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Resumo

Os compostos desreguladores endocrinos (EDC) sdo capazes de alterar fungbes do
sistema enddécrino e prejudicar a salde de organismos. Podem ser encontrados nos meios
aguaticos, nomeadamente, nas aguas superficiais e subterraneas, efluentes das Estacfes de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR), agua potavel, sedimentos marinhos e solo. S&o
introduzidos no ambiente continuamente em concentracdes detetaveis e significativas que

podem afetar a qualidade da agua e os ecossistemas.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de melhorar os processos de remoc¢éo do
estrogénio natural 17(3-Estradiol (E2) e do seu estrogénio sintético, o 17a-Etinilestradiol (EE2),
gue estao associados a contaminacao de aguas superficiais, subterraneas e residuais. Foram
efetuados ensaios com recurso a um reator de discos biolégicos a escala laboratorial,

simulando uma etapa de tratamento terciario que podera ser implementada numa ETAR.

Os ensaios foram realizados com uma agua residual real, proveniente de uma ETAR,
tendo consistido no estudo do crescimento do biofilme com este tipo de substrato e na remocéo
de E2 e EE2. Para controlo dos ensaios foram analisados varios parametros, nomeadamente a
caréncia quimica de oxigénio (CQO), pH e sdlidos suspensos totais e volateis (SST e SSV). O
meétodo de extragdo utilizado foi de extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) e o método
de determinacdo foi através de cromatografia liquida de alta resolu¢do com detetor de
fotodiodos (HPLC-DAD).

As eficiéncias de remocao médias do E2 variaram entre 76% no primeiro ensaio e 59% no
segundo ensaio. Relativamente ao EE2, que s6 foi testado no segundo ensaio, ndo se registou
uma remoc¢ao do composto. A eficiéncia de remocdo do E2 (média dos dois ensaios) foi de
68%, 0 que se considera bastante razoavel face as concentracBes elevadas com que se
trabalhou e face as eficiéncias de remocdao registadas noutros trabalhos, recorrendo a sistemas

de tratamento equivalentes ao utilizado.

Desta forma, a adocéo de um tratamento bioldgico através de discos biolégicos parece ser

uma solugédo a ter em consideragdo para a remocao de EDC em aguas residuais.

Palavras-chave: Compostos Desreguladores Enddcrinos, 17p-Estradiol, 17a-Etinilestradiol,

Tratamento de Aguas Residuais, Reator de Discos Bioldgicos, SBSE, HPLC-DAD.
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Abstract

Endocrine disrupting compounds (EDC) are able to change endocrine system functions
and damage the health of organisms. They can be found in aquatic environments, namely, in
surface water and groundwater, effluents from wastewater treatment plants (WWTP), potable
water, marine sediments and soils. They are introduced into the environment continuously, in

detectable and significant concentrations that may affect water quality and ecosystems.

This work was developed with the purpose of improve the removal processes of natural
estrogen 17B-Estradiol (E2) and his synthetic estrogen, the 17a-Ethinylestradiol (EE2), which
are associated with the contamination of surface water, groundwater and wastewater. Were
performed tests using a rotating biological contactor at laboratory scale and a wastewater,

simulating a tertiary treatment stage that can be implemented in WWTP.

The tests were performed with real wastewater, from a WWTP, consisted in the study of
the biofilm growth and the removal of E2 and EE2. To control the tests were analyzed several
parameters, namely, the chemical oxygen demand (COD), pH and total and volatile suspended
solids. The method of extraction used was stir bar sorptive extraction (SBSE) and the method of
determination was high performance liquid chromatography with diode-array detection (HPLC-
DAD).

The average removal efficiencies of the E2 ranged between 76% in the first test and 59%
in the second test. Regarding to EE2, which was only study in the second test, there was no
removal of the compound. The removal efficiency of the E2 (average of the two tests) was,
68%, which is quite reasonable in relation to the high concentrations worked on the tests and in
relation to the removal efficiencies recorded in other works, using treatment systems equivalent
to that used.

In this way, the adoption of a biological treatment through rotating biological contactors,

seems to be a solution to take into account for the removal of EDC in wastewaters.

Key-words: Endocrine Disrupting Compounds, 173-Estradiol, 17a-Ethinylestradiol, wastewater
treatment, Rotating Biological Contactor, SBSE, HPLC-DAD.
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Capitulo 1. Introducéo

1. Introducéo

A producdo e descarga de produtos quimicos sintéticos para o ambiente tém aumentado
significativamente nos ultimos 50 anos, devido ao crescimento exponencial da populacional e
da industrializacdo. Milhares de compostos orgénicos sdo descarregados todos os dias nos
sistemas aquaticos através de descargas de aguas residuais domésticas e industriais (Gomez
et al., 2011). Outra importante fonte para o ambiente deste tipo de compostos séo as fontes de
poluicdo difusas, nomeadamente o uso de fertilizantes na agricultura ou a deposicdo
atmosférica de poluentes provenientes de veiculos e indlstrias, que contribuem igualmente
para a dispersédo destes poluentes (Johnsen & Karlson, 2007).

Os compostos desreguladores endocrinos (EDC) sdo capazes de alterar fungbes do
sistema enddcrino e prejudicar a salude de organismos. Podem ser encontrados nos meios
aguaticos, nomeadamente, nas aguas superficiais e subterraneas, efluentes das ETAR e agua
potéavel, e em sedimentos marinhos e no solo. Sdo introduzidos no ambiente continuamente a
concentragcdes que podem afetar a qualidade da agua e os ecossistemas (Américo et al.,
2012). Atualmente, os EDC néo séo considerados mutagénicos nem com carater de toxicidade
aguda, nas concentracdes presentes no ambiente, e por isso, sdo ainda libertados sem as
devidas precaucdes (Colborn et al., 1993).

A exposi¢do ao estrogénio EE2 tem sido associada a feminizacdo dos peixes machos o
que leva ao declinio da sua fertilidade. Outros efeitos como anomalias no sistema reprodutivo,
alteragfes nas fungBes imunolégicas, alteragdes na producdo de ovos e até casos de
hermafroditismo, estdo associados a exposicdo dos seres vivos a EDC presentes no meio
ambiente (Flores-Valverde et al., 2010).

1.1.0ODbjetivos da Tese

Este trabalho teve como objetivo contribuir para o estudo da remocéo biolégica de E2 e
EE2 de &guas residuais tratadas, através de reatores de discos biolégicos. Para a sua
realizagcdo, recorreu-se a uma instalacdo piloto de discos biolégicos a escala laboratorial,
especialmente desenvolvida para este tipo de estudos. Para a prossecucdo dos estudos,

utilizou-se agua residual real proveniente de uma ETAR.

Com este estudo, pretendeu-se estudar a eficiéncia de remoc¢do de desreguladores
enddcrinos num efluente real, de forma a contribuir para um conhecimento mais aprofundado

dos mecanismos de remocédo destes compostos, nos sistemas de tratamento bioldgicos.

A utilizacdo deste tipo de sistema de tratamento, e as condicfes de alimentacdo dos
reatores (nomeadamente a CQO) foram selecionadas para que fosse avaliada a possibilidade
e inclusdo de um tipo de tratamento semelhante numa etapa ja avancada do tratamento,

nomeadamente num tratamento de afinacao.
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Capitulo 2. Revisao Bibliografica

2. Revisdo Bibliogréfica

A presenca de contaminantes quimicos no meio aquatico tem sido uma preocupacéo para
a comunidade cientifica internacional, uma vez que, anualmente sdo sintetizados diversos
compostos quimicos, que por sua vez, sao lancados para 0 ambiente com consequéncias
desconhecidas (Gaffney et al., 2014). Os contaminantes emergentes englobam uma
diversidade de compostos, incluindo cianotoxinas, aditivos de gasolina e industriais, hormonas

esteroides, produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal, entre outros (Farré et al., 2008).

