional a complexidade da amostra e
aumenta quando a concentrac@o dos analitos a determinar se encontra em niveis vestigiais (Camino-
Sanchez et al., 2014). Esta etapa abrange procedimentos de limpeza, pré-concentracdo e extracdo
destinados a melhorar a sensibilidade, especificidade e seletividade dos métodos analiticos

(Iparraguirre et al., 2011; Camino-Sanchez et al., 2014).

Para extrair e pré-concentrar os analitos a observar € necessaria a utilizacdo de solventes organicos
gue permitem enriquecer os compostos alvo e a eliminagdo de potenciais interferéncias (Aufartova et
al., 2011).

Tendo como objetivo a miniaturizagéo na preparacdo da amostra, nomeadamente a redugdo ou mesmo
remocao do consumo de solventes (quimica verde), reducao do volume de amostras e do tempo de
andlise e considerando uma melhoria da sensibilidade global do método analitico, técnicas como SBSE,
SPME, SLM e LPME, tém ganho importancia e substituido técnicas tradicionalmente aplicadas na
preparacdo de amostras e de maior consumo de solventes, tal como LLE ou SPE (Iparraguirre et al.,
2011; Aufartova et al., 2011; Camino-Sanchez et al., 2014; Pintado-Herrera et al., 2014; Aparicio et al.,
2017).

Nos ultimos anos, um elevado nimero de novas aplicagbes analiticas com SBSE tém sido propostas
nomeadamente para extracdo de compostos naturais, poluentes e outros compostos organicos em
matrizes ambientais, amostras biolégicas, produtos farmacéuticos e alimentos (Camino-Sanchez et al.,
2014).

A técnica de microextracdo SBSE foi introduzida por Baltussen et al. (1999) no final da década de 1990,
como uma nova e melhorada técnica de preparacdo de amostras (Aufartova et al., 2011; Camino-
Sanchez et al., 2014; Nollet e Lambropoulou, 2017; Aparicio et al., 2017).

No processo SBSE é utilizada uma barra de agitagdo magnética (encapsulada com vidro, com 10 a 20
mm de comprimento), habitualmente revestida com 25 -125 pL de PDMS com uma espessura de 0,3 —
1,0 mm (Figura 9) (Huang et al., 2008; Queiroz, 2009; Nogueira, 2015).
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Figura 9 - Barra de agitacéo utilizada na extragdo com SBSE/PDMS. Fonte: (Nogueira, 2015)

O PDMS consiste huma fase polimérica, ndo polar, inerte, com propriedades de difusdo peculiares e
termicamente estavel (permite a aplicacdo das barras numa ampla gama de temperaturas),
apresentando facilidade e a possibilidade de rastrear e identificar os produtos da sua degradac&o. E
um liguido de alta viscosidade que promove intera¢des hidrofdbicas com os compostos alvo, sendo que
0 processo de adsor¢do ocorre principalmente através de forcas de Van-der-Waals (Nogueira, 2015;
Aparicio et al., 2017; Wooding et al., 2017).

Assim, as barras revestidas com PDMS séo consideradas elementos méveis de sor¢cdo em que todo o
seu volume esté envolvido na extracdo analitica e ndo apenas a &rea superficial da fase de extracéo

(Spietelun et al., 2013; Iparraguirre et al., 2011).

A utilizag&o deste polimero possibilita a minimizag&o do volume e manipulagdo da amostra, assim como
de solventes orgéanicos, atingindo limites de detecdo menores em comparagdo com outras técnicas
mais convencionais (Pintado-Herrera et al., 2014).

Os principios tedricos e condi¢des de influéncia desta técnica baseiam-se na técnica de extracé@o
SPME, consistindo num processo de sor¢do dos compostos ao revestimento da barra de SBSE através
da introducéo deste dispositivo em amostras aquosas (Nollet e Lambropoulou, 2017; Nogueira, 2015;

Camino-Sanchez et al., 2014).

A eficiéncia das SBSE esté correlacionada com o coeficiente de particdo do soluto entre as fases
presentes no sistema analitico (fase PDMS e fase da amostra); com o caracter hidrofébico do soluto
(log Kow); com o volume da amostra e com as dimensdes da barra (Almeida e Nogueira, 2006; Queiroz,
2009; Iparraguirre et al., 2011; Nogueira, 2015).

Considerando as caracteristicas do PDMS e o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) sabe-se que
para compostos nao polares (log Kow = 3, ou seja altamente hidrofébicos), maior sera o rendimento de
extracdo das SBSE (Nogueira, 2015; Wooding et al., 2017). Em contrapartida, para a extracdo de
compostos polares (log Kow < 3), 0 PDMS apresenta taxas de recuperacfes reduzidas, ndo sendo

adequado para este tipo de compostos (Wooding et al., 2017; Aparicio et al., 2017).

Os principios em que se baseia 0 método SBSE mostram que para baixos volumes de amostra maior

serd a capacidade de recuperacdo (%) do composto. No entanto, para compostos ndo polares, o
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aumento da quantidade extraida do composto alvo é proporcional ao aumento do volume de amostra
(Queiroz, 2009; Camino-Sanchez et al., 2014; Nogueira, 2015).

O processo de extragdo ocorre através da imersdo da barra de agitagdo na amostra (modo de
amostragem de imersao) ou através do modo de amostragem de headspace (HS), sendo este Ultimo
utilizado maioritariamente para compostos volateis. Posteriormente, a barra € removida e enxaguada
com agua Milli-Q e seca. Ap6s a sorcdo, ocorre a dessorcdo dos solutos da fase polimérica por
dessorcédo térmica (TD) ou por dessorcéo liquida (LD) (Queiroz, 2009; Spietelun et al., 2013; Camino-
Sanchez et al., 2014; Nogueira, 2015; Nollet e Lambropoulou, 2017).

Na Tabela 16 sdo apresentadas as vantagens da técnica de SBSE.
Tabela 16 - Vantagens da técnica SBSE Fonte: (Pintado-Herrera et al., 2014; Camino-Sanchez et al.,
2014; Nogueira, 2015; Nollet e Lambropoulou, 2017).
Vantagens
Sensibilidade elevada, preciséo e boas recuperacdes
Capacidade de atingir niveis vestigiais, diminuindo os limites de detecéo
Simplificacdo e rapidez no manuseamento da amostra
Diminuigdo do volume de amostra
Reutilizagéo das barras
Econdmico (eliminagdo ou reducéo do uso de solventes organicos)
Possibilidade de operar sem requisitos especiais, por ex.: durante a noite

Ampla gama de aplicacdes

A principal desvantagem das SBSE é a baixa recupera¢do de compostos polares, uma vez que as
ligacdes hidrofébicas com o PDMS sao fracas (Camino-Sanchez et al., 2014; Wooding et al., 2017).

4.6.2. Método de detecdo: HPLC-DAD

Os EDC encontram-se no ambiente em matrizes complexas e em baixas concentracdes. Assim, e
devido a sua complexidade quimica (constituidos por uma mistura de compostos de varias classes e
com diferentes propriedades quimicas) a sua determinacgdo torna-se um desafio analitico (Nollet e
Lambropoulou, 2017).

A determinacgéo destes compostos em diferentes matrizes requer a utilizagao de técnicas com elevada
sensibilidade, seletividade, altamente eficientes e rapidas (Singh et al., 2014; Nollet e Lambropoulou,
2017).
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A determinacdo de desreguladores endocrinos € principalmente realizada por métodos
cromatograficos, cromatografia liquida (LC) ou cromatografia gasosa (GC), utilizando diferentes
detetores (Singh et al., 2014). Estas técnicas apresentam-se como as mais adequadas para a
determinacdo destes compostos em amostras ambientais, como por exemplo, aguas residuais

(Kozlowska-Tylingo et al., 2010).

A utilizacdo dos métodos cromatograficos em detrimento de outras técnicas deve-se a sua capacidade

de identificacdo de analitos individuais de interesse (Almeida e Nogueira, 2006).

Segundo Jiang et al. (2015), a cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC) é a técnica mais utilizada

para determinacéo e monitorizacdo de EDC, nomeadamente hormonas esteréides.

Embora o GC, como método de determinacgéo de hormonas, seja mais popular que o HPLC, esta Ultima
técnica de cromatografia apresenta vantagens sobre a primeira, nomeadamente robustez,
versatilidade, flexibilidade e simplicidade na preparacdo da amostra. O que permite a determinagéo de
certos compostos, como o estriol e conjugados, assim como, a determinacdo da decomposi¢éo de
alguns compostos, como por exemplo a decomposi¢céo do EE2 em estrona (E1). Determinacdes que o
GC néo tem capacidade para efetuar, uma vez que necessita de derivatizacdo da amostra, o que nao
acontece com a técnica de LC (Almeida e Nogueira, 2006; Huang et al., 2008; Kozlowska-Tylingo et
al., 2010; Guedes-Alonso et al., 2014; Locatelli et al., 2016).

Os beneficios enunciados permitiram que ao acoplar o HPLC com o método de detecdo de
espectrometria de massa (MS) ou detetores 6ticos, a técnica de LC tenha ganho vantagem sobre a
técnica de GC (Guedes-Alonso et al., 2014, Locatelli et al., 2016).

Para além do MS, outros detetores podem ser utilizados para analise destes compostos, como
absor¢cdo de ultravioleta visivel (UV-Vis) e fluorescéncia (FLD) (Jiang et al., 2015). Devido a
sensibilidade limitada, poucos sdo os estudos em que se aplicaram outros detetores acoplados ao
HPLC (Locatelli et al., 2016).

Contudo, na literatura é referida a utilizagdo de DAD (Dete¢éo por Fotodiodos ou Diode Array) para
determinacao de estrogénios naturais e sintéticos, uma vez que estes compostos possuem grupos de
cromoforos que permitem a determinacdo de uma gama de comprimentos de onda especificos, ~197-
200 nm (Kozlowska-Tylingo et al., 2010; Locatelli et al., 2016).

A cromatografia liquida tem como principal objetivo a separacéo individual de espécies quimicas
distintas constituintes de uma mistura complexa; ocorrendo por meio de uma interagéo seletiva entre
as moléculas da amostra e de duas fases, uma estacionaria e outra mével (Chust, 1990; Fernandes,
2016; Silva, 2016).

Os principais componentes de um sistema HPLC (Figura 10) sdo um sistema de bombas de alta
pressao, um injetor, uma coluna cromatografica, um detetor e um computador, que apresente um

software capaz de processar os dados recebidos do detetor.
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Figura 10 - Componentes basicos de um equipamento HPLC. Fonte: (Fernandes, 2016).

O sistema de bombas permite a circulacdo da fase mdvel através de todo o sistema cromatogréafico
com um determinado fluxo. O fluxo pode ser programado de modo a introduzir os componentes da fase
movel em proporgdes variaveis, eluicdo em gradiente, ou a uma propor¢éo constante, eluigdo isocratica
(Silva, 2016).

O sistema de injecdo permite a entrada da amostra no sistema, que € arrastada pela fase mével através

da coluna cromatografica (Silva, 2016).

A coluna cromatogréfica consiste num cilindro rigido, com um enchimento formado por pequenas
particulas no seu interior, correspondendo a fase estacionaria do sistema; a fase movel neste método

cromatografico é liquida, conferindo o nome a esta técnica (Chust, 1990; Fernandes, 2016).

Os elementos presentes na amostra, devido as suas distintas propriedades, apresentam distintos graus
de “afinidade” com as fases estacionaria e movel e por conseguinte as suas velocidades de migracédo
serdo igualmente distintas, o que ir4 permitir o desenvolvimento da separacao cromatogréafica. Conclui-
se entdo que o elemento com maior “afinidade” com a coluna é aquele que elui por ultimo, enquanto
que aquele que elui em primeiro lugar sera o elemento com menor “afinidade” com a fase estacionaria
(Chust, 1990; Silva, 2016).

Considerando a polaridade das fases de separacédo, a separa¢do pode dar-se por fase normal ou por
fase reversa. Na fase normal, a fase estacionaria é polar (normalmente o enchimento é composto de
silica) e a fase mével apolar; permitindo que os compostos polares fiquem retidos mais tempo na coluna
enquanto que os restantes, com menor polaridade e como tal com maior afinidade com a fase movel,
sdo eluidos mais rapidamente da coluna. Em comparacéo, a fase reversa apresenta a fase estacionaria
apolar e a fase mével polar, levando a que os elementos menos polares fiquem retidos na coluna (Silva,
2016).

Apés a coluna, os elementos seguem para o detetor, que regista as diferentes variacdes de sinal das

concentracdes dos elementos separados anteriormente. O sinal potenciémetro emitido pelos detetores
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de HPLC é armazenado e analisado por um software instalado num computador, que converte o sinal
do detetor num cromatograma (Chust, 1990; Fernandes, 2016; Silva, 2016).

A partir do cromatograma € possivel obter a area do pico, através da qual é possivel determinar a
concentracdo do composto e o tempo de retencdo dos componentes da amostra, que permite identificar
o elemento pretendido (Fernandes, 2016; Silva, 2016).

4.7. Bioensaios

Os ensaios biologicos sao Uteis na determinacéo de atividades mediadas por recetores em amostras
ambientais contendo um composto ou misturas complexas de contaminantes, sendo utilizados para
identificar se o contaminante ou conjunto deles apresenta efeitos prejudiciais para 0s organismos;
determinando, com modos de ac¢éo especificos (biomarcadores), a contaminagdo por poluentes sem
analisar diretamente 0os compostos individualmente em amostras ambientais (Hong, 2012; Wang et al.,
20009).

Os bioensaios sé@o técnicas que oferecem solugdes rapidas, sensiveis e relativamente baratas

considerando algumas das limita¢cdes de andlise instrumental (Wang et al., 2009).

Os bioensaios in vivo permitem avaliar a gravidade, o tempo e a dependéncia da dose dos efeitos

téxicos nos organismos e comunidades padrdo e ndo padronizados (Prasse et al., 2015).

Os biomarcadores identificam-se por ser quaisquer respostas bioldgicas induzidas por exposicées a
xenobidticos, avaliadas num nivel sub-individual, tanto no interior do organismo (enzimas, aminoacidos,
hormonas, proteinas e material genético) como nas suas excreg¢des (urina, fezes), demonstrando uma
alteragdo relativamente as condigfes normais detetadas em organismos ndo expostos (Reis Filho et
al., 2006).

A presenca de diferentes contaminantes provoca nos organismos expostos stress oxidativo, que resulta
num aumento da produc¢do de oxigénio reativo (ROS) relativamente a formacéo de agentes de defesa
antioxidante (Diniz et al., 2015; Madeira et al., 2016). Como resposta a formacdo destas espécies
oxidativas prejudiciais as células dos organismos, estes apresentam mecanismos de defesa
antioxidativos, que permitem manter os componentes essenciais da célula e minimizar os efeitos
nocivos do ROS (Diniz et al., 2015; Karpova et al., 2013).

Estes mecanismos traduzem-se na formacdo de enzimas antioxidantes, que neutralizam e degradam
0s ROS, como por exemplo a catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e a peroxidase (Madeira
et al., 2016).

A CAT, considerada um biomarcador importante, € uma enzima antioxidante envolvida no processo de
degradacdo de ROS, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio e esta presente na maioria das

células aerobias, e em grandes quantidades no figado, rins e eritrécitos (Diniz et al., 2015; Silva, 2016).

A GST é fundamental no processo de desintoxicagdo, estando presente principalmente no figado dos

mamiferos; pertence a um grupo de enzimas com elevada importancia na biotransformacao e
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eliminacdo de certos poluentes, como 0s xenobibticos e apresenta a capacidade de defender o

organismo do stress oxidativo (Huber et al., 2008)

Por sua vez, a peroxidagéo lipidica (LPO) constitui um biomarcador importante em casos de stress
oxidativo, uma vez que se define pela degradagdo de lipidos em caso de danos oxidativos nas
membranas celulares na presenca de ROS (Sun et al.,, 2008). Da peroxidagéo lipidica resulta o
Malondialdeido (MDA) que é muito sensivel ao stress oxidativo e serve como bom indicador dos efeitos

oxidativos nas células (Diniz et al., 2015; Sun et al., 2008).

A vitelogenina (VTG) é utilizada como biomarcador para detecédo de desregulacdo enddcrina (Baumann
et al.,, 2014). A VTG é uma fosfoproteina, principal precursora da proteina da gema em vertebrados
oviparos e é normalmente sintetizada pelo figado em resposta a estrogénios enddgenos (Diniz et al.,
2010; Diniz et al.,, 2005). Esta proteina normalmente é induzida em fémeas maduras durante a
0ogénese, estando ausente ou presente em concentracdes muito baixas nos peixes machos e juvenis.
No entanto, em ambos é detetada a sintese de VTG aquando da presenca de estrogénios ou
xenoestrogénios, fazendo deste um biomarcador de exposicao estrogénica para peixes machos e
juvenis (Diniz et al., 2010, 2005; Hong, 2012).

O peixe-zebra (Danio rerio) € um modelo biolégico de pesquisa reconhecido em estudos de genética
molecular e desenvolvimento biol6gico, e é referenciado como modelo valioso e ideal em estudos
toxicolégicos (Diniz et al., 2015), por apresentar um curto periodo de geracao, facil manutencéo e
alojamento, alta fecundidade, desenvolvimento rapido e dimensdes pequenas, o que permite avaliar o
ciclo de vida total ou parcialmente (Baumann et al., 2014; Diniz et al., 2015; Luzio et al., 2016),
permitindo, seguindo normas padronizadas e pré-estabelecidas nos ensaios, extrapolar os resultados

para espécies superiores, nomeadamente o Homem (Silva, 2016).
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5. Plano Experimental

Considerando os objetivos propostos para o presente estudo foi definido um Plano experimental onde
se apresentam as diferentes etapas efetuadas durante o trabalho laboratorial.

Tabela 17 - Plano experimental detalhado.

Etapa Objetivo Descrigao

Ensaios Otimizagao do método Elaboracéo de Curvas de Calibracéo através de:
preliminares 5 . ; . . _
o Padrdes diretos em agua desmineralizada com EE2 a concentracdes

de 25, 50, 100 e 200 pg.L™. (injegdes triplicadas);

e Padrdes com a utilizagdo do método SBSE, numa amostra de 250
mL em &gua desmineralizada com EE2 a concentragdes de 25, 50,
100 e 200 pg.L™. (injegdes triplicadas).

Determinacgéo dos limites de dete¢do e quantificagao.