Os estudos realizados até a data tém identificado em diferentes matrizes, nomeadamente,
aguas residuais, aguas superficiais e subterrdneas, varios farmacos de diferentes classes,
incluindo analgésicos, antibibticos, antidepressivos e contracetivos orais (Bialk-Bielinska et al.,
2009; Salgado et al., 2010).

2.1. Compostos Desreguladores Enddécrinos (EDC)

A constatacdo de efeitos prejudiciais, causados em varias populagbes da fauna selvagem
e até no proprio Homem, foi o ponto de partida para a eclosdo mundial de varias pesquisas

sobre os desreguladores enddcrinos (Nogueira, 1999).

Na ultima década, a exposi¢cdo das dguas superficiais a varias produtos farmacéuticos e
de cuidados pessoais tornou-se num assunto bastante sensivel. Estes compostos sdo muito
comuns nos efluentes de ETAR e apesar do risco ecolégicos e da ameaca a qualidade da adgua
de consumo humano, ndo foram criadas Leis relativas a remocao de EDC no tratamento de
aguas residuais (Vasiliadou et al., 2014).

Na Tabela 2.1, mostra-se um resumo da evolugdo histérica dos fatos e evidéncias

relativos aos efeitos adversos causados pelos EDC.
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Tabela 2.1. Evolugao histérica dos fatos e evidéncias relativos aos efeitos adversos
causados pelos EDC (adaptado de Bila & Dezotti, 2007; Nogueira, 1999).

Ano Acontecimento

1923 Deteta-se atividade estrogénica em extratos bioldgicos.

Observa-se que o diclorodifeniltricloroetano (DDT) evidencia atividade

et estrogénica.

1962 Surgem as primeiras correlagdes entre os pesticidas/quimicos sintéticos
e os problemas de satde ambiental.

1963 Verifica-se que a exposi¢do a hormonas naturais é perigosa e pode
conduzir a cancro.

1965 Publicagcdo de um artigo sobre a presenga de compostos estrogénicos
em aguas residuais

1968 Descobre-se que o DDT apresenta atividade estrogénica nos mamiferos
e aves.

1971 Verifica-se que o diclorodifenildicloroetano (DDE) esta na origem do

cancro vaginal.
1972 O DDT é proibido na agricultura.

Verifica-se que o DDE esta interligado a problemas na reproduc¢éo
humana.

1976

1977 A producéo e aplicagao de bifenilos policlorados (PCB) é restringida.

1980 A utilizac&o de certas hormonas sintéticas é restringida.

1991 Primeira vez que se utilizou o termo "Desregulador Endécrino”.

1992 Primeira publicacdo em que o termo é referido.

Deteta-se relagdo entre os xeno-estrogénios e problemas no aparelho

1993 ) : g
reprodutivo masculino e feminino.

1996 Verifica-se que combinag8es de diferentes xeno-estrogénios
apresentam sinergismos em Varios tipos de leveduras.

1998 Formam-se os primeiros grupos de investigagao a nivel mundial para

estudar e dar resposta a esta problematica.

Desenvolvem-se estudo in-vitro e in-vivo conducentes a elaboragéo de
1999 listas de substéncias classificadas como contendo potencial atividade
estrogénica.

O regulamento no qual se refere o Registo, Avaliagdo, Autorizacéo e

ALY Restricdo de substancias quimicas (REACH) foi adotado.

A partir deste ano, qualquer composto que pertenca a lista de EDC ou
2011 que seja candidato, tem que ser reportado a Agéncia Europeia de
Quimicos.

Desregulador Endocrino é o termo associado a toda a substancia ou mistura de

substancias exégenas, capazes de assumir fungées semelhantes a hormona natural dos seres
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vivos ou inibir o funcionamento normal da mesma, alterando as funcées do sistema enddécrino e

prejudicar a saude do organismo ou de uma populacdo (Nogueira, 1999).

Geralmente, estas substincias sao poluentes quimicos e derivados de quimicos
antropogénicos, provenientes de pesticidas, plasticos, detergentes, lacas, tintas e outros
materiais que constituem diversos tipos de residuos industriais ou domésticos. Sdo compostos
muito estaveis, lipofilicos e semi-volateis, também designados por poluentes orgéanicos

persistentes, facilitando uma dispersédo ambiental rapida e extensa (Nogueira, 1999).

Os efeitos dos EDC na saude podem ser sentidos até muito tempo depois de se ter dado a
exposicdo a estas substancias, quando esta se da no Utero, os efeitos podem passar para a
geracdo seguinte. Estes efeitos ndo dependem sé da sua concentragdo no ambiente, porque
mesmo em concentragdes vestigiais, a sua persisténcia, biotransformacédo, tempo de
exposicdo e bioacumulagdo, séo fatores determinantes da gravidade dos impactos causados
(Bila & Dezotti, 2007).

Nos animais, a fun¢cdo hormonal € muito afetada pela exposicdo a este tipo de compostos,
nomeadamente, o mecanismo de regulagdo, uma vez que é este que determina as
caracteristicas sexuais e o comportamento das espécies (Américo et al., 2012; Bila & Dezotti,
2007; Nogueira, 1999).

2.1.1. Classes de EDC

Os EDC encontram-se principalmente entre as classes de compostos com origem em
produtos ou subprodutos quimicos industriais, pesticidas e biocidas, produtos naturais e

hormonas sintéticas (IEH, 1995).

As substancias classificadas como EDC, incluindo as naturais e sintéticas, podem ser

agrupadas em quatro classes distintas (Bila & Dezotti, 2007):

e Substancias sintéticas utilizadas na agricultura e os seus subprodutos, como
pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas;

e Substancias sintéticas utilizadas nas industrias e os seus subprodutos, dioxinas, PCB,
compostos organicos de estanho, retardantes de chama bromados, parabenos,
alquilfenois e os seus subprodutos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH),
metais pesados, ftalatos e bisfenol A,

e Substancias naturais, como fitoestrogénios e os estrogénios naturais, estrona (E1), E2
e estriol (E3);

e Compostos farmacéuticos, como o EE2.
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2.1.2. Caracteristicas dos EDC em estudo

Os EDC utilizados neste estudo foram o 17B-Estradiol (E2) e o 17a-Etinilestradiol (EE2).
Estes compostos sdo esterbides e apresentam uma estrutura basica de 17 atomos de carbono
dispostos em quatro anéis ligados entre si (Campani et al., 2010). O E2 € uma hormona natural
e o EE2 uma hormona sintética. A caracterizacdo quimica destes compostos mostra-se
detalhada na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Caracteristicas quimicas do E2 e EE2 (adaptado de Reis Filho et al., 2006; Lee et al., 2008).

Composto E2 EE2

Estrutura
CAS - n° 50-28-2 57-63-6
Peso Molecular 272,39 296,41
Férmula Empirica C18H2402 C20H2402
Solubilidade (mg.L™) 3,85 19,1
log Kow 4,01 3,67
pKa 10,23 10,21
Koc 3300 4770

Os estrogénios sintéticos sdo prescritos, principalmente, como contracetivos orais,
terapias de reposicdo hormonal, deficiéncias motoras associadas a menopausa e tratamento
dos sintomas associados a pré e pds-menopausa. Os farmacos associados a este tipo de
indicagfes, incluem o E2, EE2 e vérios estrogénios conjugados e esterificados (Laurenson et
al., 2014).

Os principais metabolitos, dos estrogénios naturais e sintéticos, presentes na urina e fezes
incluem o E1, E2, EE2 e E3 (Laurenson et al., 2014). Como resultado da sua utilizacédo e
subsequente excrecdo, 0s estrogénios em causa séo introduzidos no ambiente através de
efluentes de ETAR, para rios e lagos, onde os organismos aquaticos ficam expostos a estes
compostos. Na Tabela 2.3 e Tabela 2.4 mostram-se as concentra¢cdes médias e intervalos de
concentracbes detetadas no ambiente, correspondentes aos compostos E2 e EEZ2,

respetivamente.

| 6
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Tabela 2.3. Concentracdes médias e intervalos de concentragfes do E2, detetadas no

ambiente (adaptado de Bila & Dezotti, 2007).

Concentracdo no

EDC Classe do EDC ambiente (ng.L?) Condicoes Local
E2 Estrogénio natural 15 Efluente doméstico Alemanha
6 Efluente de ETAR Canada
21 Esgoto doméstico Brasil
6-9 Agua Natural EUA
<0,6 - 12 Efluente de ETAR
- Paises Baixos
<0,3-5,5 Agua Superficial
<0,5-20 Efluente doméstico ltalia e
<05-7 Efluente de ETAR Holanda
11-17 Afluente de ETAR
5-9 Efluente de ETAR Franca
1-3 Agua Superficial
2,7-48 Efluente de ETAR
05-7 Agua Superficial Inglaterra
16-74 Efluente de ETAR
1,1 Efluente doméstico
Suécia
0,5 Efluente de ETAR
5. 49 E(;(X)Rblologlco de
Alemanha
1,5 Sedimento Marinho
0,27 - 2,67 Agua Superficial
EUA
0,48 - 3,66 Efluente de ETAR
10-31 Afluente de ETAR
Itélia
3-8 Efluente de ETAR
0,15-5,2 Efluente de ETAR
0,15 - 3,6 Agua Superficial Alemanha
02-2 Agua Potavel
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Tabela 2.4. Concentracdes médias e faixas de concentracdes do EE2, detetadas no
ambiente (adaptado de Bila & Dezotti, 2007; Barbosa et al., 2016).

Concentragao
EDC Classe do EDC no ambiente Condicoes Local
(ng.L™)
EE2 Estrogénio sintético 5 Efluente doméstico Brasil
1 Efluente de ETAR Alemanha
9 Efluente de ETAR Canada
<0,2-7,6 Efluente de ETAR
- Paises Baixos
<0,1-4,3 Agua superficial
<0,5-10 Efluente doméstico ltalia e
<0,2-2.2 Efluente de ETAR Holanda
0,2-7 Efluente de ETAR Inglaterra
5-7 Afluente de ETAR
3-45 Efluente de ETAR Franca
1-3 Agua superficial
0,3-1,7 Efluente de ETAR Itélia
4,5 Efluente doméstico )
Suécia
2 Efluente de ETAR
2-17 Lamas ativadas Alemanha
0,25 - 0,52 Agua superficial
EUA
0,24 -0,76 Efluente de ETAR
0,1-8,9 Efluente de ETAR
- Alemanha
0,15-0,5 Agua para consumo
22,2 -29,2 Afluente de ETAR Espanha
140 AR a,nFes da decantacéo EUA
primaria
<4,4-74 AR Austria
391,4+59,3 AR dotratamento Portugal
secundério

O E2, também pertence a classe dos EDC, e sendo uma hormona natural, é responsavel
pelo desenvolvimento das caracteristicas secundarias femininas no inicio da puberdade. Age
no controlo da ovulacdo, no desenvolvimento do sistema reprodutor, na fertilizacdo e

implantacdo do 6vulo e no aumento das glandulas mamarias durante a gravidez (Nassif et al.,

2005).

O E2 é o estrogénio de origem natural mais abundante, seguido pela estrona e estriol, que
sdo as suas principais formas de excre¢do (Américo et al., 2012). Para além do Homem,
bovinos e suinos também excretam hormonas naturais (Machado, 2010). A excrecdo destas
hormonas sexuais femininas ocorre diariamente através da urina € em menor propor¢ao pelas

fezes. Sdo libertadas continuamente no ambiente, o que Ihes concede caracter de persisténcia

(Johnson et al., 2000).
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Alguns compostos farmacéuticos, como o EE2, também estdo na lista de substancias
classificadas como EDC, uma vez que sdo hormonas sintéticas usadas como contracetivos
orais, na reposicao terapéutica da menopausa ou na prevencédo do aborto. No entanto, a maior
aplicacdo médica do EE2 baseia-se nas pilulas contracetivas, que contém entre 30 a 50 pg.L™t
de EE2 por pilula (Beausse, 2004).

2.1.3. Sistema Endocrino

O sistema enddcrino € uma conexao complexa de glandulas, hormonas e recetores, que
fornece a chave para a comunicacdo e controlo entre o sistema nervoso e as funcdes
corporais. Baseia-se em mensageiros quimicos, as hormonas que sdo segregadas no sangue

(ou outros fluidos corporais) e podem atingir todas as partes do corpo (ec.europa.eu).

Segundo Reis Filho et al. (2006) o sistema endo6crino € um mecanismo complexo,
formado por combinagfes de hormonas e glandulas, que coordena e regula a comunicagéo
entre as células, sendo responsavel pelas fungBes biolégicas normais, tais como, o
desenvolvimento embrionério, o crescimento, 0 metabolismo e a reprodugdo. A Figura 2.1,
mostra o sistema enddcrino humano, nomeadamente, as glandulas endocrinas do homem e da

mulher.

Hipotdlamo
7 Tirdide
&1 d R
‘3{5& 21 «‘?9 Paratiroide
]
Hipofise
Epifise _//Supm-renal

ﬁ-t' Pancreas

Testiculos

Figura 2.1. sistema enddcrino humano, nomeadamente, as glandulas endécrinas do homem e da mulher
(adaptado de Henriques, 2008).
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O sistema endécrino no Homem, é constituido por trés grupos distintos: um conjunto de
glandulas especializadas, mensageiros quimicos (hormonas) e células alvo. A diversidade de
glandulas e de tipos de hormonas é elevada, desempenhando um papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento, na reproducéo e na diferenciacdo sexual e ainda na formacgéao

do sistema nervoso e imunolégico (Henriques, 2008).

A alteracdo da concentracdo destas substancias no organismo pode alterar functes e
caracteristicas de 6rgéos e sistemas, principalmente em periodos criticos do crescimento e de
formacéo dos 6rgdos e tecidos, nomeadamente durante a fase embrionaria e nos primeiros

anos de vida do individuo (Castro-Correia & Fontoura, 2015).

As hormonas ndo sdo exclusivas dos seres humanos. Estdo presentes na natureza, tanto
em espécies animais como em espécies vegetais. Esta é a razdo pela qual, qualquer
substancia que interfira no mecanismo de acado hormonal pode alterar o desenvolvimento, a

reproducao e outras funcdes dos seres vivos das diversas espécies (Henriques, 2008).

2.1.4. Fontes de EDC e Efeitos nos seres vivos

e Fontes de EDC.:

A presenca de hormonas femininas em aguas superficiais, aguas subterraneas, aguas
residuais e até mesmo aguas para consumo humano, tém sido documentadas em diversos
paises como: Inglaterra, Brasil, Alemanha, Canad4, Itdlia, Holanda, Estados Unidos da América

e Suécia (Américo et al., 2012).

Uma das formas mais comuns de exposi¢cdo dos organismos com os EDC é através da

agua contaminada. Os EDC podem contaminar a 4gua de diversas formas (Rosa, 2008):

Fontes pontuais: efluentes de ETAR, efluentes de industrias, efluentes da atividade agricola,

lixiviados, etc.