Ensaios Caracterizacdo da Agua  Analises fisico-quimicas:
complementares Residual

e pH;

e CQO.

Determinagio de EE2 na Matriz Agua Residual (presenca de EE2):

e Aplicag&do do método SBSE numa amostra de 250 mL de &gua
residual sem adicao de EE2 (injecGes triplicadas).

Ensaios com PAA Estudo da remocdo de Ensaios laboratoriais com adicdo de PAA em Jar-test:

EE2 com adicédo de PAA L . - . ~
e Avaliacdo das condigcbes Otimas de desinfecdo, nomeadamente

tempos de contato e dosagens 6timas;

e Avaliagcdo da remocdo de EE2 recorrendo aos métodos SBSE e

HPLC-DAD.
Ensaios Avaliacdo da toxicidade Ensaios bioldgicos in vivo, com exposi¢cdo do peixe zebra (Danio rerio)
Ecotoxicolégicos do EE2 e do PAA ao EE2 e ao PAA:

e  Determinacdo de biomarcadores de stress oxidativo (enzimas
antioxidantes)

. Determinagédo de biomarcadores de desregulacéo endécrina

O plano experimental definido decorreu ao longo de 7 semanas, num total de cerca de 50 dias, como

esquematizado na Figura 11 (este periodo nao contempla a adaptacao as praticas laboratoriais).
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‘ 7 dias ‘ 7 dias I 15 dias ‘ 20 dias

® Ensaios ® Ensaios e Ensaios com PAA e Ensaios
Preliminares complementares Ecotoxicoldgicos

Figura 11 - Cronograma do trabalho experimental desenvolvido.

Como se mostra na Tabela 17, o trabalho laboratorial incluiu vérias etapas, sendo que as iniciais,
“Ensaios Preliminares” e “Ensaios Complementares”, permitiram aumentar a informacao relativa a

matriz usada e otimizar o método analitico utilizado.

A terceira etapa do trabalho laboratorial correspondeu aos “Ensaios com PAA” (Tabela 18), que
permitiram testar diferentes condi¢cdes de tratamento e concluir sobre as eficiéncias de remocéo de
EE2, através da analise dos cromatogramas obtidos a partir do HPLC.

Tabela 18 - Resumo do procedimento experimental adotado para os ensaios com PAA.

Tempo de . ) i 3
) ) Concentracdo de = Dosagens de | Velocidade de Método de Método
Ensaio Contacto Matriz L . »
(min) EE2 (ug/L) PAA (mg/L) Agitacao (rpm) Extracdo Analitico
min
ART!?
SBSE- HPLC-
1 10 50 1,5,10 e 15 200
PDMS?® DAD*
AD?
ART!
SBSE- HPLC-
2 15 50 1,5,10 e 15 200
PDMS?® DAD*
AD?
ART!
SBSE- HPLC-
3 20 50 1,510 e 15 200
PDMS?® DAD*
AD?

t Agua Residual Tratada; 2 Agua Desmineralizada; ® Extracdo Sortiva em Barra de Agitacdo com revestimento em

polidimetilsiloxano; 4 Cromatografia liquida de alta resolugdo com Deteg&o Diode Array.

A Ultima etapa laboratorial consistiu nos “Ensaios Ecotoxicoldgicos” que permitiram avaliar o potencial
de toxicidade do EE2, do PAA e ainda, permitiram estudar a capacidade do PAA em reduzir o poder
estrogénico do EE2, através da avaliacdo de biomarcadores de toxicidade (glutationa-S-transferase,
catalase, peroxidacdo lipidica) e de desregulagdo enddcrina (vitelogenina). Nesta componente

laboratorial foram realizados ensaios de exposi¢do, como se mostra na Tabela 19.
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Tabela 19 - Procedimento experimental adotado para os ensaios hioldgicos com peixe zebra (Danio

rerio).
Tanque | Volume Agua destilada (mL) | Volume de Solug&o a adicionar (mL) Solucéo adicionada
1 -
2 Metanol
3 10 5 Solugdo de EE2 em metanol
4 Solugdo ¢/ EE2 tratada com PAA?!
5 Solugdo com PAA?

! Retirados 5 mL de um volume total de 4gua destilada de 1 L com EE2, tratado com PAA no Jar-test com as condi¢Ges de TC

=20 min e 15 mg.L* de concentracdo de PAA; 2 Solugdo em agua desmineralizada com uma concentragéo de 2280 mg.L*
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6. Materiais e Métodos

6.1. Materiais
6.1.1. AguaResidual Urbana — Caso de estudo

A agua residual (AR) utilizada durante os ensaios laboratoriais é proveniente da ETAR da Quinta do

Conde, de onde se recolheram, cerca de 140 litros, no dia 3 de Maio de 2017.

A ETAR da Quinta do Conde faz parte do subsistema da Quinta do Conde, conjuntamente com as
estacOes elevatérias de Casal do Sapo, Coina, Santa Margarida, Pinhal do General, Quinta do Conde

e Azeitdo assim como pelos respetivos emissarios e condutas elevatérias (Silva, 2015).

Esta ETAR tem capacidade para tratar um caudal total, no ano horizonte de projeto, de 19.300 m3.dia
1, o0 que corresponde a cerca de 94 000 habitantes equivalentes. A descarga do efluente tratado

inerente a ETAR da Quinta do Conde € realizada no esteiro de Coina (Rio Tejo) (Leite, 2014).

O tratamento instalado na ETAR da Quinta do Conde é de nivel terciario, incluindo as trés fases de
tratamento: liquida, sélida e gasosa e um sistema de reutilizacdo de agua. As trés fases de tratamento

incluem diferentes processos e operacdes, nomeadamente (Leite, 2014; Silva, 2015):

e Fase Liquida
o Pré-tratamento: Gradagem Grossa,Tamisador e Desarenador/Desengordurador
o Tratamento Primario: Decantacdo Priméria Lamelar
o Tratamento Secundario: Vala de Oxidagéo e Decantacdo Secundaria
o Desinfecdo: Radiacéo Ultravioleta

e Fase Sdlida
o Espessamento Gravitico e Mecéanico de Lamas (Mesas de espessamento)
o Digestao Anaerobia a Quente
o Desidratacdo Mecéanica (Centrifuga)
o Gasbémetro
o Cogeracao

e Fase Gasosa

o Desodorizacdo Quimica

Na Figura 12, é possivel observar a disposi¢éo dos diferentes 6rgaos de tratamento na ETAR da Quinta
do Conde.
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Legenda:
| — Obra de Entrada
2 - Decantagdo Primaria Lamelar
3 - Reatores Biologicos
4 - Decantagdo secundaria
5- Desinfegdo por UV
6- Espessador Gravitico
7 - Edificio de Tratamento de Lamas
8- Digestio de Lamas
9 - Silos de Lamas Desidratadas
10- Gasometro
I I- Cogeragio
|2 — Desodorizagio

I3 — Edificio de Exploragio
(Laboratorio e Oficina)

Figura 12 - Representagdo esquematica da ETAR da Quinta do Conde. Fonte: (Leite, 2014).

A recolha das amostras realizou-se entre o tratamento secundario e a desinfecéo. Apos cada recolha,

manteve-se a AR numa camara frigorifica refrigerada a 3 °C.

Na Tabela 20 mostram-se as caracteristicas da AR.

Tabela 20 - Caracteristicas da Agua Residual Urbana utilizada durante os ensaios laboratoriais.
CQO (mgO,.L Y 66,79

pH 7,85

6.1.2. Material Utilizado

O material utilizado ao longo dos ensaios laboratoriais consistiu em:

Balancas

e Mettler Toledo AG 204, Max 210 g, d=0,1 mg;
e Kern 470-36m, Max 2000 g, Min 0,5 g, e=0,1 g, d=0,1 g, 0 °C/40 °C DC9V.

Composto 17a-Etinilestradiol marca Sigma-Aldrich, com a referéncia E4876-1G, com = 98% de

pureza, CAS n.° 57-63-6, Mol Wt = 32,04 g.mol.

Barras SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction), marca Gerstel Twister PDMS, tipo GC 011555-01-00,
espessura do filme de 1 mm e comprimento da barra de 20 mm.

Sistema de filtragdo a vacuo

e Bomba de vacuo, marca KNF Neuberger, tipo NO35AN.18, Motor IP20, com uma pressao

funcionamento de 4 bar g;
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Filtros microfibra de vidro, marca Filter-Lab, porosidade 1,2 um, diametro 47 mm, referéncia
MFV3;

Filtros de papel, marca Macherey-Nagel, porosidade 0,4 um, didmetro 45 mm, referéncia
MN GF-5.

Sistema de HPLC

6.1.3.

Cromatografo, marca Waters Alliance, Separations Module, modelo 2690 de bomba
guaternaria;

Detetor photodiode array, marca Waters, modelo 996;

Coluna Luna 5 um C18 (2) 100 A, referéncia (OOF-4252-YO), tamanho LC, Column 150x3
mm;

Pré-coluna C18, marca Phenomenex, KJ0-4282;

Software MassLynx V4.0.

Acrodiscs, marca Whatman, Anotop 10, porosidade 0,2 um, didmetro 10 mm, Cat. no. 6890
1022;

Agitadores magnéticos, marca JP Selecta, tipo Agimatic-N;

Potenciometro, marca WTW series InoLab, modelo pH/ON 735;

Sistema de Fluxo de Azoto alimentado por uma garrafa de azoto comprimido, marca
Alphagaz, modelo AL 135369, n.° CE 231-783-9, presséo a 15 °C: 200 bar = 5 %, Carga
B10 1,9 m3, Carga B50 9,4 m3, Raccord C;

Equipamento de ultrassons, marca Julabo, tipo USR 2/3, frequéncia 35 KHz;

Sistema de aquecimento em banho de agua, marca SBS Instruments, modelo a-160;
Vortex,marca Fisher Bioblock Scientific, modelo Top-Mix 11118;

Seringa, marca Hamilton, modelo Microliter Syringes, capacidade 250 pL;

Jar-test, marca Velp Scientific, modelo FC6S, 10-300 rpm.

Reagentes

Os reagentes utilizados no decorrer do presente estudo foram:

Acetonitrilo (CHsCN), marca Carlo Erba-Reagents, EEC n.° 200-835-2, CAS n.° 75-05-8,
MW (g.mol?) 41,05;

Acido Férmico (HCOOH), marca PanReac AppliChem, concentracdo 98%, CAS n.° 64-18-
6, MW (g.mol?) 46,03;

Cloreto de sodio (NaCl), marca Sigma-Aldrich, CAS n.° 7647-14-5, MW (g.mol?) 58,44;
Dimetilsulféxido, DMSO (CH3SOCHz3), marca Carlo Erba-Reagents, EEC n.° 200-664-3,
CAS n.° 67-68-5, MW (g.mol?) 78,13.

Metanol (CH30OH), marca Honeywell — Riedel-de Hain, CAS n.° 67-56-1, MW (g.mol?)
32,04.
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e Acido Peracético (CHsCOOOH), marca Merck KGaA, concentracdo 37,5 - 40,5 %,
densidade 1,14 kg.

6.2. Métodos
6.2.1. Solugédo Padrao de 17a-Etinilestradiol

Considerando que ao longo dos ensaios seria necessario preparar solucdes de diferentes
concentracdes de 17a-Etinilestradiol e tendo em conta a perigosidade e capacidade de desregulacéo
enddcrina do EE2, preparou-se uma solucdo-méae deste composto, em metanol. Para a preparacao
desta solucdo foram solubilizados 10 mg de EE2 num baldo de 100 mL, resultando numa solugéo de
concentracdo de 100 mg.Ll. Assim, sempre que se pretendeu utilizar uma amostra com uma
concentracao diferente, recorreu-se a relacdo entre concentracdes e volumes de diferentes solugfes e

obteve-se o volume a extrair da solugdo-mée.

6.2.2. Preparacdo de brancos

Os ensaios em branco permitiram determinar corretamente as concentragdes de EE2, verificar a

presenca de EE2 e verificar a expressdo dos compostos na matriz analisada.

Assim sendo foram considerados 0s seguintes ensaios em branco e respetivos objetivos:

Tabela 21 - Ensaios em branco realizados e respectivos objetivos.

Ensaio Objetivo Condigdes

Branco c/ Agua Determinar tempo de retencdo de EE2 100 ppb de EE2
Desmineralizada e EE2

Branco c/ Agua Verificacdo do comportamento do PAA, existéncia de subprodutos do = [PAA] = 15 mg.L?;
Desmineralizada e PAA PAA que possam interferir com a leitura TC= 20 min
Branco ¢/ Agua Residual Verificagcdo da existéncia de EE2 ou de algum composto que interfira -

com a determinacao

Branco ¢/ Agua Residual e Verificagdo da expresséo do composto com a matriz (comportamento) = 100 ppb de EE2
EE2

Branco ¢/ Agua Residual e Verificagdo do comportamento do PAA numa matriz complexa, e [PAA] = 15 mg.L%;

PAA existéncia de subprodutos que possam interferir com leitura TC= 20 min

A preparacao dos brancos foi realizada recorrendo ao método SBSE, seguindo o procedimento
experimental apresentado no ponto 6.2.6. Para efeitos de analise, os cromatogramas foram observados

no comprimento de onda de 281 nm.
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6.2.3. Curvade Calibracéo recorrendo ao método SBSE

Com a elaboracédo da curva de calibracéo e através da respetiva equacéo da reta foi possivel calcular
a concentracao de EE2 existente nas amostras utilizadas em cada ensaio. O calculo das concentracdes
foi realizado tendo em conta as areas dos picos constantes nos cromatogramas obtidos para cada

ensaio, analisados no comprimento de onda de 281 nm.

Para a determinagédo das curvas de calibracdo, prepararam-se padrdes em agua desmineralizada com
concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg.Lt, como esquematizado na Figura 13. Na preparacdo dos

padrdes utilizou-se o método de extracao e de detecdo apresentados no ponto 6.2.6.

W=250mL
) ) Ponto 6.2.6. Evaporagao
Solugio - Mae -
c = 100mg/L Ac: 25 pg/L » d U ¥ HPLC - DAD
v
-
Z}c: 50 pg/L » p U ¥ HPLC - DAD
-
c= 100 pg/L b » U 3 HPLC-DAD
100 mL
| -
~— c- 200 kgL > > U » HPLC-DAD

Figura 13 - Esquema representativo da preparacdo dos padrdes da curva de calibracao.

Com o objetivo de se conseguir detetar e quantificar concentracdes de EE2 inferiores e facilitar a
observacédo dos respectivos picos apés a leitura em HPLC-DAD, foi realizada uma segunda curva de
calibracdo, com padrdes em agua desmineralizada com concentracdes de 25, 50, 100 e 200 ug.L?,
que seguiu o procedimento apresentado no ponto 6.2.6. No entanto, na fase de secura com azoto a
solugédo proveniente de 4 erlenmeyers (1 L de solugéo) convergiu para um sé vial com um insert de 200

UL, como apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Esquema representativo da preparagdo das curvas de calibragdo de 1 L. (x = 250 pL para 25
ug.L, 500 pL para 50 pg.Lt, 1 mL para 100 pg.L, 2 mL para 200 pg.L™?).

E de realgar que os padrdes foram preparados em agua desmineralizada em detrimento de metanol,
uma vez que, segundo Correia (2016), Ribeiro (2017) e Dias (2017), a afinidade do composto com as

barras SBSE € superior quando solubilizado em dgua desmineralizada.

6.2.4. Jar-test: ensaios com adi¢cdo de PAA

O Jar-Test € um método utilizado em ensaios laboratoriais que permite determinar quais as condi¢es
6timas de doseamento de determinado reagente no tratamento de uma agua, nomeadamente doses

de reagente e respetivo tempo de contacto.

O equipamento utilizado inclui varios jarros, de igual capacidade, onde é colocada a amostra, sendo
possivel variar as condi¢cdes de adicdo de reagente aplicadas a cada jarro e concluir acerca das

condigdes otimas de tratamento (Alves, 2010).

Considerando, a base tedrica e o objetivo do presente estudo foram realizados trés ensaios, onde se

aplicaram diferentes dosagens de Acido Peracético, com diferentes tempos de contacto.

Foram ainda consideradas diferentes matrizes, ou seja, em cada ensaio foram realizadas varias etapas,
a primeira com agua desmineralizada com o objetivo de servir de controlo e a segunda com agua

residual tratada.
No primeiro ensaio, consideraram-se as seguintes condicdes:

e Tempo de contacto: 10 minutos;
e Velocidade de agitacédo: 200 rpm;
e Concentracdo de EE2 na amostra: 50 ppb;

e Dosagem de PAA: 1,5,10 e 15 mg.L ™.
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No segundo e terceiro ensaios, mantiveram-se as condicdes apresentadas anteriormente excetuando
0 tempo de contacto que se aumentou para 15 minutos e 20 minutos, respetivamente, como se mostra
na Tabela 22.

Tabela 22 - Condic¢des de tratamento para cada ensaio.

) Tempo de Contacto ) Concentracdo EE2 Dosagens de PAA Velocidade de Agitacado
Ensaio . Matriz . L

(min) (Hg.L™) (mg.L™) (rpm)
ART!?

1 10 50 1,5,10e15 200
AD?
ART!?

2 15 50 1,5,10e15 200
AD?
ART!?

3 20 50 1,5,10e 15 200
AD?

!t Agua Residual Tratada; 2 Agua Desmineralizada.

Apos cada ensaio, para quantificar a possivel remo¢édo de EE2 das matrizes testadas foi necessario
proceder aos métodos de extracdo e detecdo (ponto 6.2.6), concentrando 1L de amostra como
esquematizado na Figura 14 do ponto 6.2.3. Nos ensaios em Jar-test procedeu-se previamente a uma
etapa de filtracdo com filtros de 1,2 e 0,4 pm, ndo sendo necessario proceder a filtragcdo apresentada
no ponto 6.2.6.

6.2.5. Solucao diluida de PAA

A utilizacdo do PAA para remoc¢éo de EE2, requereu o calculo de um volume a adicionar considerando
a dosagem em estudo.