Fontes Difusas: infiltracdo no solo de compostos utilizados na agricultura e inddstria, até
atingirem os lencois fredticos, recarga de aquiferos com agua contaminada, fossas sépticas,

espalhamento de lamas provenientes de ETAR, etc.

A exposi¢@o a EDC pode ocorrer através de contacto direto ou indireto. A exposicao direta
consiste através da alimentacéo, a exposicao indireta consiste, principalmente, nas descargas
de efluentes de ETAR (Duarte, 2008; Ternes et al., 1999).

As excrecdes por parte das mulheres que ingerem a pilula contracetiva, representam a
principal fonte de EE2 no ambiente. Cerca de 20 a 48% da dose diaria de EE2 presente na
pilula é metabolizada pelo corpo, a restante percentagem é excretada na sua forma original ou

como metabolitos, sulfatos ou glucoronidos conjugados. Quando estes metabolitos atingem os
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sistemas de tratamentos de aguas residuais, maioritariamente, voltam a sua forma livre ficando

dessa forma disponiveis no ambiente (Wise et al., 2011).

A Figura 2.2 mostra a contribuicdo estimada da excrecao total de estrogénios naturais
(E1, E2 e E3) e do estrogénio sintético EE2. Na Tabela 2.5, encontram-se os valores da

excrecao diaria per capita de estrogénios, em pg.

1%
°7 2% 2%

3%

W EE2

M Criangas até aos 14 anos
H Idosos

B Criangas dos 14 aos 19 aos
® Homens

B Mulheres

1 Mulheres gravidas

Figura 2.2. Contribuigcao estimada da excrecao total de estrogénios naturais (E1, E2 e E3) e do estrogénio
sintético EE2 (Wise et al., 2011).

Tabela 2.5. Excrecdo diaria per capita de estrogénio, em pug (adaptado de Reis
Filho et al., 2006; Bila & Dezotti, 2007; Campani et al., 2010).

Categoria E1l E2 E3 EE2
Mulheres em periodo fértil 8 3,5 4,8 3,5
Mulheres na menopausa 4 2,3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6000 -
Homens 39 1,6 15 -

Para além do Homem, existem outros animais responsaveis pela presenca de estrogénios
no meio ambiente. A quantidade de estrogénios libertados por animais varia consoante a
espécie em causa e o tipo producdo. Alguns investigadores relataram a presenca de E2 (de 6 a
66 ng.L'l) em aguas subterraneas proximas a areas com alta densidade de criacdo de animais.
Os estrogénios sdo naturalmente excretados ou sdo administrados como estimulante da
fertilizacdo (Bila & Dezotti, 2007; Henriques, 2008).
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Na Tabela 2.6 encontram-se detalhadas as excrecdes diarias de estrogénio total,

estimadas por diferentes espécies de animais.

Tabela 2.6. Excrecdes diarias de estrogénio total estimadas por diferentes espécies de animais (adaptado

de Wise et al., 2011).

Total de Total de Total de
Gado Espécie estrogénios estrogénios estrogénios Cabecas de gado,
P excretados pela excretados pelas  excretados por dia EUA (milhdes)
urina (ug.dia™) fezes (ug.dia™) (HQ)
Bezerros 15 30 45 17
Bovino Vacas 99 200 299 20
Prenhes 320 - 104 320 256 - 7 300 576 - 111 620 43
; Porcos 82 21 103 -
Suino
Prenhes 700 - 17 000 61 761 -17 061 -
) Ovelhas 3 20 23 2,5
Ovino
Carneiros 3 22 25 0,6

e Efeitos dos EDC nos animais:

Os peixes expostos a efluentes de aguas residuais podem bhioacumular uma mistura

complexa de quimicos estrogénicos, associados a uma variedade de estrogénios sintéticos e

naturais presentes nos residuos humanos, assim como outros compostos, tais como os

alquilfendis, resultantes das descargas industriais. A exposi¢cdo a curto prazo pode induzir

respostas de feminizacdo em peixes, que incluem o aumento dos genes dependentes de

estrogénio e de vitelogenina (VTG) (Flores-Valverde et al., 2010).

Os efeitos nocivos dos EDC presentes no ambiente tém sido alvo de estudos, muitos

deles relacionam esta problemética com a alteracdo do comportamento e reproducdo de

algumas espécies de animais. Este problema néo é isolado e atualmente existem populagées

de animais que estdo em risco (Colborn et al., 1993). Na Tabela 2.7 mostram-se alguns efeitos

dos EDC nos seres vivos.
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Tabela 2.7. Alguns efeitos dos EDC associados aos seres vivos
(Ameérico et al., 2012; Colborn et al., 1993).

Efeitos dos EDC

Animais afetados

] ) . Aves
Anomalia no funcionamento da tiréide

Peixes

Aves

Diminuigao da fertilidade Peixes

Mamiferos (Ratos)

Problemas no periodo de incubacéo

Peixes

Aves

Répteis (Tartarugas)

Feminizagdo de machos

Peixes

Aves

Mamiferos

Masculinizagdo de fémeas

Peixes

Aves

Altera¢8es na fungdo imunolégica

Aves

Mamiferos

Anomalias no sistema reprodutivo

Peixes

Répteis

Aves

Anfibios

Inducéo da sintese de VTG no plasma

Peixes

Répteis (Tartarugas)

Alterag8es na producéo de ovos

Répteis (Tartarugas)

Hermafroditismo

Peixes

Efeitos adversos na funcionalidade dos ovarios

Mamiferos (Ratos)

Anomalias nos embriées

Aves

no plasma podem ainda provocar a morte de peixes.

A proteina VTG desempenha um papel importante no sistema reprodutivo dos vertebrados
oviparos, sendo sintetizada no figado, regulada pelo estrogénio e transportada pelo sangue
para os ovarios, onde é incorporada no desenvolvimento dos Ovulos (Panter et al., 1998; Irwin
et al., 2001). O gene da VTG também estéd presente nos machos mas em condigbes normais
ndo se manifesta, possivelmente, devido a baixa concentracdo de estrogénio no sangue
(Schmid et al., 2002).

Quando os peixes machos sdo expostos a substancias estrogénicas sdo capazes de
produzir grandes quantidades de VTG e comecam a desenvolver algumas caracteristicas

idénticas as fémeas (Américo et al., 2012). Segundo Schmid et al. (2002) niveis altos de VTG
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Os principais estudos sobre os efeitos dos EDC em animais estdo relacionados com
problemas ao nivel do sistema reprodutor, afetando diretamente a reproducao e a producéo de
hormonas o que, a longo prazo, pode levar a extincdo de algumas espécies com um ciclo de

vida curto (Américo et al., 2012).

e [feitos dos EDC nos Humanos:

Durante as (ltimas duas décadas foi registado um aumento anormal de desregulacdes
patoldgicas principalmente no sistema reprodutivo masculino, nomeadamente, diminuicdo da
qguantidade e qualidade do esperma, cancro dos testiculos e prostata (Toppari et al., 1995).
Recentemente foi sugerido que estas anomalias registadas resultavam da exposi¢ao a poluicdo
por compostos antropogénicos que possuem caracteristicas desreguladoras enddcrinas
(Colborn et al., 1993; Toppatri et al., 1995).

Apesar de alguns autores referirem que ndo ha uma evidente relacdo entre a exposicao
aos EDC e danos na salde de humanos ha, no entanto, claras evidéncias experimentais e
epidemiolégicas do papel desses compostos na disfuncdo do sistema reprodutivo humano
(Américo et al., 2012).

Alguns EDC bioacumulam-se no tecido adiposo dos animais e humanos, alcangando
niveis que podem ser mais altos do que os presentes no ambiente. Por vezes levam um longo
periodo para se degradarem, permanecendo no corpo por Varios anos e em niveis mais

elevados do que as hormonas naturais (Bila & Dezotti, 2007).

A exposicdo a estrogénios sintéticos em mulheres, € o principal fator de risco para o
desenvolvimento de cancro da mama e do Utero. A exposicdo de homens adultos a
estrogénios, tem como efeitos a ginecomastia (crescimento das mamas) e interfere no
funcionamento do sistema glandular resultando em impoténcia, reducdo na producdo de

espermatozdéides (Américo et al., 2012; Bila & Dezotti, 2007).

Outro aspeto importante, sdo os efeitos nos grupos de risco (criangas, idosos, mulheres
gravidas etc.) onde doses extremamente baixas podem provocar danos significativos, mais
concretamente, efeitos ao nivel do sistema reprodutor nos adultos e problemas de
desenvolvimento em recém-nascidos, provocados por determinados metais pesados (ex.
chumbo e mercurio), pesticidas (ex. DDT), quimicos utilizados em processos industriais (ex.

PCB), solventes e outras substancias (Foster, 1998).

2.1.5. Enquadramento Legal

Mdltiplas organizagfes governamentais e nao-governamentais, como a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), a Unido Europeia (EU), o Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), entre

outros, tém vindo a desenvolver planos e programas de pesquisa sobre a problematica dos
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EDC (Bila & Dezotti, 2007; Bolong et al., 2009; Fernandes, 2016; Reis Filho et al., 2006). Na

Tabela 2.8, mostra-se um resumo historico de alguns seminarios, comités e relatérios de

avaliacdo sobre EDC.

Tabela 2.8. Resumo histdrico de alguns seminarios, comités e relatorios de avaliagdo sobre os EDC
(adaptado de Bila & Dezotti, 2007).

Ano Organizagao Objetivos de Estudo
A ~  Discusséo sobre a ocorréncia e impacto dos EDC e potenciais riscos
Agéncia Federal Alema .
que podem causar aos humanos e outros animais.
1995 US EPA EeDncﬁ:marlo para avaliar os riscos para a saude e efeitos ambientais dos
an':/lt;ir!rsézrg):r?egieal\o da Avaliacao dos efeitos de substancias estrogénicas no desenvolvimento
Dinamarca e nas fungdes do sistema reprodutivo masculino.
Seminério para desenvolvimento de estratégias para avaliar o risco dos
EDC ao meio ambiente.
1996
Desenvolvimento de programas de testes e andlises “screening” para
avaliar a acéo dos EDC.
US EPA ¢
1997 Relatério sobre os EDC presentes no meio ambiente.
Revisao e discusséo das informacdes cientificas disponiveis sobre os
EDC.
1998
OECD Desenvolvimento de métodos de ensaio para os EDC.
Revisao da literatura existente e opinido cientifica nas evidéncias dos
CSTEE EDC, em particular, avaliagao dos riscos ecoldgicos e diretrizes de
ensaios toxicoldgicos.
1999
Identificac@o dos problemas dos EDC, suas causas, consequéncias e
definicdo das medidas adequadas para dar uma resposta ao problema.
Comissdo das Primeiro relatério sobre o progresso dos trabalhos da comunidade
2001 Comunidades Europeias europeia sobre 0s EDC
Programa COMPREHEND: Avaliagéo das evidéncias dos EDC no
ambiente aquético na Europa.
2002 OECD Avaliacdo dos métodos de ensaio para as substancias estrogénicas.
OoMS Avaliacao global do estado da arte da ciéncia dos EDC.
2003 IEH Egl(a:torlo de avaliagé@o do progresso internacional da pesquisa dos
2004 Comissdo das Segundo relatério sobre o progresso dos trabalhos sobre os EDC.

Comunidades Europeias

A Diretiva 2000/60/CE de 23 de Outubro, ou Diretiva Quadro da Agua, estabelece um

quadro de acdo comunitaria no dominio da politica da agua, no entanto, ndo faz qualquer tipo

de referéncia aos EDC. Contudo, a Diretiva 2008/105/CE, no ponto 4° do artigo 16°, referiu que

de quatro em quatro anos, a Comissdo Europeia tem que rever a lista de substéncias

prioritarias referidas no anexo X da mesma (Gaffney et al., 2014).
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Foi elaborada uma proposta para uma nova Diretiva, a 31 de Janeiro de 2012, que
pretende alterar a Diretiva Quadro da Agua e a Diretiva 2008/105/CE no que diz respeito as
substancias prioritarias no dominio da politica da agua. Os EDC em estudo, E2 e EE2, ja sédo
referidos nesta nova diretiva, onde estabelece normas de qualidade ambiental em valores
médios anuais de 4x10™ pg.L™ e 3,5x10° ug.L" em aguas de superficie interiores e 8x10°
ug.L'l e 7x10° pg.L'l para os restantes tipos de aguas superficiais para o0 E2 e EEZ2,
respetivamente (Gaffney et al., 2014).

2.2. Sistemas de Tratamento de Aguas Residuais

Diversos estudos mostram que os sistemas de tratamento de aguas residuais removem
EDC, no entanto, os processos usados apresentam eficiéncias de remog¢do muito variaveis,
consoante a natureza e composicdo da agua. Geralmente, os EDC podem ser removidos de
uma AR através de quatro vias (Rosa, 2008):

e Adsorcdo aos sélidos suspensos e, ou gorduras e 6leos presentes na AR;
e Biodegradacao aerébia ou anaerdbia;
e Degradacao quimica;

e Volatilizacao.

O tratamento convencional de uma ETAR é constituido, normalmente, por trés estagios:
tratamento preliminar, tratamento primario e tratamento secundario. Nos casos em que o
efluente tratado é descarregado para massas de agua superficiais, é habitual existir o
tratamento terciario (Koh et al., 2008). Este tipo de tratamento fornece o melhor modelo para
estudar os mecanismos onde 0s estrogénios naturais sdo atenuados. Geralmente acredita-se
que a transformacdo e a biodegradacdo sdo o0s processos principais na remocgdo de
estrogénios de &guas residuais, no entanto, a adsor¢do também representa um papel
significativo na remocdo deste tipo de compostos (Koh et al.,, 2008). Na Tabela 2.9

apresentam-se alguns processos de tratamento associados a remogédo de EDC.
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Tabela 2.9. Processos de tratamento associados a remogéo de EDC (adaptado de Bolong et al., 2009).

Eficiéncia de

Processo de Tratamento Remogao Observagdes
Coagulagdo com recurso a
alumgq (sulfqto n fiple s <20% Especialmente por associagdo a matéria particulada
aluminio e potassio) ou sulfato
de ferro
Adicao de cal <20% pHentre 9 e 11
Carvao ativado em pé (PAC) >90% Tempo de contacto de 4 horas
Depende da | As eficiéncias de
Biofilme - biodegradabilidade dos | remocdo ndo sao
compostos claras
Quanto mais reativo for o =
composto e apresentar um Processo’ nao
o aconselhavel porque
. anel aromatico com o grupo
Adigdo de cloro >90% . produz produtos
funcional composto  por
A clorados que reagem
hidréxidos, melhor a| com os EDC
eficiéncia de remocéao
A taxa de remogdo aumenta Funciona de forma
Ozonizacao - ao ac!|c!onar peroxido  de semelhante ao
hidrogénio durante a
2 x tratamento com cloro
ozonizagao

2.2.1. Tratamento Preliminar

O tratamento preliminar corresponde a primeira etapa do tratamento da agua residual
numa ETAR e tem como objetivo proteger o sistema de tratamento. Normalmente é constituido
por uma gradagem, onde ocorre a separacdo de 6leos e gorduras (flotacdo) e a remocao de
sélidos de maiores dimensfes. Nesta fase do tratamento, a remoc¢édo de EDC é muito reduzida
ou insignificante (Koh et al., 2008; Rosa, 2008).