Previamente ao calculo do volume de PAA a dosear, foi necessério calcular a concentragédo do reagente
utilizado. Assim, através da massa molar (g.mol?) e da molaridade (mol.Lt) do PAA e considerando o
Acido Peracético a 39 % e com densidade de 1,14 kg/m3 determinou-se a concentrac&o (g.L%) do acido

peracético.

e Massa Molar

A massa molar consiste na massa (em gramas ou quilogramas) de uma mole de unidades (tais como

atomos ou moléculas) de uma substancia. Conhecendo a massa atomica de um elemento, sabe-se a
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sua massa molar, uma vez que apresentam o mesmo valor. No caso de uma molécula, a massa molar

consiste no somat6rio das massas atdmicas de cada elemento da molécula (Chang, n.d.).

e Molaridade

A molaridade, ou concentracdo molar é definida como o nimero de moles de soluto em 1 litro de

solucao. A molaridade traduz-se através da seguinte equacado (Chang, n.d.):

n2 de moles de soluto (mol)

M= 9)

volume de solucgio (dm3)

Sabendo a férmula molecular do PAA (C2H403) obtém-se a sua massa molar, que é de 76 g.mol*:

39
76

100 3

114 X 10

Molaridade = =5,85g.mol™?! (10)

O produto da molaridade (5,85 g.molt) com a massa molar (76,05 g.mol?) resulta na concentragdo do

reagente, que é de 444.900 mg.L1.

Assim, o volume associado as dosagens a aplicar no decorrer dos ensaios, de 1, 5, 10 e 15 mg.L™, foi

de 2,2; 11; 22 e 33 pL, respetivamente.

Uma vez que os volumes obtidos representam valores muito baixos, diluiram-se 5 mL do reagente num

litro de agua desmineralizada, obtendo-se uma solugdo de PAA com 2.280 mg.L? (Figura 15).

%
i

PAA

39%

c= 2280 mg/L

Agua Desmineralizada

Figura 15 - Esquema representativo da solucéo diluida de PAA preparada.
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Os volumes a dosear foram:

Tabela 23 - Volume de solucéo de PAA a adiconar nos ensaios.

Dosagem PAA (mg.L?) Volume a adicionar

1 440 pL
5 2,20 mL
10 4,40 mL
15 6,60 mL

6.2.6. Procedimento laboratorial adotado

O procedimento laboratorial adotado para o estudo da remoc¢do do composto EE2, baseou-se no
método de extracdo SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) e no método de detecdo HPLC-DAD (High
Performance Liquid Cromatography with Diode-Array Detection), desenvolvidos e otimizados por
Fernandes (2016) e Vicente (2016).

Previamente a extracdo do composto foi necessario filtrar a amostra de agua residual utilizada, uma
vez que a presenca de sélidos suspensos pode ser prejudicial as barras utilizadas no método de
extracdo SBSE. Assim sendo, a amostra de dgua residual passou por um sistema de filtracdo com:

e Filtrode 1,2 um;
e Filtro de 0,4 pum.

Método de Extracdo SBSE-PDMS

1. Preparacao/recolha de 250mL de amostra;
2. Adicéo de 25 g NaCl as amostras (propor¢éo 100 g.L1);
3. Mergulho da barra SBSE na amostra salgada,;
4. Tapar Erlenmeyer e envolver o preparado com um plastico preto e levar a agitar:
a. Extragéo:
i. Velocidade de rotacdo: 900 rpm;
ii. Duracdo da agitagdo: 3 h;
5. Extragdo da barra SBSE para um vial com 3 mL de CHzCN;
a. Dessorgéo:
i. Velocidade de rotacdo: 300 rpm;
ii. Duracéo da agitagdo: 30 min;
b. Aquecimento em banho de agua:
i. Duracgéo: 10 min;
ii. Temperatura do banho: 60 °C;

63



c. Sonicacdo da amostra (ultrassons)
i. Colocar vial num copo com um pouco de agua (facilita processo de sonicacéo);
ii. Duragdo: 5 min;
iii. Frequéncia: 35 kHz;
6. Remocéo da barra SBSE da solucdo sonicada;
a. Lavagem e condicionamento da barra SBSE:
i. Colocar barra num copo com 3 mL de DMSO;
1. Velocidade de rotacéo: 100 rpm;
2. Duracéo da lavagem: 1 h;
ii. Transferir barra para um vial com 3 mL de CHsCN:
1. Velocidade de rotacéo: 100 rpm;
2. Duragéo da lavagem: 12 h;
iii. Lavagem por Ultrassons
1. Duracéo: 5 min;
Filtragcdo da amostra com acrodiscs de 0,2 pm
Concentracao até a secura da solu¢éo sonicada sob fluxo de azoto;
Retoma com 0,1 mL de CHsOH e agitacdo do contetdo no vortex;
10. Colocacado da amostra resultante dentro de um vial com um insert de 200 pL;
11. Injeg&o em HPLC-DAD.

Dessorgéo
”~
NeC! 3 S l

Amortra J, S | 7
P
= - U

(=] .

/ =i Evaporacic ssis- || msi» HPLC

. \ - Até secura Retoma
) - 0 e et emzCa | || == Ultrassons sob fluxo de -0,1mL
- azoto metanol
z == | avagem ¢ Condicionamento
250 mL de amostra  Envolver com Extrair barra da Aguecimento 3 mL DMSO
100 g/l NaCl papeldepratae  amostra em banho de Agitar
Mergulhar barra agitar Bara SBSEem  agua 1 hora
SBSE - 3 horas 3mL de - 10 minutos 300 rpm
900 rpm acetonitrilo e - 680C 3 mL acetonitrilo
agitar Agitar
-30 minutos - 12 horas
-300 rpm - 100 rpm
Ultrassons

Figura 16 - Esquema representativo do procedimento de extragdo com SBSE descrito no ponto 6.2.5.
Fonte: (Fernandes, 2016; Vicente, 2016).

Método de Detegcdo HPLC-DAD
O programa de HPLC utilizado consistiu em:

1. Eluicao Isocratica:
a. 50% de agua ultrapura filtrada (filtro de 0,22 pm) com 0,1% de acido férmico (HCOOH);
b. 50% de acetonitrilo filtrado (CH3CN);

2. Tempo de corrida: 10 minutos;
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Fluxo: 0,5 mL.min%;

Volume de injecao: 20 uL;
Temperatura: 20 °C;

Comprimento de onda: 215 a 320 nm
Coluna: Coluna Luna 5 pm C18 (2)

Pré-coluna: C18

© ©®© N o g~ w

Lavagem entre corridas:
a. Metanol (CH3OH) e 4gua ultrapura filtrada, numa razéo de 1:1;

10. Programa de lavagem:

a. 100% acetonitrilo filtrado (CHsCN);

b. Fluxo: 0,5 mL.min%; (ao longo das analises cromatograficas ajustou-se o fluxo para 0,55
de modo a visualizar melhor os picos do composto em estudo)

c. Duragéo: 5 minutos.

6.2.7. Limite de Detecédo (LOD) e Limite de Quantificacéo (LOQ)

O LOD é definido como a quantidade minima de um analito presente na amostra que pode ser detetada
de forma confiavel e com uma certeza razoavel, mas ndo necessariamente quantificada como um valor
exato sobre as condi¢Bes experimentais estabelecidas (Nollet e Lambropoulou, 2017).

Em termos qualitativos, este limite corresponde a concentracdo minima que é possivel distinguir do
branco, isto €, de uma amostra que contenha a mesma matriz, mas que ndo contém o analito (Huber,
2010; Shrivastava e Gupta, 2011; Nollet e Lambropoulou, 2017).

Em cromatografia, o LOD representa a quantidade injetada que resulta num pico, no tempo de retencéo
do analito em estudo, com uma area pelo menos 2 ou 3 vezes superior a linha de base de ruido (Huber,
2010).

O LOQ de um procedimento analitico consiste na determinagdo da menor concentracdo através da
qual é possivel a quantificacdo do analito com desempenho aceitavel, ou seja, considerando critérios
de precisao, veracidade ou incerteza de medicao (Huber, 2010; Shrivastava e Gupta, 2011; Nollet e

Lambropoulou, 2017).

O LOQ é utilizado para a determinacao de produtos de degradacao ou impurezas, uma vez que é um
parametro de ensaios quantitativos para baixos niveis de compostos em matrizes de amostras (Huber,
2010).

Estes limites apresentam um elevado grau de importancia em andlises de rastreamento,
nomeadamente quando é necessario decidir se determinado contaminante se encontra abaixo ou

acima de um limite de especificacdo (Nollet e Lambropoulou, 2017).

A determinacéo do limite de detecéo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) do HPLC-DAD, teve como

base o método de determinacéo através de brancos, descrito por Shrivastava e Gupta (2011).

Como tal, para o calculo do LOD e LOQ, utilizaram-se as seguintes expressoes:
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LOD = X,; + 35S, (11)
LOQ = X,; + 108, (12)
Onde:

¢ Xp1 € a média das concentragdes (ug.L?1) do branco no tempo de retencdo do composto;

e Sp1 € 0 desvio padréo das concentragfes do branco

O LOD e LOQ foram determinados recorrendo aos brancos e em triplicado; apdés analise dos
cromatogramas, retirou-se a area correspondente ao tempo de retengdo do composto e calculou-se a

area através da curva de calibracao.

6.2.8. Método de quantificacdo do composto EE2

A concentragdo de EE2 presente em cada amostra, foi determinada através do procedimento
desenvolvido por Fernandes (2016) e Vicente (2016):

Andlise do cromatograma obtido no HPLC, no comprimento de onda 281 nm;
Identificacdo do pico do composto através do respetivo tempo de retencéo e espectro;

Quantificacdo da &rea do respetivo pico;

A 0N PE

Determinacdo da concentracdo do composto através da equacado (13) conseguida pela curva
de calibragdo obtida através do procedimento presente no ponto 6.2.3.

y = 11,225x + 654,28 (13)

6.2.9. Contribuicdo do PAA para a Caréncia Quimica do Oxigénio

A decomposigdo do acido peracético tem como produtos resultantes o peroxido de hidrogénio e o 4cido
acético, sendo que este Gltimo promove o aumento do conteddo organico de uma 4gua residual tratada.
Segundo Kitis (2004), considerando a estequiometria de formag&o/decomposicdo do PAA, por cada 5
mg.L! doseados deste reagente, poderdo formar-se 13 mg.L-1 de acido acético resultando num
aumento de 14 mg.L? de CQO.

Assim sendo, e sabendo que segundo o Decreto-Lei n° 152/1997 uma agua residual urbana tratada
deve apresentar uma concentragéo de CQO, igual ou inferior a 125 mgO..L?, foi calculada a quantidade
de CQO (valor tedrico) possivelmente introduzida pela adicdo de PAA tendo em conta as diferentes

dosagens em estudo (Tabela 24).
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Tabela 24 - Contribuigdo tedrica do PAA para a CQO.

Dosagem PAA Quantidade Acido Acético formado CQO introduzida
(mg.L™) (mg.L?) (mg.L?)
1 2,6 2,8
5 13 14
10 26 28
15 39 42

Como complemento e de modo a verificar a informacao obtida através da literatura, durante a realizagéo
dos ensaios foi realizada a determinagdo da CQO antes e apdés a adicdo de PAA. Esta determinacao
foi elaborada através do modo operatério apresentada no Anexo VI, numa solucdo de CQO conhecida
(Hidrogenoftalato de potassio, CQO = 500 mgO2.L1) que serviu como padrdo e numa amostra de agua
residual submetidas a adigdo de PAA, com uma concentragéo de 15 mg.L"* e um tempo de contacto de
20 minutos.

6.2.10. Interferéncia do PAA com o pH

A adi¢do de uma substancia acida ao efluente leva a uma diminuigdo do pH. Assim, foi importante
estudar as alteracdes causadas no efluente apés a desinfecdo com PAA, de modo a perceber como
este reagente poderia, eventualmente, afetar os organismos aquéticos e as rea¢fes de depuragdo

automatica (Cavallini et al., 2013).

Como tal, foi medido o pH da agua residual antes e apds a adi¢do de PAA (15 mg.L?; 20 min.) com um

potenciémetro até a estabilizagdo do pH.

6.2.11. Ensaios Ecotoxicoldgicos: ensaios in vivo

Os ensaios biolédgicos in vivo, permitiram avaliar a toxicidade do EE2, do PAA e aferir se este oxidante
reduzia a atividade estrogénica deste composto. Foram utilizados exemplares de Danio rerio como
modelos bioldgicos e foram analisados os biomarcadores de stress oxidativo - glutationa-s-transferase
(GST), catalase (CAT) e peroxidacdo lipidica (LPO) e o biomarcador de desregulacdo enddcrina,

vitelogenina (VTG).

Os Ensaios Ecotoxicolégicos consistiram em ensaios de exposi¢éo de D. rerio ao EE2, ao PAA e auma

solucdo com EE2 posteriormente tratada com PAA.

Inicialmente, os exemplares de D.rerio (Aquaplante, Portugal) foram aclimatizados em condi¢des de

laboratério durante duas semanas antes dos ensaios, como tal foram alojados em aquarios de vidro
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com uma capacidade de 100 L; um sistema de circuito fechado com agua da torneira desclorada
filtrada, a pH 7,2 £ 0,1, temperatura de 20 + 1 °C, um fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro) e arejamento

continuo (> 6 mg O2.L™1).

Posteriormente, os peixes adultos (n= 38; 0,3 £+ 0,1 g; 2,4 + 0,2 cm), de ambos 0s sexos, foram
distribuidos por 5 tanques de forma aleatéria, sendo alimentados diariamente com flocos comerciais de

alimentos secos (marca Tetra) no decorrer do ensaio.

Estes ensaios decorreram durante 7 dias, em tanques com um volume de 10 L, com &gua
desmineralizada e onde ocorreu mudanca do meio a cada 48 h, com contaminac¢édo do mesmo (50 ppb

de EE2), como esquematizado na Figura 17.

Ensaios de exposicao
( n =exemplares de D. rerio em cada tanque )

= -> ‘ o«“"‘s
“» ":.- “» "':.. > >
»
- ] LR
5mL PAA
+5mL EE2 (50 ppb) +5mL Controlo +7m 4
(c=2280mg.L?)
n=7 MeOH n=7

n=6

- 4-'* ’l -> *4-‘* )
L o
Sem contaminagdo +5mL EE2 + PAA
{Agua Desmineralizada) (apos 15 mg/L, 20
n=11 min no Jar-test)
n=7

Figura 17 - Ensaios de exposicdo do D. rerio ao EE2 e ao PAA.

Ap6s cada ensaio, os exemplares de D. Rerio foram recolhidos, eutanasiados por asfixia e conservados
a 4°C, sendo posteriormente realizada a preparacdo da amostra, que consistiu na homogeneizacdo de
tecidos e centrifugacdo da amostra. Assim, cada exemplar foi homogeneizado individualmente através
de trituracdo (Homogeneizador Tissue Master 125), em 3 mL de solucdo tampéo PBS (NazHPO4 com
KH2PO4, KCl e NaCl, todos Sigma-Aldrich, em 1L de agua MilliQ, pH = 7,4), e divididos igualmente em
2 eppendorfs. De seguida, efetuou-se a separacdo da amostra através da centrifugacdo, a 1000 g

durante 15 minutos, a 4°C.

A etapa seguinte consistiu na realizacdo dos procedimentos que permitiram efetuar as andlises
referentes aos indicadores referidos anteriormente e respetivas leituras em espectrofotdmetro (Biorad

Benchmark, EUA), como representado na Figura 18.
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Figura 18 - Procedimento experimental adoptado nos bioensaios.

Os procedimentos adotados para analise dos biomarcadores foram:

e Glutationa-s-transferase (GST)

A atividade total da GST foi determinada de acordo com o procedimento descrito por Habig et al.
(1974) através da formacgéo da glutationa conjugada (GSH) e do CDNB. Assim, foi necessério

preparar a mistura reacional (Mix), que para um volume final de 10 mL, consistiu na jun¢éo de:

= 9,8 mL tampao PBS;
= 0,1 mL L-glutationa Reduzida (GSH) (Sigma-Aldrich);
= 0,1 mL Substrato CDNB (Sigma-Aldrich).

Em cada pocgo da placa adicionaram-se 20 pL da amostra, seguido da adicdo de 180 pL de solugéo
Mix de substrato aos pogos com o auxilio de uma pipeta multicanal. Reservando pogos para o
controlo de GST (20 pL GST padrao + 180 pL solugédo Mix de substrato) e para o branco (200 L

solugéo Mix de substrato).

Imediatamente apds a mistura, procedeu-se a leitura das absorvancias a 340 nm, minuto a minuto,
durante 6 minutos. A variacdo da absorvancia por minuto foi estimada (AAzso) e a taxa de reagéo a
340 nm foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo de CDNB de 0,0053 pM-1cmt. Os
resultados foram expressos em relagdo a concentracao total de proteina da amostra (nmol/min/mg

proteina total), através da seguinte equacao:

AA340 Vtotal
X
EmM  Vamostra

Act.GST (nmol/min/mg) = (14)

Nota: No preenchimento dos pogos, € necessario ter em conta que a cada amostra foram

designados 3 pocos, ou seja, 3 réplicas de uma mesma amostra.

e Catalase (CAT)

O método utilizado para a analise deste biomarcador utiliza a funcéo peroxidativa da catalase para
a determinacao da actividade enzimética e baseia-se na reacédo desta enzima antioxidante com o

metanol na presen¢a de uma concentracéo 6ptima de perdxido de hidrogénio, H202. O formaldeido
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produzido foi medido com o Purpald (cromogénico), que apds a oxidacdo mudou de incolor para a
cor roxa (Johansson & Borg, 1988; Wheeler et al., 1990).

O procedimento utilizado para a determinacéo deste indicador baseou-se no trabalho desenvolvido

por Johansson & Borg (1988).

Assim, para a determinacdo da CAT foram necessarias proceder a preparagdo em fresco de

algumas solugdes inerentes ao método, nomeadamente:

o Formaldeido a 4,25 mM - tirar 3,2 pL de formaldeido a 37% para 10 mL de agua Milli-Q
(Sigma-Aldrich);

o Peréxido de hidrogénio com concentracédo final de 0,035 M - tirar 3,6 uL de H202 a 30-37%
para 10 mL de agua Mili-Q (Sigma-Aldrich);

o SolugBes Padrdo - A preparacdo destas solucdes deve ser realizada em 7 eppendorfs,

denominados de A-G, de acordo com o esquematizado na Tabela 25.

Tabela 25 - Preparacéo dos Padrfes de Formaldeido.

Eppendorf Formaldeido Sample Buffer Concentrag&o Final (UM
(HL) (L) * Formaldeido) 2
A 0 1,000 0
B 10 990 5
€ 30 970 15
D 60 940 30
= 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75

125 mM de Fosfato de potassio, pH = 7,0 (Sigma-Aldrich); contendo 1 mM de EDTA (Riedel-

Haén) e 0,1% de BSA), conservado a 4°C; 2Concentragdo Final de formaldeido em 170 pL;

O ensaio comegou com o enchimento dos pogos necessarios para leitura das amostras. Adicionou-
se 100 pL de Assay Buffer (Fosfato de potassio 100 mM, pH = 7,0, Sigma-Aldrich), diluido, e 30 pL
de metanol (Sigma-Aldrich) ao total dos pogos contabilizados, tendo em conta o nimero de
padrdes, controlos e amostras utilizados no ensaio, e considerando que se deverdo apresentar em

triplicado.

De seguida e considerando o passo descrito anteriormente, adicionaram-se aos pogos:
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o destinados as solucfes padréo de formaldeido: 20 pL das solugdes padrédo preparadas nos
eppendorfs assinalados de A-G;

o destinados ao controlo positivo (CAT de figado bovino): 20 pL de CAT diluida (preparar a 1
mg/mL e diluir entre 1:500 e 1:1000 para utilizar como controlo positivo (dentro dos limites da
curva de calibrag&o));

o destinados as amostras: 20 pL de cada amostra.

O inicio da reacao da-se com a adicdo de 20 pL de Per6xido de Hidrogénio (diluido) em todos os
pocos utilizados, cobrindo-se de seguida a placa com papel de aluminio e incubando no shaker

(ELMI DOS-20S) durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, adicionaram-se 30 pL de Hidroxido de Potassio (KOH a 10 M, Sigma-Aldrich) a
cada poco para terminar a reacao e depois adicionaram-se 30 pL de Purpaldo (34,2 mM — dissolver
em 1 mL H20 + NaOH (pellet) e depois preencher com HCI (0,5 M), Sigma-Aldrich) a cada pocgo,
cobrindo-se novamente com o papel de aluminio e incubando no shaker por 10 minutos a

temperatura ambiente.

Ap6s isto, foram adicionados 10 uL de Periodato de Potassio (65,2 mM em 0,5 M KOH, Sigma-
Aldrich) a todos os po¢os; a placa é coberta e incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente

no shaker.

Por ultimo, procede-se a leitura das absorvancias a 540 nm utilizando um espectrofotometro de

leitura de placas.

Para o calculo da concentragé@o do formaldeido nas amostras utilizou-se a equacgéo obtida a partir
da regressao linear da curva resultante dos padrfes; substituindo os valores das absorvancias

correspondentes a cada amostra na seguinte equagao:

(15)

Absorvancia da amostra — intercepg¢ao com y] 0,24 mL

Formaldeido (uM) = [ 002 mL

declive

A actividade da CAT de cada amostra foi expressa em nmol/min/ML e foi calculada através da

equacao:

o UM da amostra L
Actividade CAT = —————— X Diluig¢do amostra (16)
20 min

e Vitelogenina (VTG)

A determinacé@o deste bioindicador foi realizada considerando o “Protocolo Elisa Indireto”, e o

procedimento adotado para a determinagéo da VTG incluiu os seguintes passos:

1. Preparacéo da VTG padréo: diluir a solugdo mae em TBSTB (10 mM Tris-HCI, pH =7,0 + 150
mM NacCl 0,05% de Tween, Sigma-Aldrich) para concentra¢gfes de 10 a 1000 ng/mL (ou outra
diluicdo apds a optimizacao).

2. Preparacao das amostras de plasma sanguineo: diluir as amostras pelo menos de 1:200 em
PBS (0,01M NaPO4 + 0,15 M NaCl, pH = 7,4) para evitar interferéncias. No caso dos machos
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

esta diluicdo € o ponto de partida. Para as fémeas a primeira diluicdo deve ser de 1:1000 em
PBS.

Adicionar 50 pL de amostra de plasma diluido aos pogos da placa de ELISA, considerando
gue cada amostra se apresenta em triplicado na placa.

Incubar a placa de ELISA overnight a 4°C.

Lavar a placa 4X com TBST para remover o excesso de reagente.

Adicionar 360 pL de solucéo bloqueadora (10 % BSA, Nzytech, em TBST com azida sddica
a 0,02%, Fluka) e incubar a placa durante 2 horas a temperatura ambiente ou overnight a
4°C,

Lavar a placa 4X com TBST.

Adicionar 50 pL de anticorpo 1° diluido (Biosense, Noruega) para a concentragdo apropriada
(0,1 — 5 pg/L) em solugéo de tampao bloqueador (30 m carbonato mm dietanolamina a pH =
9,6 + 2 mM MgCly).

Incubar overnight a 4°C.

Remover o anticorpo néo ligado e lavar a placa 4X com TBSTB.

Adicionar o anticorpo 2° diluido (Biosense, Noruega) na concentra¢do apropriada em solucao
tampao bloqueador e incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Lavar a placa 4X com TBST.

Adicionar o substrato (10 mg de PnPP + 157 mg Tris HCL + 58,4 mg MaCl + 50 uL Cl2Mg, pH
= 8,8; Sigma-Aldrich): 100 uL a cada poc¢o da placa.

Incubar durante 10-30 min & temperatura ambiente.

Adicionar 50 pL de solugdo STOP (3N NaOH, Sigma-Aldrich).

Peroxidacdo Lipidica (LPO)

A peroxidacgdo lipidica foi determinada considerando o método TBARS, que se baseia na detecdo

espectrofotométrica do MDA, que € um produto resultante da peroxidagao lipidica, apés reacdo

com o TBA numa solucao 4cida e a elevada temperatura.

O protocolo adotado para determinacdo deste bioindicador de stress oxidativo baseou-se no

trabalho desenvolvido por Ohkawa et al. (1979).

Assim, para o desenvolvimento de ensaio foi necessario realizar a seguinte preparacdo de

reagentes:
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Solucdo M&e: MDA (Merck Millipore, Portugal) a 1 pM (1,642 pL para um volume final de 10
mL de 4gua Milli-Q);

Tampéo Fosfato: PBS com pH = 7-7,4;

TBA (conservar no escuro): 250 mg de TBA para 25 mL de agua Milli-Q (preparar no agitador,
sem aquecimento e dissolver com uma pastilha de NaOH);

TCA: 5g de TCA (Acido Tricloroacético a 20%, Panreac) para 25 mL de agua Milli-Q;

SDS: 8,1 g de SDS (Sigma-Aldrich) para 100 mL de agua Milli-Q;



O ensaio iniciou-se com a preparacéo das soluces Padrdo em tubos eppendorf individuais, a partir

da solucdo mée de MDA, e seguindo o procedimento descrito na Tabela 26.

Tabela 26 - Padr6es de MDA: concentragdes e respeitvos volumes de solu¢éo mae.

[uM] 0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,010 0,020 0,050 0,200 0,200 0,300
Agua (uL) 1000 999 998 997 996 995 990 980 950 900 800 700
Solucdo mae de

- 1 3 4 5 10 20 50 100 200 300

MDA a [1 pM] (uL)

Para a preparacéo da recta de calibracdo, retiraram-se para novos eppendorfs 5 uL de cada solugéo e

adicionaram-se os restantes reagentes. Seguiu-se posteriormente o procedimento da Figura 19. O

mesmo procedimento deve ser adotado para as amostras.

Adicionar a cada eppendorf:

5 pL de amostra /sol. padrdo
45 pL de tampdo

12,5 plL de SDS

93,5 uL TCA

93,5 uL TBA

50,5 pL de dgua Mili-Q

DR

Agitar, centrifugar
T=%+1min

W

Banho de dgua a ferver

T =10 min
(Furar as tampas)

Colocar em gelo até

arrefecer;
Adicionar 62,5 pL

Agua mili-Q

[
'@
'@
ieXeleleXele)

00
@O
@O

o0e
00
000

colocar nos respetivos pogos da

placa

Figura 19 - Procedimento experimental da Peroxidacao lipidica.

=

Retirar 150 pL de sobrenadante e

\

Ler a 530 nm

O célculo dos biomarcadores analisados deve considerar a concentracéo de proteina presente em cada

amostra. Assim para a quantificacéo de proteinas realizou-se a metodologia desenvolvida por Bradford

(1976) apresentada no Anexo VII.

A andlise estatistica dos resultados obtidos para os diferentes bioindicadores foi realizada através do

Teste t-student que permitiu detetar diferencas significativas (p< 0,05) entre dados.
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7. Resultados e Discussao

7.1. Brancos analisados

Branco ¢/ Agua Desmineralizada e EE2

O branco com agua desmineralizada e uma concentracao de 100 ppb de EE2 foi realizado com o
propdsito de observar o pico referente ao composto e o tempo de retencdo correspondente. Assim,

através da andlise do cromatograma da Figura 20 foi possivel ver a expressdo que o composto tem e
0 seu tempo de reten¢éo, 5,34 min.

Endocrin Disruptors 1s050-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
12_06_2017_SBSE_EE2_100ppb2

Diode Array
1004

281
5.94e3

5.34

%

O
~N
AN
I}

T T T T T T T T T T T T Time
.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80

Figura 20 - Cromatograma referente & amostra com agua desmineralizada e com 100 ppb de EE2 (4=281
nm).

Branco ¢/ Agua Desmineralizada e PAA

O ensaio correspondente a injecdo de uma amostra de agua desmineralizada com &cido peracético,
permitiu entender o seu comportamento e a possibilidade de aparecem picos relacionados com
produtos de degradacéo deste oxidante que possam interferir com o EE2. Desta forma, foram utilizadas
as condicdes mais desfavoraveis, consideradas nos ensaios de remog¢ao (maior concentragcao e maior
tempo de contacto). Através da andlise do cromatograma da Figura 21, foi possivel verificar que nao
existiram compostos que afetaram a leitura do EE2, isto é, que tivessem um tempo de retengdo na
coluna de cerca de 5,30 minutos. No entanto ao minuto 7,14 apareceu um pico que Se pensa que
poderd ser algum subproduto da decomposicdo do PAA.
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Endocrin Disruptors 1s050-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
28_06_2017_AguaDesmi_20min_15ppm
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Figura 21 - Cromatograma referente & amostra de agua desmineralizada com PAA, com uma dose
aplicada de 15 mg.L e 20 minutos de tempo de contacto (/=281 nm).

Branco ¢/ Agua Residual

A amostra injetada de agua residual apés o processo extrativo com as SBSE teve como objetivo
verificar a existéncia de EE2 ou de algum composto que pudesse interferir com a leitura no seu tempo
de retencdo. Pela observacao do cromatograma da Figura 22, foi possivel aferir que a agua residual,
no comprimento de onda de 281 nm, ndo apresentou nhenhum composto que pudesse interferir com a
leitura do EE2.

Endocrin Disruptors I1so50-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
09_06_2017_SBSE_AR2

100+

Diode Array

1.61

1.37e4

%]

4.62

T T T 1 Time
10.00

Figura 22 - Cromatograma referente & amostra de agua residual (/=281 nm).

Branco ¢/ Agua Residual e EE2

A partir do cromatograma da Figura 23, foi possivel observar o comportamento do EE2 quando
adicionado a matriz complexa de agua residual. Foi possivel verificar que para uma concentragao de

50 ppb de EE2, o pico resultante, aos 5,40 minutos, € bem definido e relativamente facil de identificar.
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Foi ainda possivel verificar que com a adicdo deste composto ndo se verificou a formacdo de
subprodutos resultantes da reacao de EE2 com a agua residual.

Endocrin Disruptors Iso50-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
09_06_2017_SBSE_AR50ppbl Diode Array

3 1.60 281
100 1.28e4

T T T i Time
7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 23 - Cromatograma referente & amostra de agua residual e 50 ppb de EE2 (A=281 nm).

Branco ¢/ Agua Residual e PAA

A realizagdo deste branco teve como objetivo observar a interacao entre a 4gua residual e o oxidante
PAA e a possibilidade de surgirem subprodutos que pudessem interferir com a leitura do composto em
estudo. Pela observagdo do cromatograma da Figura 24, foi possivel verificar o aparecimento de um
pico aos 5,48 minutos, que poderia interferir com a leitura do EE2. No entanto, uma vez que a area
correspondente ndo apresentou uma expressao significativa, este valor ndo foi considerado ao longo

dos ensaios.

Endocrin Disruptors 1s050-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
28_06_2017_AguaRes_20min_15ppm1 Diode Array
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1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 24 - Cromatograma referente a amostra de agua residual e PAA, com uma dose de 15 mg.Lt e 20
minutos de tempo de contacto (/=281 nm).
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7.2. Curvas de Calibracéo utilizadas nos ensaios, LOD e LOQ

Na Figura 25 mostra-se a curva de calibracdo utilizada nos ensaios, de modo a quantificar as

concentracdes de EE2 presentes nas amostras analisadas ao longo do estudo efetuado.
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Figura 25 - Curva de calibracédo de EE2 utilizada ao longo dos ensaios (1 L).

Na determinacao das concentracdes do EE2, utilizou-se a equacao resultante da curva de calibracéo.
O coeficiente de correlagdo R? obtido foi de 0,9489, e a expressao da reta foi y = 11,225x + 654,28.

No Anexo VIII, apresenta-se a curva de calibragdo com 250 mL, e os cromatogramas referentes a cada
curva (250 mL e 1 L), demonstrando, como esperado, que ao concentrar 1 L de solucdo os picos
observados referentes ao EE2 apresentam uma &rea superior a dos picos obtidos com a concentracéo
de 250 mL.

Os valores de LOD e LOQ calculados através das expressdes apresentadas no ponto 6.2.7, encontram-

se na Tabela 27.

Tabela 27 - Limite de deteg&o (LOD) e limite de quantificagéo (LOQ) do EE2.

Limite de Detegdo (ug.L™) Limite de Quantificagdo (ug.L™%)
1,63 4,14
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7.3. Ensaios de remocédo com PAA
Ensaio 1

O ensaio 1, consistiu na adicdo de PAA para um tempo de contacto de 10 minutos com concentra¢cfes

de 1, 5, 10 e 15 mg.L!* em agua residual tratada.

Na Figura 26 sdo apresentadas as remogdes obtidas para o Ensaio 1, relativamente as diferentes

concentracbes de PAA consideradas.
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Figura 26 - Eficiéncias de remogédo de EE2 com a adi¢édo de PAA no ensaio 1 (TC=10 minutos).

Neste ensaio, observou-se que as maiores remog¢des de EE2 obtiveram-se para um tempo de contacto
de 10 minutos e para uma concentracdo de 10 mg.L%, com uma remocao de 100%. No entanto, para
as concentragfes de 1 mg.Lte 5 mg.L?, as remocdes obtidas foram de 67% e 65%, respetivamente.
Por outro lado, para uma concentragao de 15 mg.L* de PAA néo se verificou remocao do EE2 apos 10

minutos de contacto.
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Ensaio 2
O ensaio 2 difere do primeiro ensaio, apenas no tempo de contacto utilizado, isto é, o tempo de contacto

passou de 10 para 15 minutos.

Na Figura 27 mostram-se as remocgfes obtidas para o Ensaio 2, relativamente as diferentes

concentracdes de PAA consideradas.
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Figura 27 - Eficiéncias de remoc¢éo de EE2 com a adicdo de PAA no ensaio 2 (TC=15 minutos).

No ensaio 2, observou-se que existiu remo¢édo de EE2 para as concentracBes de PAA de 5, 10 e 15
mg.L-1 — 48%, 56% e 49%, respetivamente. Contudo, para uma concentracdo de PAA de 1 mg.L! ndo

se verificou qualquer remocao, apos 15 minutos de contacto.
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Ensaio 3
Comparativamente aos ensaios 1 e 2, o ensaio 3 diferiu apenas no tempo de contacto adotado, isto &,

considerou-se, um tempo de contacto, neste ensaio, de 20 minutos.

Na Figura 28 mostram-se as remocgfes obtidas para o Ensaio 3, relativamente as diferentes
concentracdes de PAA testadas.
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Figura 28 - Eficiéncias de remog¢édo de EE2 com a adigdo de PAA no ensaio 3 (TC=20 minutos).
Neste ensaio, para uma concentracao de PAA de 1 mg.L, ndo se verificou qualquer remogédo de EE2.
Contudo, com 0 aumento da concentracdo de PAA, verificou-se igualmente um aumento na remogao

de EE2, tendo-se obtido remogdes de 37%, 56% e 100%, para as concentragdes de 5, 10 e 15 mg.L,

respetivamente.
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Resumo

Na Figura 29 mostra-se um resumo dos resultados obtidos para os 3 ensaios, para as diferentes

concentragdes de PAA (1, 5, 10 e 15 mg.L?) e diferentes tempos de contacto (10, 15 e 20 minutos).
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Figura 29 - Eficiéncias de remocéo de EE2 com adigédo de PAA.

Quando se adicionou 1 mg.L1, apenas se verificou remocao de EE2 para o tempo de contacto de 10

minutos - 67%. O que podera indicar que esta dosagem podera ser insuficiente.

Quando se aumentou a concentracdo de PAA para 5 mg.L?, verificou-se que, com o0 aumento do tempo
de contacto, ocorreu uma diminui¢do da remoc¢ao de EE2, nomeadamente — 65%, 48% e 37% para 0s
tempos de contacto de 10, 15 e 20 minutos, respetivamente.

Com uma concentragao de PAA de 10 mg.L1, para um tempo de contacto de 10 minutos, verificou-se
uma remocdo de 100%, enquanto que para os tempos de contacto de 15 e 20 minutos a remocao

obtida foi apenas de 56%.

Quando se aumentou a concentragdo de PAA adicionada para 15 mg.L?, a remogdo de EE2 foi
proporcional ao aumento do tempo de contacto, isto €, para um tempo de contacto de 10 minutos nao
ocorreu remogao, contudo, para 15 minutos e 20 minutos, as remocdes obtidas foram de 49% e 100%,

respetivamente.