2.2.2. Tratamento Primario

No tratamento primério, a remog¢do de EDC realiza-se maioritariamente através da
adsorgdo aos solidos, que sedimentam no fundo do decantador (lamas primarias) (Rosa,
2008). Desta forma, a quantidade de EDC removida ao longo desta etapa depende (Koh et al.,
2008):
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e Em grande parte, da hidrofobicidade das hormonas;
e Teor de sélidos suspensos e da sua sedimentacao;
e Tempo de retencéo;

e Carga hidraulica.

A remocdo destes compostos também pode ser afetada pela temperatura, quanto menor a

temperatura maior a remocéo de EDC (Rosa, 2008).
2.2.3. Tratamento Secundario

O tratamento secundario ou biolégico, pode envolver processos de biodegradacao
anaerébios, apesar dos processos mais comuns nas ETAR serem os de biodegradacdo
aerdbios. Os processos aerdbios baseiam-se no contacto entre bactérias aerébias e outros
microrganismos com a AR, em contacto com oxigénio, convertendo 0s compostos organicos
em biomassa, dioxido de carbono e agua (Rosa, 2008). Dividem-se em sistemas de biomassa
suspensa, como é o0 caso das lamas ativadas, e em sistemas de biomassa fixa,

nomeadamente, discos biolédgicos e leitos percoladores.

Tem sido demonstrado que o tratamento secundéario é o processo chave da remocao da
maioria dos estrogénios, numa ETAR. A biodegradacdo desempenha um papel bastante
significativo na remocao deste tipo de hormonas, uma vez que, alguns dos microrganismos
presentes no tratamento biolégico possuem a capacidade de utilizar micropoluentes como

fontes de carbono para o seu metabolismo (Koh et al., 2008).

A remocgdo de EDC nesta fase inclui processos de degradagdo biol6gica e quimica,
processos de adsorcdo aos flocos microbiolégicos e consequente remocdo nas lamas
secundarias, bem como processos de transformacdo e volatilizacdo durante o arejamento
(Hamid & Eskicioglu, 2012; Koh et al., 2008; Rosa, 2008).

Na Tabela 2.10, observam-se alguns dos processos de tratamento, operag8es unitarias e
condigdes fisicas essenciais que contribuem para a remoc¢éo de EDC (Ahel et al., 1994; Huang
& Sedlak, 2001; Morris & Lester, 1994; Rosa, 2008).
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Tabela 2.10. Percentagens de remocdo de alguns EDC e respetivos processos de tratamento.

Eficiéncia de

EDC Processo de Tratamento RemoGao Observagdes

Biofiltragao 90%
PCB Lamas Ativadas 96%

Biofiltracdo + Lamas Ativadas 99%

. P 0

Nonilfenol (NP) Lamas Ativadas (alta carga) sem nitrificagdo 37%

Lamas Ativadas (baixa carga) com nitrificacao 7%

(produzido como
Nonilfenol polietoxilato | amas Ativadas (alta carga) sem nitrificagéo -3% produto da
degradacéo do

(NPLEO) NP)

Lamas Ativadas (baixa carga) com nitrificacao 31%

(produzido como
Nonilfenol polietoxilato | amas Ativadas (alta carga) sem nitrificacsio -5% produto da
degradacéo do

(NP2EO) NP)

Lamas Ativadas (baixa carga) com nitrificacao 91%
Nonilfenol polietoxilato | amas Ativadas (alta carga) sem nitrificagdo 78%
(NP¢EO) Lamas Ativadas (baixa carga) com nitrificacéo 98%

. ~ . .

E2 e EE2 Filtracdo com areia 70%

Microfiltragdo + Osmose inversa 95%

2.2.4. Tratamento Terciario

A otimizacdo dos processos utilizados nas ETAR é imprescindivel para diminuir as
quantidades de farmacos nos efluentes. Aumentar o tempo de retencdo das lamas, utilizar
bioreatores de membrana e processos avancados de oxidagdo, sdo algumas opc¢bes de
tratamento que tendem a reduzir os niveis de farmacos nos efluentes mas que ndo sdo muito

utilizadas por serem bastante dispendiosas (Roque, 2009).

Algumas das operagbes unitarias que constituem o tratamento terciario, aumentam
significativamente a remog&o de EDC em ETAR. Desta forma, este estudo pretende analisar a
viabilidade da implementacdo de um reator de discos biolégicos em ETAR, como tratamento

terciario, com vista a aumentar a eficiéncia de remocéao de farmacos como o E2 e EE2.
2.2.4.1. Reatores de Discos Bioldgicos

Os reatores de discos biologicos (RDC) sdo um tratamento biologico de biomassa fixa
para biodegradacdo de efluentes. Estes sistemas fornecem um meio de suporte para o
crescimento do biofilme. Podem ser arejados devido ao contacto direto do biofilme com o ar
durante a rotagdo, ou com ambiente mais controlado criando condi¢des de anoxia. A sua fase

liguida € homogénea, requerendo, por isso, pouca manutengado (Vasiliadou et al., 2014).
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Ao colocar varios conjuntos de discos em série, é possivel obter uma eficiéncia de
tratamento superior. As principais vantagens deste processo sdo a simplicidade da operacao e
custos de energia relativamente baixos, quando comparados com sistemas de biomassa

suspensa (Davis, 2010).

Uma unidade de discos biologicos consiste num conjunto de discos circulares (3 a 3,5 m
de diametro), de poliestireno ou polivinil cloridrico, pouco espacados entre si, fixados a um eixo
horizontal que roda sobre si. Ficam parcialmente submersos, normalmente cerca de 40%, num

tanque com a agua residual (Metcalf & Eddy, 2003), Figura 2.3.

Figura 2.3. Reator de discos biolégicos (www.walker-process.com/prod_bio RBC.htm).

A rotacdo dos discos pode ser garantida por forca mecanica, associada a um motor, ou
eodlica, com a instalagdo de umas péas na periferia de cada disco, a rotacao inicia-se com a
forca do vento (Metcalf & Eddy, 2003). Quando o processo de RBC entra em funcionamento,
0s microrganismos aderem as superficies em rotacédo e vao crescendo até que toda area de
superficie dos discos seja coberta. (Davis, 2010; Metcalf & Eddy, 2003).

2.2.4.2. Biofilme

Um biofilme bem desenvolvido desempenha um papel fundamental no tratamento
biolégico de AR, uma vez que uma concentracdo elevada de biomassa permite tratar
igualmente maiores cargas volumicas, contribuindo assim para uma melhor qualidade do
efluente. Tem um baixo consumo de energia e a sua manutencéo ndo requer processos de

separacéo ou reciclagem de lamas (Sarkar & Mazumder, 2015).

Um biofilme é um conjunto de microrganismos, principalmente bactérias, que aderem a

uma dada superficie num ambiente aquoso. Na realidade, a formacdo do biofilme pode
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acontecer em qualquer superficie que esteja em contacto com bactérias e com um meio liquido
(Characklis & Marshall, 1989). Na Figura 2.4, mostra-se um reator de discos biol6gicos com

presenca de biofilme, utilizado no presente estudo.

Figura 2.4. Reator de discos biolégicos com biofilme desenvolvido, utilizado no presente estudo

(Fotografia da Autora).