Com os resultados obtidos, conclui-se que as concentragdes de PAA adicionadas de 10 mg.Lt e 15
mg.L1, para os tempos de contacto de 10 e 15 minutos, respetivamente, sdo as que apresentaram 0s

melhores resultados, isto &, foi possivel atingir 100 % de remocgé&o de EE2.
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7.4. Influéncia do PAA nas propriedades fisico-quimicas da AR
CQO

Apo6s a determinacgao da CQO, antes e apds a adi¢cao de PAA, numa solugdo padrdo e em agua residual

foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 - CQO, antes e ap06s a adicdo de PAA, de uma solugdo padrédo e dgua residual.
CQO (mgO0..L?)
Inicial c/PAA  Incrementoreal Incremento teérico

Solucédo Padrdao 517,65 527,06 9,41
42
Agua Residual 41,34 59,71 18,37

O incremento de CQO introduzido pela adicdo de PAA na solucdo padrdo foi de 9,41 mgO..L?,
enquanto que na agua residual a CQO aumentou 18,37 mgO:2.L 1. Considerando a concentracéo de
PAA utilizada - 15 mg.L%, o aumento de CQO esperado ap0s a adi¢do do oxidante seria de 42 mgOa2.L-

1, 0 que néo se verificou.

Na literatura sobre desinfecdo e utilizacdo do PAA é possivel obterem-se valores de CQO medidos
apos aplicacdo do PAA superiores aos valores de CQO teéricos esperados (Tabela 29). Sabe-se
também, que as alteracdes nos valores de CQO dependem da composicdo quimica do PAA usado
(Luukkonen et al., 2014).

Tabela 29 - Contribuicdo do PAA para a CQO segundo diferentes autores.

Dosagem PAA (mg.L?) CQO introduzida (mg.LY) CQO tedrico (mg.L?) Referéncia
1 1,94 (Cavallini et al., 2013)
2,8
1 4 (Luukkonen et al., 2014)
la3 5a6 28a84 (Wagner, Brumelis, & Gehr, 2002)

Esta discrepancia, entre os valores reais e teoricos, pode ser explicada através da presenca de
residuos de perdxido de hidrogénio (H202) e do proprio peracido, uma vez que apresentam a
capacidade de reagir com o oxidante (ido dicromato) utilizado no método de medicdo da CQO,
resultando num erro positivo nos resultados da CQO (Wagner et al., 2002; Luukkonen et al., 2014;
Luukkonen e Pehkonen, 2016).

Numa amostra que ndo contém compostos organicos obtiveram-se valores de CQO devido a presenca

de peréxido de hidrogénio (Luukkonen et al., 2014). Segundo Lee et al. (2011), referenciado por
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Lukkonen et al. (2014), 1 mg de H202 consegue causar um aumento de cerca de 0,50 a 0,58 mg de

CQO em aguas residuais de gado.

Os desinfetantes que apresentem caracteristicas oxidantes, séo passiveis de aumentar o valor da CQO
uma vez que promovem reagdes que tornam compostos organicos recalcitrantes mais biodegradaveis
(Wagner et al., 2002).

Contrariamente ao que foi descrito, ja foi observada a diminui¢céo dos valores de CQO o que pode ser
explicado pela oxidacdo da matéria organica (Luukkonen e Pehkonen, 2016).

No entanto, caso se utilizem doses moderadas de PAA, o aumento de carga organica das aguas
residuais tratadas ndo sera substancial (Luukkonen et al., 2014), fenébmeno que se verificou nas

medic¢des efetuadas.

Como referido no ponto 6.2.9, o limite de descarga de CQO deve ser igual ou inferior a 125 mgO..L1,
que no caso da &gua residual em estudo, se for um intervalo de valores entre o incremento real (18,37
mgO2.L1) e o incremento tedrico (42 mgO:2.L1), a dgua residual estard sempre em conformidade

podendo ser descarregada no meio recetor.

pH
Na Tabela 30 mostram-se os valores de pH medidos apds a adicdo de diferentes concentracdes de

PAA.

Tabela 30 - Valores de pH da &gua residual apos a adi¢do de 1, 5, 10 e 15 mg.L™.

PAA (mg/L) - 1 5 10 15

pH AR 785 78 7,75 7,60 7,47

Da observacao dos resultados obtidos verifica-se que com o aumento da concentragcao de PAA o valor
de pH mostrou ser inversamente proporcional a esse crescimento, no entanto esta variacdo néo foi

significativa.

Estas observacfes sdo corroboradas por Sartori (2004) e Souza (2006), citados por Cavallini et al.
(2013), que ao testarem doses baixas de PAA, também ndo observaram mudancas significativas no
pH.

A aplicacdo de PAA em concentracdes utilizadas habitualmente para desinfecdo, isto &, até 10 mg.L1,
ndo conduzem a alterac¢des significativas de pH (Cavallini et al., 2013).
7.5. Ensaios ecotoxicolégicos

Como referido anteriormente foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos para tentar perceber se (i) a
remocao de EE2 era efetiva e ndo apenas nao detetavel através do método analitico usado e, (ii) se a
adicdo de PAA a uma &gua residual (embora tratada) poderia formar, a semelhanca do cloro,

compostos téxicos e prejudiciais a saude dos organismos.
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Assim, realizaram-se ensaios de exposicdo onde estiveram em estudo cinco grupos diferentes, (1) o
controlo (H20) em que os peixes apenas estiveram em contacto com agua — Controlo; um tanque com
metanol e 4gua (2) (H20+MeOH) para excluir qualquer efeito que o metanol pudesse induzir nesses
biomarcadores, e porque o EE2 foi adicionado ja solubilizado numa solugdo de metanol; um tanque
com PAA (3) onde os peixes foram expostos apenas ao PAA, para aferir possiveis efeitos deste
desinfetante nos biomarcadores estudados; um tanque com EE2 (4), onde os peixes foram expostos,
a EE2 e, finalmente um tanque com EE2+PAA (5) para estudar os efeitos deste desinfetante apés a
reacdo com o EE2.

GST

Na Figura 30 mostram-se os valores de glutationa-s-transferase apds os ensaios de exposi¢cdo do
D.rerio ao PAA e EE2.
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Figura 30 - Glutationa-s-transferase (GST) obtida em cada um dos grupos de ensaio.

Relativamente aos valores do biomarcador, os resultados mostraram que, tanto nos machos como nas
fémeas, os valores obtidos no controlo (1) apenas agua (Controlo H20), sé@o significativamente
diferentes (p< 0,05; t-student), dos restantes ensaios, isto é, dos resultados obtidos nos peixes do
tanque com metanol e agua (H20+MeOH) e nos peixes do tanque na qual foram injetados o EE2 e o
PAA (EE2+PAA). Verificou-se desta forma que houve um efeito na GST nestes organismos, que podera
estar associado a uma resposta do organismo ao aumento do stress oxidativo ou a presenca de algum

poluente.

No ensaio com agua e metanol, (composto reconhecido como toxico), parece existir um efeito negativo
sobre a GST, enzima responsavel pela biotransformagédo no figado de certos poluentes e combate ao

stress oxidativo, levando a pensar que este reagente apresenta um efeito negativo nos peixes. Contudo,
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aguando dos ensaios de exposicdo ao EE2, a solucdo adicionada foi solubilizada em metanol, isto €, o
EE2 foi diluido em metanol e como se pode observar, neste ensaio nao foi verificado o mesmo efeito,

especulando-se que os dois compostos juntos possam apresentar um efeito antagoénico.

No grupo de exposicdo ao EE2+PAA verificou-se que existiu uma diferenca significativa (p< 0,05; t-
student) nos valores de GST entre o controlo e o valor de GST obtido para este grupo, no entanto, pode
considerar-se que os efeitos provocados ndo sdo muito severos, ndo levando por exemplo, a
mortalidade dos espécimes expostos. Considerando que, como néo foi verificado esse efeito no ensaio
com H20+PAA nem no ensaio apenas com EE2 podera haver formacdo de um subproduto de reacéo

entre 0 EE2 e o PAA, ou subproduto de degradacdo do PAA. Este efeito ndo tera de ser
necessariamente prejudicial.

Catalase

Na Figura 31, mostram-se o0s resultados referentes ao biomarcador catalase - enzima antioxidante com

a funcdo de degradar ROS que possam surgir em caso de stress oxidativo.
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Figura 31 - Catalase (CAT) obtida em cada um dos grupos de ensaio.

Através da analise dos resultados obtidos, observou-se que os ensaios com H20+PAA, EE2 e
EE2+PAA mostram diferencas significativas (p< 0,05; t-student) em compara¢do com o grupo controlo
(H20). Verificou-se ainda que o efeito sobre a catalase foi elevado.

Nos ensaios com H20+PAA e EE2+PAA, o efeito do aumento verificado na enzima catalase podera ser
explicado pela degradacdo do PAA em perdxido de hidrogénio e pela formagdo de ROS no seu

mecanismo de desinfecdo - principais espécies contributivas de stress oxidativo.
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Relativamente ao ensaio apenas com EE2 o efeito verificado podera possivelmente ser explicado pelos
efeitos toxicos que o EE2 apresenta e que podem induzir a formacdo de ROS (Chen et al., 2017),

levando, por isso, a uma resposta por parte do organismo com a producéo de catalase.

VTG

Na Figura 32 mostram-se os valores referentes a vitelogenina - biomarcador de desregulagéo
enddcrina.

A vitelogenina é uma proteina importante no ciclo reprodutivo das fémeas, sendo por isso, expectavel
que apenas as fémeas apresentem niveis positivos deste biomarcador.
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Figura 32 - Vitelogenina (VTG) obtida em cada um dos grupos de ensaio.

Da observacao dos resultados obtidos, verifica-se que, nos machos o grupo de exposi¢cdo EE2 foi o
Unico que apresentou inducao de VTG, confirmando-se, por isso, o poder estrogénico do EE2.

Nos grupos de fémeas, a inducéo deste biomarcador foi considerada normal, contudo, verifica-se que
0 ensaio apenas com o EE2 e o ensaio com EE2+PAA apresentaram diferencas significativas (p< 0,05;
t-student) quando comparadas com o controlo (H20). No ensaio com EE2, ocorreu uma intensificagcéo

na inducdo de producdo de VTG, o que ja era expectavel devido a atividade estrogénica associado ao
EE2.

Contudo, no ensaio com EE2+PAA, nédo se verificou inducédo provocada pelo EE2 nos machos, isto &,
os valores de VTG obtidos sdo os normais para 0s machos. Estes resultados, bem como os obtidos
nos ensaios de remocéo de EE2 com adicéo de PAA, permitem concluir que o PAA parece eliminar o

EE2 e a respetiva capacidade de desregulagdo endocrina.
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No entanto, nas fémeas foi verificado um acréscimo de VTG que, tendo em consideracdo a conclusdo
anterior, podera significar que, apds a reacédo entre o PAA e o EE2 houve a formacéo de subprodutos

com capacidade de desregulacdo enddcrina e que as fémeas foram suscetiveis a estes subprodutos.

LPO

Os resultados obtidos de peroxidagao lipidica mostram-se na Figura 33.
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Figura 33 - Peroxidacao lipidica (LPO) obtida em cada um dos grupos de ensaio.

Foi verificada, para o ensaio com H20+PAA e para os machos, uma diferenca significativa (p< 0,05; t-
student) relativamente ao controlo (H20), no entanto, neste ensaio o valor de LPO foi inferior ao
registado no controlo.

No ensaio onde os peixes foram expostos ao EE2, tanto nhos machos como nas fémeas, foram
verificadas diferencas significativas (p< 0,05; t-student) relativamente ao controlo (H20), constatando-

se também que os valores deste biomarcador foram mais baixos que os do controlo.

Nos ensaios com EE2+PAA, os machos apresentaram uma diferenca significativa em relacdo ao

controlo (H20), no entanto, também aqui os valores foram inferiores aos registados no controlo.

Da analise dos resultados obtidos, observou-se que no ensaio com H20+MeOH houve uma indugéo

superior de LPO nas fémeas, no entanto, ndo apresentou diferencas significativas com o controlo (H20).

Assim, parece poder concluir-se que nem o EE2 nem o PAA provocam indu¢des negativas no

biomarcador LPO, como tal, ndo existindo uma destrui¢cao celular prejudicial aos organismos.
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Mortalidade
N&o foi observada mortalidade significativa durante os ensaios ecotoxicolégicos realizados.

Contrariamente ao demonstrado, da Costa et al. (2014), ap6s ensaios de desinfe¢cdo com PAA (5 mg.L-
! durante 20 minutos), verificou diminui¢des estatisticamente significativas na sobrevivéncia (50% de
mortalidade) de D.rerio exposto a amostras de efluentes tratadas quando comparados com as amostras
de efluentes ndo desinfetadas e com o controlo.

No entanto, da Costa et al. (2014) nao verificou alteracdes significativas na toxicidade da agua residual
tratada com PAA para Ceriodaphnia silvestrii (p > 0,05, Fisher Test).

Ao longo dos ensaios realizados, da Costa et al. (2014), estudou os efeitos de diferentes desinfetantes,
considerando, apés o estudo, que o cloro é o desinfetante mais téxico para os organismos, seguido
pelo ozono, radiacdo UV e por ultimo, PAA.
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8. Conclusdes

Considerando o trabalho desenvolvido e os resultados obtidos ao longo deste estudo, as principais

conclusdes foram:

e O acido peracético é um desinfetante eficaz na remocéo do composto EE2;

e As concentrages de 10 mg.L* e 15 mg.L* de PAA para os tempos de contacto de 10 minutos
e 20 minutos, respetivamente, apresentam remocées de EE2 na ordem dos 100%.

e Em termos de ensaios ecotoxicoldgicos, os valores obtidos para VTG demonstraram que néo
houve inducao deste biomarcador apds o tratamento com PAA, parecendo comprovar a sua
capacidade de remocéo de EE2 e da capacidade de desregulagao enddcrina associada.

e Através dos biomarcadores de stress oxidativo, foi observavel tanto na GST como na Catalase
a inducao destes antioxidantes, no entanto, estas parecem ndo provocar efeitos severos nos
organismos.

e Aaplicabilidade do PAA parece ser uma via alternativa ao cloro, tendo em conta todas as suas
caracteristicas, custos e resultados obtidos neste estudo, contudo € necesséria a realizagédo
de mais estudos que comprovem a sua baixa toxicidade para os organismos aquaticos e

avaliacdo de possiveis subprodutos produzidos.
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9. Desenvolvimentos futuros

Com este estudo foi possivel estudar a remocdo de EE2 recorrendo ao oxidante PAA. Esta opcao

parece ser viavel e podera representar uma possivel alternativa ao cloro como desinfetante, desta

forma, seria interessante dar continuidade a este estudo e verificar melhor alguns pontos,

nomeadamente:

Avaliar a capacidade de desinfecdo do PAA para as dosagens estudadas, que apesar da
literatura existente afirmar a sua eficiéncia na remocao microbioldgica, € necessario verificar a
remocao de coliformes fecais e totais e quais as melhores doses e tempos de contacto a aplicar;
Realizar mais ensaios de remocédo de EE2 com adicdo de PAA, de modo a corroborar os
resultados obtidos, com diferentes matrizes de agua residual, uma vez que a cinética do PAA
varia de acordo com diferentes caracteristicas da 4gua; avaliando o seu poder de oxidacdo dos
compostos em aguas com diferentes caracteristicas;

Realizar mais ensaios ecotoxicol6gicos e histolégicos de modo a aferir a toxicidade ou
inocuidade do PAA e aplicar estes ensaios em matriz real, de modo a verificar, se 0 PAA ao
reagir com a agua residual produz algum subproduto prejudicial aos organismos aquaticos;
Realizar os ensaios de remocédo e ensaios ecotoxicoldégicos com caracteristicas 0 mais reais
possivel, ou seja, com solu¢des mistas de compostos de modo a aferir remocgdes e sinergias
que possam surgir com a aplicagdo do PAA;

Identificar e quantificar subprodutos produzidos da reacdo do PAA com EE2 e com a agua
residual;

Aferir as condi¢des estudadas a escala piloto;

Estudar a aplicabilidade deste processo de tratamento em ETA ou agua potavel uma vez que

a quantificacdo de EE2 ocorre em agua utilizada para o abastecimento potavel.
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Introdugdo

A “Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (US EPA)” definiu Compostos Desreguladores Endocrinos (EDC) como agentes exogenos
que interferem com a sintese, secregao, transporte, ligagdo, agdo, ou eliminagdo de hormonas naturais responsaveis pela manutengao

da homeostasia e reproducéo nos seres vivos.'

As hormonas, naturais e sintéticas (ex: EE2) sao reconhecidos como os EDC com maior atividade estrogénica, mesmo quando
presentes em concentragdes muito baixas, sendo a sua presenga no ambiente um foco de atengéo e prioridade global.2

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi o estudo da aplicabilidade da remogéo do composto 17a — Etinilestradiol de aguas
residuais urbanas através de um processo oxidativo recorrendo a adigédo do Acido Peracético (PAA).

Materiais e Métodos

Foram realizados ensaios Jar-test para avaliar as eficiéncias de remogdo do EE2 com a adigdo do PAA, estudando diferentes
concentracdes e tempos de contacto. As eficiéncias de remogéo de EE2, foram obtidas recorrendo ao método descrito na figura 2.
Tendo sido ainda avaliada a respectiva toxicidade, através de ensaios biolégicos in vivo, usando Danio rerio como modelo biologico.
Para a realizacéo do trabalho laboratorial proposto seguiram-se as etapas abaixo apresentadas:

Remog¢do do composto

Ensaios Jar-test para remog&do do EE2
- Matriz: Agua residual
- Velocidade de agitagdo: 200 rpm
- Concentragdo EE2 na amostra: 50ppb
- Dosagens de PAA: 1,5,10 e 15 mg/L
= Tempos de contacto:

= Ensaio 1 - 10 minutos

+ Ensaio 2 - 15 minutos

+ Ensaio 3 - 20 minutos

Ensaios Biologicos

Determinagéo de biomarcadores de stress oxidativo (GST e
CAT) e de desregulagdo endécrina (VTG)
+ Duragao do ensaio: 7 dias

Dessorcio
_._1&_ — I . N
e HZ —Cvaporniho me | R
Mesecwa  Retoma
- - — —irasom sobuxode  -01mL
- = B azoto metancl

= Lsvagem ¢ Condicionamenta
3 mi DMSO
Agiar

250 mi de amostra  Erwolver com ma barade  Auecimento

10091 NaCl papel de prata em banno de
Merguihar barra aghar Bau sos[ em  agua 1o
SBSE 3 horas. AmL 10 munutos. xhypy
900 rpm )’e'lon«lloe 80C 3l acatonivde
agtar Agiar
o s 12 horas
300 rpm ”“ -—

rocedimento laboratorial adotado para 0 método de extragdo e detegao (Femaﬂdes 202‘5 3; Vicente, 2076 4).