Um biofilme pode ser constituido por uma ou varias espécies de bactérias, incluindo,
fungos, protozodrios e algas. Os seus principais componentes Sd0 0S microrganismos, 0S seus
produtos de excre¢éo e agua (Allison, 2003). A dgua € o principal constituinte, representa cerca
de 80 a 95% da sua composicdo e 0s microrganismos representam uma fracéo inferior a 10%.
Os produtos de excrecao representam entre 70 a 95% da matéria organica seca do biofilme
(Machado, 2005).

Apé6s a sua formacdo, podem desencadear-se uma seérie de rea¢des microbiolégicas no
biofiime, benéficas ou ndo (tendo em consideracdo aspetos relacionados com a saulde
humana), dependendo das condi¢cbes ambientais envolventes (Rodrigues, 2009). A formacgéo
do biofilme, Figura 2.5, passa por trés etapas: 0 contacto das células com a superficie, 0

crescimento e colonizagéo, e o desprendimento.

biofilme

j|_ Criagdo do ZCresmmemO =y, Desprendimento e
- do biofilme

ispersdo do biofilme

Figura 2.5. Etapas de formac&o de um biofilme (adaptado de Center for Biofilm Engineering).
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2.3. Métodos analiticos e Técnicas de quantificacdo de EDC
2.3.1. Extracao Sortiva em Barra de Agitacdo (SBSE)

Existe uma procura crescente por novos métodos analiticos sensiveis, fiaveis e
economicamente mais sustentaveis, para um elevado nimero de compostos. Devido aos
baixos niveis de concentracdes presentes, a maioria dos métodos baseia-se em técnicas de
pré-concentracdo que precedem a analise. Na Ultima década, o uso de técnicas como a
extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) ou microextracdo em fase solida (SPME),

aumentou consideravelmente (Pintado-Herrera et al., 2014).

Nos Ultimos anos, a SBSE tornou-se numa técnica analitica bem estabelecida no ambito
da preparacdo de amostras, uma vez que, apresenta um desempenho notavel na andlise de
sistemas complexos, combina a microextracéo e a concentracdo dos analitos em simultaneo. E
uma técnica de sor¢do muito eficiente indicada para analise vestigial de compostos alvo, com
caracteristicas hidrofébicas até polaridade intermédia, fundamentalmente em matrizes aquosas
(Nogueira, 2012). Na Tabela 2.11 estdo descritas as principais vantagens e limitacdes da

extracdo por SBSE.

Tabela 2.11. Vantagens e limitagfes associadas a técnica SBSE (Nogueira, 2012).

Técnica SBSE

Vantagens Limitagdes

Podem ser reutilizadas centenas de vezes. Demonstra alguma ineficicia com compostos polares.

Dificuldades em andlises com diversos compostos em
Apresenta um elevado nivel de sensibilidade. simultaneo, devido a diversidade de compostos e
propriedades fisico-quimicas.

E muito sensivel a velocidades de agitagdo muito

Diminui os limites de detecéo.
elevadas.

Reduz a manipulacdo e o tempo requerido no | Volumes de amostra muito grandes, decrescem a
preparo das amostras. eficiéncia de extracao.

Na Figura 2.6 a, mostra-se um esquema da constituicdo dos dispositivos analiticos da
técnica SBSE, as barras de agitacdo magnética sao incorporadas dentro de tubos de vidro
selados e revestidos no exterior com uma camisa, contendo entre 24 e 126 pL em
polidimetilsiloxano (PDMS). Esta fase apresenta propriedades apolares que impulsionam
interacdes hidrofébicas com os analitos alvo e o polimero permite operar numa vasta gama de

temperaturas, devido as suas propriedades de difusao e termoestabilidade (Nogueira, 2012).

O principio da técnica SBSE consiste em dois passos essenciais, a extracdo ou

enriguecimento dos analitos da amostra para o PDMS e a retroextracdo, ou dessorcdo, dos
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mesmos da fase polimérica para o sistema cromatografico. A Figura 2.6 b, mostra os modos
de operacao relativos a extracdo e a Figura 2.6 ¢, os modos de retroextracdo utilizados na
técnica de SBSE (Nogueira, 2012).

PDMS

Vidro ‘ Material magnético

HS-SBSE SBSE

Figura 2.6. Representacdo esquemética da constituicdo da barra de agitacdo (a), dos modos de operacao
relativos a extracao (b) e a retroextracao (c), utilizados na técnica de SBSE (adaptado de Nogueira, 2012).
1- Frasco de amostragem; 2- HS; 3- Vortex; 4- Amostra; 5- Barra de agitagdo magnética em Teflon; 6-
Barra de agitagdo de SBSE; 7- Vial; 8- Solvente para a dessorcao liquida (LD); 9- Tubo de vidro para a

dessorgao térmica (TD).

A capacidade de retengdo do composto alvo ao PDMS néo é influenciada pela presenca
de interferentes da matriz. A SBSE é controlada pelo coeficiente de particdo de solutos entre a
fase do PDMS e a fase aquosa (Baltussen et al., 1999; Queiroz, 2009). Relativamente ao
coeficiente de particdo octanol-agua (Log Ko) € possivel afirmar que quanto maior for o grau
de hidrofobicidade dos analitos alvo, maior sera a eficiéncia de extragao por SBSE (Nogueira,
2012).

Podem existir variaveis que influenciam o processo de extragdo, nomeadamente, o volume
da amostra, o tempo de equilibrio e a velocidade de agitacdo, o ajustamento do pH, a
polaridade e também a forca i6nica da matriz. A SBSE opera a temperatura ambiente,

principalmente quando o modo de amostragem ocorre por imersdo (Nogueira, 2012).

Durante a preparacdo da amostra, a adigdo de um eletrélito favorece a migracdo dos
solutos para a fase polimérica, efeito salting-out. Desta forma, a adi¢do de um sal aumenta a
recuperacdo dos compostos, forcando-os a migrarem para a fase de PDMS, melhorando a

eficiéncia de extracdo (Nogueira, 2012; Pintado-Herrera et al., 2014).

No sentido de minimizar a adsor¢do dos analitos as paredes de vidro dos vials,
recomenda-se a utilizacdo de alcoois, como € o caso do metanol, para modificar a polaridade

da matriz durante o processo de extragdo (Nogueira, 2012; Pintado-Herrera et al., 2014).
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2.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolugédo (HPLC-DAD)

Existem dois grandes grupos de técnicas cromatograficas: a cromatografia gas-liquido
(GC) e a cromatografia liquido-liquido (LC). Estas técnicas s&do adequadas para separar
elementos simples de amostras complexas (Rangel, 2010). Neste estudo, a técnica utilizada
denomina-se por Cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC), com detetor de Fotodiodos
(DAD), em coluna de fase reversa (C18). A Figura 2.7 ilustra o equipamento de HPLC utilizado

neste estudo.

Figura 2.7. Equipamento HPLC-DAD utilizado neste estudo (Fotografias da Autora). 1- Eluentes; 2-

Detetor de Fotodiodos; 3- Coluna cromatogréfica.

A técnica de HPLC é muito utilizada na determinagdo de compostos com concentragdes
vestigiais numa determinada amostra. Apresenta vantagens ao nivel da rapidez dos resultados,
no poder de resolucéo e na detecdo de compostos com concentragdes vestigiais. Esta técnica
divide-se em duas fases: uma fase estacionaria, enchimento da coluna cromatografica, e uma
fase movel, eluente que percorre a coluna cromatogréafica. Normalmente, a separacdo dos
compostos ocorre em fase reversa, em que a fase estacionaria é apolar e a fase mével polar
(Rangel, 2010; Silva, 2007).