Ll

© 4 tanques de 10 L com Agua desmineralizada e 4 ~ - ) %,
exemplares de Danio rerio em cada tanque - (— -
+ Mudanga do meio de 48h em 48h, com contaminagéo do = \ \, . =0
meio +5 mlL Metanol +5mlPaA oSmlEH +5mLEE2 + PAA
oob] (3065 15 ma/t. coransa 20 min no a3
Flgura 3 - Ensalos de axpnsl;ﬂodosbmﬂoao EE2 Figura 4— P adoptado nos bi
Resultados
- Tabela 1- Niveis de Vitelogenina (VTG). nd: ndo detetetado
VTG (ug/mL)
100% roes o Machos Fémeas
Meédia  Desv. padrdo Media Desv.padrdo
_ Controlo Mgua + Metanol) nd nd 554,9 14,8
g 67% 65%
8 eox 56%56%  Ereaio 127 - 10 min Controlo (Agua + PAA) nd nd 437,4 -
2 I 9%
5 - Ensalo 2: 7€ = 15 min EE2 766.4 113,1 1924,9 44,5
- 37% . 5
o Ensaio 3:TC = 20 min EE2+PAA nd nd 639,9 9,2
Tabela 2 — Valores referentes a enzima de stress oxidative Glutationa-s-transferase (GST).
o GST (umol/mL/min) Act. Especifica (nmol/min/mg)
o o= o o Controlo (Agua + PAA) 2321 24,98
1 15 EE2 24,35 26,13
Dosagem de PAA {mg/L) EE2 + PAA 32,22 36,63
Figura 5 Eficiéncias de remogao de EE2 com a adigdo de PAA Tabela 3 - Valores referentes & enzima de stress oxidativo Catalase (CAT).
) - CAT (nmol/min/mL) Act. Especifica (nmol/min/mg)
Conclusdes Controlo (Agua + PAA) 27,89 31,20
Através deste estudo foi possivel concluir que o PAA é um oxidante que ge2 24,95 26,83
podera ser aplicado na remocio do composto EE2 em dgua residuais EE2 + pAA 25,30 28,65
UrbﬂnaS, uma vez que: Bibliografia
INollet, Leo M L ; Lambropoulou, D_A_ (2017). CI Analysis of the i - Mass ry Basad

= Foram verificadas eficiéncias de remogdo do EE2 na ordem dos 100%,
para as concentracdes de 10 e 15 mg/L, com tempos de contacto de 15
e 20 min, respetivamente;

* N&o ocorreram alteragdes significativas na atividade das enzimas
antioxidantes, nem inducdo da VTG quando aplicado o oxidante,
demonstrando a sua eficiéncia na remogao do 17a - Etinilestradiol.
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Anexo IV - Ficha de Seguranca do composto EE2

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acordo com a Regulamento (CE) No. 1907/2006
Versao 5.2 Data de revisdo 13.11.2012
Data de impressao 06.07.2017

1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

1.1 Identificadores do produto
Nome do produto

Referéncia do Produto
Marca
No. CAS

17A-ETINILESTRADIOL

E4876
Sigma
57-63-6

1.2  Utilizacoes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizacoes desaconselhadas

Utilizagdes identificadas

Produtos quimicos de laboratério, Fabrico de substancias

1.3 Identificacdo do fornecedor da ficha de dados de seguranca

Sigma-Aldrich Quimica, S.L.
Sucursal em Portugal

Caixa Postal 131

Av. Almirante Gago Coutinho,

Companhia

Telefone
Numero de Fax
Email enderego

132-134,

P-2711 901 SINTRA

+351219242555
+351219242610
eurtechserv@sial.com

1.4 Nuamero de telefone de emergéncia
+(351)-308801773 (CHEMTREC)

Nunero de Telefone de
Emergéncia

IDENTIFICACAO DOS PERIGOS
2.1 Classificacdo da substancia ou mistura

Classificagao de acordo com el Regulamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 4)
Carcinogenicidade (Categoria 1B)

Classificagao de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
Pode causar cancro. Nocivo por ingestao.

2.2 Elementos da etiqueta

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]

Pictograma

Palavra-sinal

Declaragao de perigo
H302
H350

declaragao de precaugao
P201
P308 + P313

Declaragdes de Perigo
Adicionais

Sigma - E4876

Perigo

Nocivo por ingestao.
Pode provocar cancro.

Pedir instrugdes especificas antes da utilizagao.
EM CASO DE exposicao ou suspeita de exposicao: consulte um médico.

nenhum(a)

Péagina 1 de 7
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Reservado aos utilizadores profissionais.
De acordo com a directiva Europeia 67/548/CEE, e emendas.

simbolo de perigosidade %

Frase(s) - R

R45 Pode causar cancro.

R22 Também nocivo por ingestao.

Frase(s) - S

S53 Evitar a exposi¢éo - obter instrugdes especificas antes da utilizagao.

S45 Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente o
médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).

S36/37/39 Usar vestuario de proteccao, luvas e equipamento protector para os

olhos/face adequados.
Reservado aos utilizadores profissionais.

2.3  Outros Perigos - nenhum(a)
COMPOSICAO/ INFORMACAO SOBRE OS COMPONENTES
3.1  Substancias
Sinénimos 1 17a-Ethynyl-1,3,5(10)-estratriene-3,17B-diol
19-Nor-1,3,5(10),17a-pregnatrien-20-yne-3,17-diol
Ethinylestradiol
Formula : CooH2402
Peso molecular 1 296,40 g/mol
Componente | Concentracio
17a-Ethynylestradiol
No. CAS 57-63-6 ®
No. CE 200-342-2
PRIMEIROS SOCORROS
4.1 Descricao das medidas de primeiros socorros
Recomendacéao geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de servigo.
Se for inalado
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se nao respirar, dar respiragao artificial. Consultar um
médico.
No caso dum contacto com a pele
Lavar com sab&o e muita agua. Consultar um médico.
No caso dum contacto com os olhos
Lavar os olhos com dgua como precaucao.
Se for engolido
Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua. Consultar um médico.
4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
4.3 Indicacoes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
dados néo disponiveis
Sigma - E4876 Pégina 2 de 7




MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS

5.1 Meios de extincao
Meios adequados de extincao
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou diéxido de carbono.
5.2  Perigos especiais decorrentes da substéncia ou mistura
Oxidos de carbono
5.3 Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragao autbnomo para combate a incéndios, se necessario.
5.4 Outras informacoes
dados néo disponiveis
MEDIDAS A TOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
6.1  Precaucdes individuais, equipamento de protecc¢ao e procedimentos de emergéncia
Usar equipamento de protecgao individual. Evitar a formagao de poeira. Evitar a respiragao do
vapor/névoa/gas. Assegurar ventilagdo adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar
de respirar o pé.
6.2 Precaucdes a nivel ambiental
Prevenir dispersdo ou derramamento ulterior se for mais seguro assim. Nao permitir a entrada do
produto no sistema de esgotos. A descarga no meio ambiente deve ser evitada.
6.3 Métodos e materiais de confinamento e limpeza
Apanhar os residuos sem levantar poeiras. Varrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagao.
6.4 Remissdo para outras secgoes
Para eliminagao de residuos ver secgéo 13.
7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM
7.1  Precaucdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele e os olhos. Evitar a formacéo de p6 e aerossois.Evitar a exposi¢ao - obter
instrugdes especificas antes da utilizagéo.
Providenciar uma adequada ventilagao em locais onde se formem poeiras.Medidas usuais de protecgao
preventiva contra incéndio.
7.2 Condigcoes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Sensivel a luz.
7.3  Utilizagoes finais especificas
dados néo disponiveis
8. CONTROLO DA EXPOSICAO/ PROTECCAO INDIVIDUAL
8.1  Parametros de controlo
Componentes a controlar com relacao ao local de trabalho
Néao contem substancias com valores limites de exposigéo profissional.
8.2 Controlo da exposicao
Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranga. Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de trabalho.
Protecc¢ao individual
Protecc¢éo ocular/ facial
Oculos de protecgdo com um lado protector de acordo com EN 166 Use equipamento de protecdo
ocular testado e aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como
NIOSH (US) ou EN 166 (EU).
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Proteccéo da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizagdo. Use uma técnica
adequada para a remogao das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o
contacto da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apés o uso, em conformidade
com as leis e boas praticas de laboratério . Lavar e secar as maos.

As luvas de proteccao seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
89/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Proteccéo do corpo

Fato completo de protecgéo para produtos quimicos, O genero de equipamento de protec¢ao
deve ser escolhido de acordo com a concentragéo e a quantidade da substancia perigosa no lugar
de trabalho.

Proteccao respiratoria

Nos casos em que a avaliagao de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar sao
apropriados, use um respirador de particulas do tipo N100 (E.U.A.) ou cartuchos de respiragao do
tipo P2 (EN 143) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o Unico meio de
protecgéo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes
testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A.) ou
CEN (UE).

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
9.1 Informagdes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspecto Forma: sélido

b) Odor dados nao disponiveis
¢) Limiar olfactivo dados nao disponiveis
d) pH dados nao disponiveis

e) Ponto de fusdo/ponto Ponto/intervalo de fusao: 182 - 183 °C - lit.
de congelagao

f) Ponto de ebuligdo inicial dados nao disponiveis
e intervalo de ebulicdo

g) Ponto de inflamagéao nao aplicavel dados néo disponiveis
h) Taxa de evaporagao dados nao disponiveis
i) Inflamabilidade (sélido, dados nao disponiveis
gas)
j) limites de dados nao disponiveis

inflamabilidade superior
/ inferior ou explosivas

k) Pressao de vapor dados nao disponiveis
1) Densidade de vapor dados nao disponiveis
m) Densidade relativa dados nao disponiveis
n) Hidrossolubilidade dados néo disponiveis

o) Coeficiente de particdo  dados nao disponiveis
n-octanol/agua

p) Temperaturade auto-  dados nédo disponiveis

ignicao
q) Temperatura de dados nao disponiveis
decomposigao
r) Viscosidade dados nao disponiveis
s) Propriedades dados nao disponiveis
explosivas
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t) Propriedades dados nao disponiveis

comburentes
9.2 Outra informacao de seguranga
dados néo disponiveis
10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE
10.1 Reactividade
dados néo disponiveis
10.2 Estabilidade quimica
dados néo disponiveis
10.3 Possibilidade de reacgoes perigosas
dados nao disponiveis
10.4 Condicoes a evitar
dados néo disponiveis
10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes
10.6 Produtos de decomposicao perigosos
QOutros produtos de decomposicao perigosos - dados nédo disponiveis
11. INFORMAGAO TOXICOLOGICA
11.1 Informacdes sobre os efeitos toxicologicos
Toxicidade aguda
DL50 Oral - ratazana - 960 mg/kg
Corrosaol/irritacao cutanea
dados néo disponiveis
LesoOes oculares graves/irritagao ocular
dados nao disponiveis
Sensibilizagao respiratdria ou cutanea
dados néo disponiveis
Mutagenicidade em células germinativas
dados nao disponiveis
Carcinogenicidade
Ha provas suficientes da carcinogenicidade do etinilestradiol em animais experimentais. Na auséncia de
dados adequados em seres humanos, é razoavel, para fins praticos, que se considere o etinilestradiol
como se apresentasse um risco carcinogénico para os seres humanos. Os estudos em seres humanos
sugerem vivamente que a administragao de estrogénios esta casualmente relacionada com uma
incidéncia aumentada de carcinoma endometrial; ndo ha provas de que o etinilestradiol seja diferente de
outros estrogénios a este respeito.
Carcinogénio humano possivel
IARC: Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% é identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.
Toxicidade reprodutiva
As experiéncias no laboratério mostraram efeitos teratogénicos
Tendo em base experimentos com animais de laboratério, a exposi¢cdo excessiva pode provocar
desordem(ns) reprodutiva(s).
Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos - exposicao Unica
dados néo disponiveis
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Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposicao repetida
dados néo disponiveis

Perigo de aspiracao
dados nao disponiveis

Efeitos potenciais para a saude

Inalacao Pode ser perigoso se for inalagdo. Pode causar uma irritagdo do aparelho
respiratorio.

Ingestao Nocivo por ingestao.

Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma irritagao da
pele.

Olhos Pode causar uma irritagao dos olhos.

Informacéao adicional
RTECS: RC8925000

12.  INFORMACAO ECOLOGICA
12.1 Toxicidade

12.2 Persisténcia e degradabilidade
dados néo disponiveis

12.3 Potencial de bioacumulacao
dados néo disponiveis

124 Mobilidade no solo
dados néo disponiveis

12,5 Resultados da avaliacdo PBT e mPmB
dados nao disponiveis

12.6 Outros efeitos adversos
Muito téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
dados néo disponiveis

13. CONSIDERACOES RELATIVAS A ELIMINACAO
13.1 Métodos de tratamento de residuos

Produto

Propor a entrega de solugdes excedentes e nao reciclaveis a uma empresa idénea de tratamento de
residuos. Entrar em contato com um servigo profissional credenciado de descarte de lixo para descartar
esse material. Dissolver ou misturar o material com um solvente combustivel e queimar em incinerador
quimico equipado com pds-combustor e purificador de gases.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Nao utilizado.

14. INFORMACOES RELATIVAS AO TRANSPORTE

14.1 Nuamero ONU
ADR/RID: 3077 IMDG: 3077 IATA: 3077

14.2 Designacéo oficial de transporte da ONU .
ADR/RID: MATERIA PERIGOSA DO PONTO DE VISTA DO AMBIENTE, SOLIDA, N.S.A. (17a-

Ethynylestradiol)
IMDG: ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTANCE, SOLID, N.O.S. (17a-Ethynylestradiol)
IATA: Environmentally hazardous substance, solid, n.o.s. (17a-Ethynylestradiol)
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte
ADR/RID: 9 IMDG: 9 IATA: 9
144 Grupo de embalagem
ADR/RID: lll IMDG: Il IATA: I
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14.5 Perigos para o ambiente
ADR/RID: sim IMDG Marine pollutant: yes IATA: yes

14.6 Precaucgodes especiais para o utilizador
Outras informagoes
Marca-EHS requerida (coédigos ADR 2.2.9.1.10 e IMDG 2.10.3) para embalagens Unicas e embalagens
combinadas que contenham embalagens interiores com Mercadorias Perigosas > 5L para liquidos ou >
5Kg para soélidos.

15. INFORMACAO SOBRE REGULAMENTACAO
Esta folha de dados de seguranga obedece aos requerimentos da Regulamento (CE) No. 1907/2006

15.1 Regulamentacaol/legislacdo especifica para a substancia ou mistura em matéria de saude,
seguranca e ambiente
dados néo disponiveis

15.2 Avaliacado da seguranca quimica
dados nao disponiveis

16. OUTRAS INFORMACOES
Outras informagodes
Direitos exclusivos, 2012, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permissao concedida para fazer nimero ilimitado
de cépias em papel, somente para uso interno.
Acredita-se que as informagdes acima estejam correctas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informacéao contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento e é aplicavel &s precaugdes de seguranga
apropriadas para o produto. N&o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporagao Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, nao responderao por nenhum dano
resultante do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www.sigma-aldrich.com e/ou o
verso da factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e
condigbes de venda.
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Anexo V - Ficha de Seguranca do Acido Peracético

MERC K

Revision Date 18.06.2013 Version 8.0

SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

BECTION 1. identification of the substance/mibdure and of the companyfundertaking

1.1 Product identifier
Catalogue Na. 107222
Preduct namea Peracetic acid about 38-40%

REACH Registration Number This product is a mixture. REACH Registration Number sea saction 3.

1.2 Relevant identified uses of the substance or mixiure and uses advised against

Identified uses Reagent for analysis, Chamical preduction
For additional information on uses please refer to the Merck Chemicals
portal (www.merck-chemicals.com).

1.3 Details of the supplier of the safety data shest

Company Merck KGaA ® 64271 Darmstadt * Germany * Phone:+48 6151 72-0
Responsible Department LS-0OHC * e-mail: prodsafe@merckgroup.com
1.4 Emargancy talaphone Plsass contact the reglonal company reprasanitation in your couniry.
number
SECTION 2. Hazards identification

2.1 Classification of the substanca or mbdune
Classification (REGULATION (EC) No 1272/2008)

Salf reactive substances, Type D, H242
Acute toxicity, Category 3, Oral, H301
Skin corrosion, Category 1A, H314
Acute aquatic loxicity, Category 1, HA00

For the full text of the H-Statements mantionad in this Section, see Section 16.

Classification (B7/S48/EEC or 1999/45/EC)

o Oxidising RT

H Comosive Ras

Xn Harmiful R2mz1/z22
MN Dangerous for the environment R50

For the full text of the R-phrases mentioned in this Section, see Section 16.

2.2 Label slements
Labedling (REGULATION (EC) No 12TZ/2008)
Harzard piclograms

SOOP

Signal word

Danger

The Safeby Data Sheets for cataiogue isms are available o wwsas menckgroup.com
Page 1af 15
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%
Hazard statements

H242 Heating may cause a fire.

H301 Toxic if swallowed.

H314 Causes severe skin bums and eye damage.
H335 May cause respiratory irritation.

H400 Very toxic to aquatic life.

Precautionary statements

Prevention

P210 Keep away from heat/sparks/open flames/hot surfaces. - No smoking.

P273 Avoid release to the environment.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
Response

P301 + P330 + P331 IF SWALLOWED: rinse mouth. Do NOT induce vomiting.

P305 + P351 + P338IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P309 + P310 IF exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or
doctor/physician.

P370 + P378 In case of fire: Use sand for extinction.

Reduced labelling (<125 ml)

Hazard pictograms

ORCR A

Signal word
Danger

Hazard statements
H301 Toxic if swallowed.
H314 Causes severe skin burns and eye damage.

Precautionary statements

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P301 +P330 + P331 IF SWALLOWED: rinse mouth. Do NOT induce vomiting.

P305 +P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present
and easy to do. Continue rinsing.

P309 +P310 IF exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.

P370 +P378 In case of fire: Use sand for extinction.

Contains: acetic acid, Peracetic acid

Labelling (67/548/EEC or 1999/45/EC)

Symbol(s) @ o Oxidising
. C Corrosive
N Dangerous for the environment

R-phrase(s) 7-20/21/22-35-50 May cause fire. Harmful by inhalation, in contact with skin
and if swallowed. Causes severe burns. Very toxic to aquatic

organisms.
S-phrase(s) 3/7-26-36/37/39-45- Keep container tightly closed in a cool place. In case of
61-14 contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and

seek medical advice. Wear suitable protective clothing,
gloves and eye/face protection. In case of accident or if you
feel unwell, seek medical advice immediately (show the label
where possible). Avoid release to the environment. Refer to
special instructions/ Safety data sheets. Keep away from

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

flammable organic substances.
Reduced labelling (5125 ml)

Symbol(s) B o Oxidising
B c Corrosive
B N Dangerous for the environment
R-phrase(s) 20/21/22-35 Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed. Causes
severe bums.
S-phrase(s)  3[7-26-36/37/39-45 Keep container tightly closed in a cool place. In case of contact with

eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice.

Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection. In
case of accident or if you feel unwell, seek medical advice
immediately (show the label where possible).

Contains: acetic acid, Peracetic acid

2.3 Other hazards
None known.

SECTION 3. Composition/information on ingredients

Chemical nature Mixture of inorganic and organic compounds
3.1 Substance
not applicable

3.2 Mixture

Hazardous components (REGULATION (EC) No 1272/2008)
Chemical Name (Concentration)
CAS-No. Registration number Classification

acetic acid (>=25% - <50 %)
Substance does not meet the criteria for PBT or vPvB according to Regulation (EC) No 1907/2006, Annex XlII.
64-19-7 01-2119475328-30-
XXXX Flammable liquid, Category 3, H226
Skin corrosion, Category 1A, H314

Peracetic acid (>=25 % - <50 %)

79-21-0 ") Flammable liquid, Category 3, H226
Organic peroxide, Type D, H242
Acute toxicity, Category 4, H332
Acute toxicity, Category 4, H312
Acute toxicity, Category 4, H302
Skin corrosion, Category 1A, H314
Acute aquatic toxicity, Category 1, H400

hydrogen peroxide (>=7 % -<5%)
Substance does not meet the criteria for PBT or vPvB according to Regulation (EC) No 1907/2006, Annex XI/I.
7722-84-1 01-2119485845-22- Oxidising liquid, Category 1, H271
XXXX Acute toxicity, Category 4, H332
Acute toxicity, Category 4, H302
Skin corrosion, Category 1A, H314

*) A registration number is not available for this substance as the substance or its use are exempted from registration according to Article
2 REACH Regulation (EC) No 1907/2006, the annual tonnage does not require a registration or the registration is envisaged for a later

registration deadline.

For the full text of the H-Statements mentioned in this Section, see Section 16.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Hazardous components (1999/45/EC)
Chemical Name (Concentration)

CAS-No. Classification
acetic acid (>=25% - <50 %)
64-19-7 R10

C, Corrosive; R35

Peracetic acid (>=25 % - <50 %)
79-21-0 O, Oxidising; R7
R10
Xn, Harmful; R20/21/22
C, Corrosive; R35
N, Dangerous for the environment; R50

hydrogen peroxide (>=7 % -<5%)
7722-84-1 R5
O, Oxidising; R8
Xn, Harmful; R20/22
C, Corrosive; R35

For the full text of the R-phrases mentioned in this Section, see Section 16.

SECTION 4. First aid measures

4.1 Description of first aid measures
General advice
First aider needs to protect himself.

After inhalation: fresh air. Call in physician.

After skin contact: wash off with plenty of water. Immediately remove contaminated clothing. If
available swab with polyethylene glycol 400. Call a physician immediately.

After eye contact: rinse out with plenty of water. Immediately call in ophthalmologist.

After swallowing: make victim drink water (two glasses at most), avoid vomiting (risk of
perforation). Call a physician immediately. Do not attempt to neutralise.

4.2 Most important symptoms and effects, both acute and delayed
Irritation and corrosion, Cough, Shortness of breath

4.3 Indication of any immediate medical attention and special treatment needed
No information available.

SECTION 5. Firefighting measures
5.1 Extinguishing media
Suitable extinguishing media
Water, Carbon dioxide (CO2), Foam, Dry powder

Unsuitable extinguishing media
For this substance/mixture no limitations of extinguishing agents are given.

5.2 Special hazards arising from the substance or mixture
Combustible.
Fire-promoting. Keep away from combustible materials.
Vapours are heavier than air and may spread along floors.
In the event of decomposition: danger of explosion!

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com

Page 4 of 15

123



124

SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Forms explosive mixtures with air at elevated temperatures.
Development of hazardous combustion gases or vapours possible in the event of fire.

5.3 Advice for firefighters
Special protective equipment for firefighters
Stay in danger area only with self-contained breathing apparatus. Prevent skin contact by
keeping a safe distance or by wearing suitable protective clothing.

Further information

Cool closed containers exposed to fire with water spray. Suppress (knock down)
gases/vapours/mists with a water spray jet. Prevent fire extinguishing water from contaminating
surface water or the ground water system.

SECTION 6. Accidental release measures

6.1 Personal precautions, protective equipment and emergency procedures
Advice for non-emergency personnel: Avoid substance contact. Do not breathe vapours,
aerosols. Ensure adequate ventilation. Evacuate the danger area, observe emergency
procedures, consult an expert.

Advice for emergency responders: Protective equipment see section 8.

6.2 Environmental precautions
Do not empty into drains.

6.3 Methods and materials for containment and cleaning up
Cover drains. Collect, bind, and pump off spills.
Observe possible material restrictions (see sections 7 and 10).
Take up with liquid-absorbent and neutralising material (e.g. Chemizorb® H*, Merck Art. No.
101595). Dispose of properly. Clean up affected area.

6.4 Reference to other sections
Indications about waste treatment see section 13.

SECTION 7. Handling and storage
7.1 Precautions for safe handling
Advice on safe handlling
Observe label precautions.

Hygiene measures
Immediately change contaminated clothing. Apply preventive skin protection. Wash hands and
face after working with substance.

7.2 Conditions for safe storage, including any incompatibilities
Storage conditions
Tightly closed. Separately or together with other organic peroxides only and away from sources
of ignition and heat.

Store at +15°C to +25°C.

7.3 Specific end use(s)
Apart from the uses mentioned in section 1.2 no other specific uses are stipulated.

SECTION 8. Exposure controls/personal protection
8.1 Control parameters

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Derived No Effect Level (DNEL)

acetic acid (64-19-7)

\Worker DNEL, acute Local effects inhalation 25 mg/m?
\Worker DNEL, Local effects inhalation 25 mg/m?
longterm

IConsumer DNEL, Local effects inhalation 25 mg/m?®
lacute

IConsumer DNEL, Local effects inhalation 25 mg/m?
longterm

hydrogen peroxide (7722-84-1)

\Worker DNEL, acute Local effects inhalation 3 mg/m*
\Worker DNEL, Local effects inhalation 1,4 mg/m?®
longterm

IConsumer DNEL, Local effects inhalation 1,93 mg/m*
acute

IConsumer DNEL, Local effects inhalation 0,21 mg/m?
longterm

Predicted No Effect Concentration (PNEC)

acetic acid (64-19-7)

IPNEC Fresh water 3,058 mg/l
IPNEC Fresh water sediment 11,36 mg/kg
PNEC Marine water 0,3058 mg/l
IPNEC Marine sediment 1,136 mg/kg
IPNEC Aquatic intermittent release 30,58 mg/l
IPNEC Sewage treatment plant 85 mg/l

hydrogen peroxide (7722-84-1)

IPNEC Fresh water 0,0126 mg/l
IPNEC Marine water 0,0126 mg/l
IPNEC Aquatic intermittent release 0,0138 mg/I
IPNEC Sewage treatment plant 4,66 mg/l
IPNEC Fresh water sediment 0,47 mg/kg
IPNEC Marine sediment 0,47 mglkg
IPNEC Soil 0,0023 mg/kg

8.2 Exposure controls

Engineering measures
Technical measures and appropriate working operations should be given priority over the use of
personal protective equipment.

See section 7.1.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Individual protection measures

Protective clothing needs to be selected specifically for the workplace, depending on
concentrations and quantities ofthe hazardous substances handled. The chemical resistance of
the protective equipment should be enquired at the respective supplier.

Eye/face protection

Tightly fitting safety goggles

Hand protection

full contact:
Glove material: polychloroprene
Glove thickness: 0,65 mm
Break through time: > 480 min

splash contact:
Glove material: natural latex
Glove thickness: 0,6 mm
Break through time: > 30 min

The protective gloves to be used must comply with the specifications of EC Directive
89/686/EEC and the related standard EN374, for example KCL 720 Camapren® (full contact),
KCL 706 Lapren® (splash contact).

The breakthrough times stated above were determined by KCL in laboratory tests acc. to EN374
with samples of the recommended glove types.

This recommendation applies only to the product stated in the safety data sheet<(>,<)> supplied
by us and for the designated use. When dissolving in or mixing with other substances and under
conditions deviating from those stated in EN374 please contact the supplier of CE-approved
gloves (e.g. KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Internet: www.kcl.de).

Other protective equipment
protective clothing

Respiratory protection

required when vapours/aerosols are generated.

Recommended Filter type: filter ABEK

The entrepeneur has to ensure that maintenance, cleaning and testing of respiratory protective
devices are carried out according to the instructions of the producer. These measures have to be
properly documented.

Environmental exposure controls
Do not empty into drains.

SECTION 9. Physical and chemical properties
9.1 Information on basic physical and chemical properties

Form liquid
Colour colourless
Odour stinging
Odour Threshold No information available.
pH ca. 1
at 20 °C

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Melting point ca.-37°C
Boiling point/boiling range not applicable
Flash point 62°C
Evapouration rate No information available.
Flammability (solid, gas) No information available.
Lower explosion limit No information available.
Upper explosion limit No information available.
Vapour pressure ca.14 hPa

at 20°C
Relative vapour density No information available.
Relative density ca.1,14 g/lcm?

at 20 °C
Water solubility at 20 °C

soluble
Partition coefficient: n- No information available.
octanol/water
Auto-ignition temperature No information available.
Decomposition temperature >60°C

Type D
Viscosity, dynamic No information available.
Explosive properties Not classified as explosive.
Oxidizing properties No information available.

9.2 Other data

Ignition temperature 225°C

Method: DIN 51794

SECTION 10. Stability and reactivity
10.1 Reactivity

Vapour/air-mixtures are explosive at intense warming.
A range from approx. 15 Kelvin below the flash point is to be rated as critical.

10.2 Chemical stability
stabilised
In case of decomposition in closed containers and tubes risk of bursting due to buildup of
overpressure.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

10.3 Possibility of hazardous reactions
Risk of explosion with:

Heavy metal salts, Reducing agents, Organic Substances, Amines, combustible substances,

Acetic anhydride, Strong oxidizing agents, Peroxides, potassium permanganate, perchloric acid,

phosphorus halides, Alkali metals, alkali salts, Alkaline earth metals, Metals, metallic oxides,
metallic salts, nonmetals, nonmetallic oxides, Aldehydes, Ammonia, hydrazine and derivatives,
hydrides, Ether, anhydrides, alkenes, organic nitro compounds, brass, Impurities

Exothermic reaction with:

Ether, alkalines, mineral acids, Nitric acid, Alcohols, chromosulfuric acid, halogen-halogen
compounds, chlorosulfonic acid, Tetrahydrofuran

metallic chlorides, with, Water
Risk of ignition or formation of inflammable gases or vapours with:

solvent, Hydrocarbons, fuming sulfuric acid

10.4 Conditions to avoid
Heating (explosive decomposition).

10.5 Incompatible materials
no information available

10.6 Hazardous decomposition products
no information available

SECTION 11. Toxicological information

11.1 Information on toxicological effects
Mixture

Acute oral toxicity

LD50 rat: 263 mg/kg (External MSDS)

Symptoms: If ingested, severe burns of the mouth and throat, as well as a danger of perforation
of the oesophagus and the stomach.

Risk of aspiration upon vomiting.

Acute inhalation toxicity

Symptoms: burns of mucous membranes, Cough, Shortness of breath, Inhalation may lead to
the formation of oedemas in the respiratory tract.

Acute toxicity estimate: > 20 mg/l; 4 h ; vapour

Calculation method

Acute dermal toxicity

absorption

Acute toxicity estimate : >2.000 mg/kg
Calculation method

Skin irritation

Mixture causes severe burns.

Eye irritation

Mixture causes serious eye damage.
Risk of blindness!

Sensitisation
This information is not available.

Germ cell mutagenicity

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222

Product name Peracetic acid about 38-40%

Genotoxicity in vitro

Mutagenicity (mammal cell test): chromosome aberration.

Result: negative

Method: OECD Test Guideline 473
Carcinogenicity

This information is not available.

Reproductive toxicity
This information is not available.

Teratogenicity

This information is not available.

Specific target organ foxicity - single exposure
Mixture may cause respiratory irritation.

Specific target organ foxicity - repeated exposure

This information is not available.

Aspiration hazard
This information is not available.

11.2 Further information
Absorption can result in damage to:
Kidney, Changes in the blood count

Other dangerous properties can not be excluded.
Handle in accordance with good industrial hygiene and safety practice.

Components

acetic acid
Acute oral toxicity
LD50 rat: 3.310 mg/kg (RTECS)

Acute inhalation toxicity
LCLO rat: 39,95 mg/l; 4 h (RTECS)

LC50 rat: 11,4 mg/; 4 h (IUCLID)

Acute dermal toxicity
LD50 rabbit: 1.060 mg/kg (IUCLID)

Skin irmitation

rabbit

Result: Causes burns.
(lucub)

Germ cell mutagenicity
Genotoxicity in vifro

Ames test

Salmonella typhimurium
Result: negative

(National Toxicology Program)

Teratogenicity

Did not show teratogenic effects in animal experiments. (IUCLID)

Peracetic acid
Acute oral toxicity
Acute toxicity estimate: 500,1 mgkg
Expert judgement

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Acute inhalation toxicity
Acute toxicity estimate: 11,1 mg/l; vapour
Expert judgement

Acute dermal toxicity
Acute toxicity estimate : 1.100,1 mg/kg
Expert judgement

hydrogen peroxide
Acute oral toxicity
Acute toxicity estimate: 500,1 mgkg
Expert judgement

Acute inhalation toxicity
Acute toxicity estimate: 11,1 mg/l; vapour
Expert judgement

SECTION 12. Ecological information
Mixture

12.1 Toxicity
No information available.
12.2 Persistence and degradability
Biodegradability
Readily biodegradable.
12.3 Bioaccumulative potential
No information available.
12.4 Mobility in soil
No information available.

12.5 Results of PBT and vPvB assessment

PBTAPVB assessment not available as chemical safety assessment not required/not conducted.

12.6 Other adverse effects
Ad(ditional ecological information
Biological effects:
Bactericidal effect.
Fungicide
Further information on ecology
Discharge into the environment must be avoided.

Components
acetic acid

Toxicity to fish
LC50 Lepomis macrochirus (Bluegill sunfish): 75 mg/l; 96 h (Lit.)

Toxicity to daphnia and other aquatic invertebrates
EC5 E.sulcatum: 78 mg/l; 72 h neutral (maximum permissible toxic concentration) (Lit.)

EC50 Daphnia magna (Water flea): 47 mg/l; 24 h (Lit.)

Toxicity to algae
IC5 Scenedesmus quadricauda (Green algae): 4.000 mg/l; 16 h (maximum permissible toxic concentration) (Lit.)

Toxicity to bacteria
EC5 Pseudomonas putida: 2.850 mg/l; 16 h neutral (maximum permissible toxic concentration) (Lit.)

EC50 Photobacterium phosphoreum: 11 mg/l; 15 min microtox test (IUCLID)

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET
according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

Biodegradability

99 %; 30 d

OECD Test Guideline 301D
(HSDB)

Readily biodegradable.

95%;5d
OECD Test Guideline 302B
Readily eliminated from water

Biochemical Oxygen Demand (BOD)
880mglg (5d)
(Lit.)

Ratio BOD/ThBOD

BOD5 76 %
(UCLID)

Substance does not meet the criteria for PBT or vPvB according to Regulation (EC) No 1907/2006, Annex XIII.

Peracetic acid
No information available.

hydrogen peroxide
Toxicily to fish
LC50 Pimephales promelas (fathead minnow): 16,4 mg/l; 96 h (IUCLID)

Toxicity to daphnia and other aquatic invertebrates
EC50 Daphnia magna (Water flea): 2,3 mg/l; 48 h (ECOTOX Database)

NOEC Daphnia magna (Water flea): 0,63 mg/l; 21 d (External MSDS)

Toxicily to algae
IC 50 Pseudokirchneriella subcapitata (green algae): 5,7 mg/l; 72 h (ECOTOX Database)

Growth rate NOEC Skeletonema costatum: 0,63 mg/l; 72 h (External MSDS)
Toxicity to bacteria

static test EC50 activated sludge: 466 mg/l; 30 min

OECD Test Guideline 209

static test EC50 activated sludge: > 1.000 mg/l; 3 h

OECD Test Guideline 209

Biodegradability

Readily biodegradable.

Substance does not meet the criteria for PBT or vPvB according to Regulation (EC) No 1907/2006, Annex XIII.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
Page 12 of 15
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SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No. 107222
Product name Peracetic acid about 38-40%

SECTION 13. Disposal considerations

Waste treatment methods

See www.retrologistik.com for processes regarding the return of chemicals and containers, or
contact us there if you have further questions.

SECTION 14. Transport information
Land transport (ADR/RID)
14.1 UN number
14.2 Proper shipping name

14.3 Class
14.4 Packing group
14.5 Environmentally hazardous

14.6 Special precautions for
user

Tunnel restriction code

Inland waterway transport (ADN)
Not relevant

Air transport (IATA)

14.1 UN number

14.2 Proper shipping name

14.3 Class

14.4 Packing group

14.5 Environmentally hazardous

14.6 Special precautions for
user

Sea transport (IMDG)
14.1 UN number
14.2 Proper shipping hame

14.3 Class
14.4 Packing group
14.5 Environmentally hazardous

14.6 Special precautions for
user
EmS

UN 3105

ORGANIC PEROXIDE TYPE D, LIQUID (PEROXYACETIC
ACID, TYPE D, STABILIZED)

5.2 (8)

yes
yes

D

UN 3105
ORGANIC PEROXIDE TYPE D, LIQUID
5.2 (8)

yes

yes
Not permitted for transport

UN 3105

ORGANIC PEROXIDE TYPE D, LIQUID (PEROXYACETIC
ACID, TYPE D, STABILIZED)

5.2 (8)

yes
yes

F-J S-R

14.7 Transport in bulk according to Annex Il of MARPOL 73/78 and the IBC Code

Not relevant

SECTION 15. Regulatory information

15.1 Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture

EU regulations

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No.
Product name

107222
Peracetic acid about 38-40%

Major Accident Hazard
Legislation

Occupational restrictions

96/82/EC
Oxidising

3

Quantity 1: 50 t
Quantity 2: 200 t

96/82/EC

Dangerous for the environment
9a

Quantity 1: 100 t

Quantity 2: 200 t

Take note of Dir 94/33/EC on the protection of young people at
work. Take note of Dir 92/85/EEC on the safety and health at work
of pregnant workers.

Regulation (EC) No 1005/2009 on substances that not regulated

deplete the ozone layer

Regulation (EC) No 850/2004 of the European not regulated
Parliament and of the Council of 29 April 2004 on
persistent organic pollutants and amending

Directive 79/117/EEC

Regulation (EC) No 689/2008 concerning the export not regulated
and import of dangerous chemicals

Substances of very high concern (SVHC) This product does not contain substances

National legislation
Storage class

of very high concern above the respective
regulatory limit (> 0.1 % (w/w) Regulation
(EC) No 1907/2006 (REACH), Article 57).

52

15.2 Chemical Safety Assessment

For this product a chemical safety assessment was not carried out.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com
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SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) No. 1907/2006

Catalogue No.
Product name

107222
Peracetic acid about 38-40%

SECTION 16. Other information

Full text of H-Statements referred to under sections 2 and 3.

H226
H242
H271
H301
H302
H312
H314
H332
H400

Flammable liquid and vapour.

Heating may cause a fire.

May cause fire or explosion; strong oxidiser.
Toxic if swallowed.

Harmful if swallowed.

Harmful in contact with skin.

Causes severe skin burns and eye damage.
Harmful if inhaled.

Very toxic to aquatic life.

Full text of R-phrases referred to under sections 2 and 3

R 5

R7

R 8

R10
R20/21/22
R20/22
R35

R50

Training advice

Heating may cause an explosion.

May cause fire.

Contact with combustible material may cause fire.
Flammable.

Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.
Harmful by inhalation and if swallowed.

Causes severe burns.

Very toxic to aquatic organisms.

Provide adequate information, instruction and training for operators.

Key or legend to abbreviations and acronyms used in the safety data sheet
Used abbreviations and acronyms can be looked up at www.wikipedia.org.

Regional representation

This information is given on the authorised Safety Data Sheet for your country.

The information contained herein is based on the present state of our knowledge. It charactenises the product with
regard to the appropriate safely precautions. It does not represent a guarantee of any properties of the product.

The Safety Data Sheets for catalogue items are available at www.merckgroup.com

Page 15 of 15



Anexo VI - Determinacédo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

O método utilizado para a determinacéo da CQO, baseia-se huma ebulicdo com refluxo aberto, descrito

no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Greenberg et al., 1985).

A.

Reagentes

Acido sulfarico, ¢(H2S04) = 4 mol.L™.

Acido sulfarico-Sulfato de prata.

Dicromato de potassio, solucdo padréo de referéncia, c(K2Cr207) = 0,040 mol.L1, contendo
um sal de mercario (11).

Sulfato de ferro (Il) e amoénio, solucgéo titulada, c[Fe(S04)2(NHa4)2.6H20] = 0,12 mol.L1. Esta

solucdo deve ser padronizada diariamente do seguinte modo:

Diluir 10,0 mL da solu¢éo padréo de referéncia de dicromato de potassio com cerca de 100 mL de

acido sulfarico. Titular com a solucéo de sulfato de ferro (II) e aménio, na presenca de 2 ou 3 gotas

de indicador de ferroina.

A concentracao, ¢, expressa em moles por litro, da solucéo de sulfato de ferro (Il) e amonio € dada

pela seguinte formula:

_ 10,0 X 0,04 x 6 _ 2,4

7 v a7n

c

Onde V é o volume, em mililitros, da solucao de sulfato de ferro (II) e amonio consumido na titulacéo.

Hidrogenoftalato de potassio, solucao padréo de referéncia, c(KCsHsO4) = 2,0824 mmol.L1.

Ferroina, solucao indicadora.

Equipamento

Aparelho de refluxo: constituido por um Erlenmeyer ou um tubo com gargalo esmerilado
ligado a um refrigerante de modo a evitar qualquer perda importante de matéria volatil.

Manta: placa ou outro qualquer equipamento para aguecimento que permita levar a amostra a
ebulicio em menos de 10 minutos.

Bureta de precisdo: com 10 mL de capacidade, graduada em 0,02 mL.

Reguladores de ebuli¢cdo: Esferas de vidro rugosas, de 2 a 3 mm de didmetro, ou outros
reguladores de ebuli¢éo.

Material corrente de laboratério.

Modo operatério

Medir 10,0 mL de amostra (diluida se necessério) para um baldo ou tubo do aparelho de refluxo
e juntar 5,00 mL + 0,01 mL da solucdo de dicromato de potassio e alguns reguladores de
ebulicdo. Agitar cuidadosamente.

Juntar lentamente e com precaucdo 15 mL da mistura &cido sulftrico-sulfato de prata e ligar

imediatamente o bal@o ou tubo ao refrigerante.
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e Levar a mistura reacional a ebulicdo em 10 minutos e continuar a ebulicdo durante mais 110
minutos. A temperatura da mistura reacional deve ser de 148°C+3°C.

e Arrefecer o baldo ou tubo imediatamente em agua fria até cerca de 60°C, lavando
simultaneamente o refrigerante com uma pequena quantidade de agua. Retirar o refrigerante
e diluir a mistura reacional a cerca de 75 mL. Arrefecer até a temperatura ambiente.

e Titular o excesso de dicromato com a solucdo de sulfato de ferro (Il) e aménio, na presenca de

1 ou 2 gotas da solucédo indicadora de ferroina.

D. Ensaio em branco

Efectuar em paralelo dois ensaios em branco com cada série de determinacdes seguindo o mesmo
modo operatério apresentado anteriormente, mas substituindo a toma de amostra por 10,0 mL de agua

destilada.
E. Expressédo dos resultados
A caréncia quimica de oxigénio, CQO, expressa em miligramas por litro, é dada pela seguinte formula:

8000c(Vy = V.
€QO(mg0,. 1) = A YD) (18)
0

Onde:

¢ = concentragdo, em moles por litro, da solucdo de sulfato de ferro (Il) e amanio;

Vo = volume, em mililitros, da toma para ensaio antes da diluicdo (se a mesma ocorrer);

V1 = volume, em mililitros, da solucao de sulfato de ferro (II) e amdnio consumido no ensaio em branco;

V2 = volume, em mililitros, da solugdo de sulfato de ferro (Il) e aménio consumidos no ensaio com a

amostra;

8000 = massa molar, em miligramas por litro, de ¥z de Oo.
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Anexo VIl - Protocolo do Ensaio da Proteina Bradford

Para a determinacéo da concentracdo de proteina, inicialmente, € necessario proceder a preparacao

do reagente de Bradford. Como tal, deve-se:

Dissolver 50 mg de Coomassie Blue G250 em 50 mL de metanol;

Adicionar 100 mL de H3PO4a 85%;

Adicionar a solucéo preparada seguindo os passos anteriores a 500 mL de dgua e misturar;
Filtrar e precipitar;

Adicionar 350 mL de agua;

o gk~ w D PE

Conservar a 4°C.

ApOs isto, deve-se proceder a preparacao dos padrdes de proteina BSA, com um volume de 0,5 mL,
que irdo permitir construir a curva de calibragéo inerente ao processo.

A concentracdo do BSA em stock é de 1 mg/mL, logo deve utilizar-se 4gua para diluir os padrées, e
proceder a uma diluicdo em série para obter as concentragdes padrdo de proteina apresentadas na

Tabela 31.
Tabela 31 - Padrées BSA.

Concentracao Proteina BSA Padrao (ug/mL)
2000 1000 500 250 125 62,5 31,25

Considerando o nimero de pogos necessarios e a duplicacdo de cada amostra, o preenchimento dos
pocos deverd contemplar 20 pL de padréo ou 20 pL de amostra, consoante 0 poco e ainda, 180 pL de
solucao de Bradford.

De seguida, determina-se as absorvancias a 595 nm.
Nota: A solucdo de Bradford apresenta grande afinidade com as proteinas ligando-se as mesmas, ap6s

a adicdo da solucdo de Bradford o conteddo dos pocgos irA corar de azul; quanto maior for a

concentracao de proteina mais intenso sera o azul apresentado.
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Anexo VIl - Curva de calibracdo (250 mL) e cromatogramas

Na Figura 34 é apresentada a curva de calibracdo realizada primeiramente concentrado 250 mL de

amostra.
Curva de Calibragdo ¢/ SBSE
1000
90 e L
800 | e
700 <" y=42459x + 96,143
8 R?=0,9634
3 600
o Q.
S 500
© e
\8 400 o .
< 300 e
200
100 ®
0
0 50 100 150 200 250
Concentragdo (ug/L)
Figura 34 - Curva de calibra¢éo concentrando 250 mL.
Na

Figura 35, é apresentado o cromatograma referente & curva de calibracdo em 250 mL e uma
concentracdo de 100 ppb de EE2.

Endocrin Disruptors 1s050-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
30_05_2017_CD_100ppb Diode Array
281

1007 2.72e3

O T T T T T T T T T T T T T T T Time

Figura 35 - Cromatograma referente a curva de calibracdo concentrando 250 mL (A=281 nm).
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Por sua vez, na Figura 36, é apresentado o cromatograma referente a curva de calibracdo, num litro e
uma concentracao de 100 ppb de EE2.
Endocrin Disruptors 1so50-50 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb

30_05_2017_SBSE_100ppb
100 9.57e3

Diode Array
281

Figura 36 - Cromatograma referente a curva de calibracdo concentrando 1 L (A=281 nm).

Da observacé@o dos cromatogramas, € possivel averiguar o que foi referido no ponto 6.2.3, o pico de
EE2 obtido concentrando 1 L é mais visivel e apresenta uma area superior, uma vez que estamos a

concentrar 4 vezes mais, no entanto esta rea ir4 corresponder a um valor de concentracdo na reta de

calibracao inferior.
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Anexo IX - Ensaios ecotoxicoldgicos: tabelas de resultados GST

Tabela 32 - Teste estatistico do t-student para o GST.

Teste do t-student GST
Machos Fémeas

ControloM + EE2 0,01 0,18
ControloM + EE2 + PAA 0,03 0,11
ControloM + Cont. PAA 0,02 0,29
Controlo PAA + EE2 + PAA 0,10 0,34
Controlo H20 + EE2 0,62 0,07
Controlo H20 + EE2 + PAA 0,03 0,02
Controlo H20 + Cont. PAA 0,57 0,18
Controlo H20 + ControloM 0,002 0,04
EE2 + EE2 + PAA 0,29 0,57

Tabela 33 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para o GST.

GST Género Média Desvio
(umol/min/mg) Padréo
M F M F
C1 22,78 M
c2 25,80 M
C3 20,87 M 20,69 - 3,82 -
Q c4 16,55 M
I C5 17,43 M
2 24,57 F
5 22,42 F
3 ¢ 28,45 F - 24,27 - 2,41
c4 21,50 F : :
c5 23,89 F
C6 24,80 F
Controlo 124,28 M
= & 98,92 M
= | &2 831,55 F 143,30 170,63 56,36 148,68
3 cs3 206,71 M ' ' 2 :
S c4 141,95 F
c5 38,38 F
EE2 1 35,65 F
EE2 2 27,03 F
EE2 3 17,75 M
% EE2 4 20,86 M 2401 2951 1375 535
EE2 a 44,10 M
EE2 b 25,86 F
EE2 ¢ 13,32 M
EE2+PAA 1 46,98 M
EE2+PAA 2 40,55 F
<  EE2+PAA3 30,14 F
% EE2+PPA 4 25,46 M 3537 32,12 10,86 5,77
W EE2+PAAa 27,48 F
EE2+PAA b 33,66 M
EE2+PAA ¢ 30,31 F
PAA 1 22.72 M
S pPraz 20,71 M
% PAA 3 29,07 F 22,09 2729 120 252
S PAAa 22,85 M
PAA b 25,52 F
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Anexo X - Ensaios ecotoxicoldgicos: tabelas de resultados Catalase

Tabela 34 - Teste estatistico do t-student para a CAT.

Teste do t-student Catalase

ControloM + EE2

ControloM + EE2 + PAA
ControloM + Cont. PAA

Controlo PAA + EE2 + PAA

Controlo H20 + EE2

Controlo H20 + EE2 + PAA
Controlo H20 + Cont. PAA

Controlo H20 + ControloM
EE2 + EE2 + PAA

Macho
0,01

0,01
0,10
0,61
0,003
0,004
0,04
0,08
0,90

Fémea
0,05

0,06
0,001
0,95
0,01
0,01
6,12E-06
0,10
0,81

Tabela 35 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a CAT.

CAT Género Média Desvjo
(nmol/min/ug) Padréo
M F M F
c1 14,88 M
c2 12,67 M
c3 10,5 M 11,82 - 2,45 .
9 ca 8,42 M
z C5 12,65 M
2 c1 155 F
= C2 10,64 F
S c3 1582 F - 1426 - 271
ca 17,88 F
cs 14,02 F
Cc6 11,7 F
Controlo 8,91 M
5 c1 8,76 M
[0}
= c2 6,34 F' 879 1027 011 346
& c3 8,70 M
T ca 12,87 F
c5 11,58 F
EE2 1 24,14 F
EE22 38,14 F
EE2 3 18,26 M
i EE2 4 26,77 M 2825 41,15 7,64 18,69
EE2a 35,86 M
EE2 b 61,17 F
EE2c 32,13 M
EE2+PAA 1 33,44 M
EE2+PAA 2 26,03 F
S EE2+PAA3 35,56 F
& EE2+PPA4 19,58 M 20,06 4556 822 24,29
o  EE2+PAAa 39,67 F
Y EE2+PAA Db 34,17 M
EE2+PAA C 80,96 F
PAA 1 31,20 M
p PAA 2 17,30 M
g PAA 3 45,09 F 36,91 44,43 2301 0,94
S PAA a 62,24 M
PAA b 43,76 F
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Anexo Xl - Ensaios ecotoxicoldgicos: tabelas de resultados VTG

142

Tabela 36 - Teste estatistico do t-student para a VTG.

Teste t-student VTG

ControloM + EE2

Macho

ControloM + EE2 + PAA

ControloM + Cont. PAA

Controlo PAA + EE2 + PAA

Controlo H20 + EE2

Controlo H20 + EE2 + PAA

Controlo H20 + Cont. PAA

Controlo H20 + ControloM

EE2+ EE2 +PAA

Fémea
0,01
0,003
0,07
0,001
0,001
0,001
0,26
0,05
0,04

Tabela 37 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a VTG.

VTG (Ug/mg Prot Total) Género Média Desvio Padrao
M F M F
C1 0 M
C2 0,0005 M
C3 0,0001 M 0,00 - 0,00 -
O C4 0 M
N
I C5 M
2 c1 410,45 F
£ C2 605,33 F
[e]
c3 F
© meail - 467,84 = 81,16
C4 528,96 F
c5 405,67 F
C6 430,9 F
Controlo 229,76 F
T a 438,58 F
2 c 300,14 F
= 0,00 322,83 0,00 106,24
4 c3 -140,37 M
T  ca 91,70 M
c5 -92,78 M
EE2 1 2146,71 F
EE22 2218,14 F
~ EE2b 1124,40 F
w EE2 3 720,65 M 724,21 1829,75 196,25 611,90
EE2 4 784,91 M
EE2c 460,89 M
EE2d 930,38 M
EE2+PAA 1 -174,93 M
< EE2+PAA4 -162,75 M
<
o EE2+PAAD -208,97 M
ﬁ EE2+PPA ¢ 725.40 = 0,00 733,37 0,00 @ 14,44
W EE2+PAA 3 724,66 F
EE2+PAA 2 750,03 F
PAA 1 -226,06 M
S PAA2 -137,94 M
g PAA a -122,30 M 000 54342 000 22,50
S PAA3 559,34 F
PAA b 527,51 F



Anexo Xll - Ensaios ecotoxicologicos: tabelas de resultados Peroxidacao

Lipidica

Tabela 38 - Teste estatistico do t-student para a LPO.

Teste do t-student LPO

ControloM + EE2

Macho

ControloM + EE2 + PAA
ControloM + Cont. PAA

Controlo PAA + EE2 + PAA

Controlo H20 + EE2

Controlo H20 + EE2 + PAA

Controlo H20 + Cont. PAA

Controlo H20 + ControloM

EE2+ EE2+PAA

0,92
0,82
0,63
0,65
0,01
0,01
0,01
0,12
0,43

Fémea
0,28
0,47
0,42
0,62
0,01
0,97
0,06
0,33
0,50

Tabela 39 - Dados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos para a LPO.

LPO Género Média Desvio Padrédo
(nmol/mg Prot total)
M F M F
C1 0,005 M
(o7) 0,006 M
5 C3 0,0053 M 0,006 - 0,001 -
g c4 0,007 M
S C5 0,0074 M
S c1 0,0055 F
c c2 0,008 F
© cs3 0,0064 F - 0,007 - 0,001
C4 0,0056 F
C5 0,0075 F
Controlo 0,0071 M
5§ c1 0,0020 M
2 c2 0,0014 F
z 3 0.0012 W 0,0034 0,0111 0,0032 0,0099
T ca 0,0213 F
C5 0,0107 F
EE2 1 0,0037 F
EE2 2 0,0037 F
~ EE23 0,0033 M
W EE24 0,0038 M 0,0036 0,0039 0,0009 0,0004
EE2 a 0,0047 M
EE2 b 0,0044 F
EE2c 0,0025 M
EE2+PAA 1 0,0039 M
EE2+PAA 2 0,0143 F
S EE2+PAA3 0,0013 F
E EE2+PPA 4 0,0017 M 0,0029 0,0065 0,0011 0,0060
W EE2+PAAa 0,0023 F
EE2+PAA b 0,0031 M
EE2+PAA c 0,0081 F
< PAAL 0,0042 M
< PAA2 0,00005 M
& PAA3 0,0029 F 0,0023 0,0041 0,0021 0,0017
S PAAa 0,0026 M
PAA b 0,0053 F

143