S&o usadas colunas cromatogréaficas equipadas com materiais apolares, como géis de
silica modificados com grupos alquilo e percorridas por uma fase moével liquida polar. Os
compostos sdo separados através da migracdo destes na coluna, porém, o nivel de definigdo
depende da fase estaciondria. A afinidade que a fase estacionaria tem pelos diferentes
compostos permite um arrastamento destes ao longo da coluna a diferentes velocidades,

obtendo-se uma melhor leitura (Rangel, 2010).
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2.4. Caracterizacao da ETAR de Fernéo Ferro

A agua residual utilizada durante este trabalho foi recolhida na ETAR de Ferndo Ferro.
Esta ETAR encontra-se em funcionamento desde 1988 e localiza-se no concelho de Seixal,
freguesia de Ferndo Ferro (Russo, 2011). E explorada pela empresa Aguas de Lisboa e Vale
do Tejo (ALVT) e tem capacidade para efetuar o tratamento de 5890 m®dia® de aguas
residuais urbanas, para o ano horizonte de projeto, que corresponde a cerca de 32 700
habitantes equivalentes (ARHT, 2011). Na Figura 2.8 observa-se a vista aérea da ETAR em

questao.

Figura 2.8. Vista aérea da ETAR de Ferndo Ferro

(https://iwww.flickr.com/photos/cmseixal/5247067674/in/photostream/).

O tratamento da fase liquida desta ETAR é composto por duas linhas em paralelo e a
sequéncia de tratamento esta detalhada na Figura 2.9. E importante referir que a agua residual
foi recolhida a jusante da decantacdo secundaria e a montante da desinfecdo por UV, isto &,

logo apds a decantacao secundaria.
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Gradagem
Grossa

Tamisador

~\

Reator de Lamas
Ativadas

Setor Bioldgico

Decantagao
Secundaria

J/

Desinfecdo por

uv

J

Desarenador/
Desengordurador

Decantagao
Primaria

Figura 2.9. Sequéncia de tratamento da ETAR de Ferndo Ferro (adaptado de
Saraiva, 2015).

2.4.1. Caracteristicas da dgua residual

Segundo a ALVT, durante o ano de 2016 o caudal médio tratado na ETAR de Ferndo

Ferro foi de 1 100 m°.dia™. Na Tabela 2.12 s&o apresentadas as caracteristicas quantitativas e

qualitativas do afluente da ETAR e os respetivos requisitos de qualidade do efluente tratado.

Tabela 2.12. Caracteristicas quantitativas e qualitativas médias atuais

do afluente e os requisitos de qualidade do efluente tratado na ETAR de
Fernéo Ferro (ALVT, 2016).

Paréametro Concentracdo  Unidade
Caudal médio 1100 m®.dia™
CBOs 150 mg.L™"
Afluente CQO 322 mg.L™"
SST 119 mg.L"
Coliformes fecais <2000 NMP.100 mL™
CBOs 25 mg.L"
Efluente cQo 125 mg'L_i
SST 35 mg.L
Coliformes fecais 1000 NMP.100 mL™

| 26



Capitulo 3. Plano Experimental

3. Plano Experimental

Com o objetivo de estudar a eficiéncia de remocdo de E2 e EE2 em aguas residuais
urbanas com recurso a discos biol6gicos foram realizados ensaios numa instalacdo piloto a

escala laboratorial.

Neste estudo, a agua residual utilizada passou previamente por um tratamento secundario

numa ETAR, isto &, o estudo teve por base uma agua residual urbana real tratada.

As condi¢Bes da solucdo de alimentagdo que se pretenderam simular incluem valores
caracteristicos de um efluente secundario, isto é, por exemplo, em termos de CQO de 125
mgO,.L™

A Tabela 3.1 apresenta o plano experimental do presente trabalho e a Tabela 3.2 resume

as condi¢cdes do mesmo.

Tabela 3.1. Plano experimental do presente trabalho.

Fase Descricao

Estudo do desenvolvimento do biofime com AR
tratada proveniente de uma ETAR

2 Métodos analiticos auxiliares aos ensaios

Estudo da remocdo de E2 com recurso a extragado
por SBSE

Estudo da remocéo de E2 e EE2, em simultaneo,
com recurso a extragdo por SBSE

Tabela 3.2. Resumo das condi¢des iniciais dos ensaios realizados.

Ensaio Farmaco Sp(ug.L™) CQO (mg O,L") Caudal (L.h™)

1 E2

2 E2 e EE2
Sp — Concentragdo do farmaco injetado diariamente na alimentacéo (AR).

100 125 0,5
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Para a realizacdo dos ensaios utilizou-se uma instalagédo piloto de discos bioldgicos,
especialmente desenvolvida para este tipo de ensaios. A Tabela 4.1 mostra as principais

caracteristicas desta instalacao piloto.

Nas Figura 4.1 e Figura 4.2 mostra-se um diagrama da instalacdo piloto e uma fotografia
da mesma, respetivamente. Na Figura 4.3 é possivel visualizar a instalacédo piloto de discos

biolégicos mais pormenorizada.
O equipamento associado ao funcionamento da instalacéo piloto era composto por:

e Um reservatorio de armazenamento da solucdo de alimentacdo com uma capacidade
de 25 L, instalado num frigorifico com uma refrigeracéo de aproximadamente de 4°C;

e Um reservatorio para recolha do efluente do reator, também com uma capacidade de
251L;

e Uma bomba peristaltica de débito variavel, marca Lead Fluid, tipo YZ15.

Tabela 4.1. Caracteristicas da instalacéo piloto de discos biolégicos.

Numero de reatores 1
Volume unitério (L) 0.9
Numero de discos por reator 4
Diametro dos discos (m) 0.12
Velocidade de rotacdo dos discos (rpm) 10

Motor-redutor de acionamento dos discos Marca: Oriental Motor (Jap&o) 5IK60GS-CFE
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Figura 4.1. Esquema da instalagdo piloto utilizada no plano experimental (adaptado de
Fernandes, 2016; Vicente, 2016).1- Reservatério que armazena a alimentacdo (adgua
residual), 2- Frigorifico, 3- Bomba Peristéltica, 4- Reator de Discos Bioldgicos, 5-

Reservatorio de descarga.

Figura 4.2. Instalagcdo piloto utilizada no plano experimental (Fotografia da autora). 1-
Frigorifico com a alimentacéo, 2- Reator de discos biolégicos, 3- Bomba peristéltica, 4-

Reservatério de descarga de efluente.
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Figura 4.3. Vista detalhada da instalacéo piloto (Fotografias da autora). 1- Solugdo de
alimentacdo refrigerada; 2- Bomba peristéltica; 3- Reator biolégico com biofilme

desenvolvido; 4- Reservatério de descarga de efluente.

4.1.1. Agua residual

Foram realizadas duas recolhas pontuais de 4gua residual na ETAR de Ferndo Ferro, uma
no dia 20 de Junho de 2016 e outra no dia 12 de Julho de 2016. Cada uma das amostras tinha
um volume de 240 L, ou seja, o volume total necesséario para que se realizassem 0s ensaios
com a mesma agua residual. Ap6s cada recolha, a AR manteve-se refrigerada numa camara
frigorifica a 3,3°C. A Figura 4.4 mostra o procedimento envolvido na recolha de 4gua residual

na ETAR de Ferndo Ferro.

Figura 4.4. Recolha da agua residual utilizada no trabalho experimental (Fotografia da

autora).
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4.1.2. Agua residual sintética

A agua residual sintética (substrato) foi utilizada para simular um efluente doméstico.
Neste estudo, durante a etapa de desenvolvimento do biofilme, para além do recurso a agua
residual doméstica proveniente de uma ETAR, foi também necesséaria a utilizacdo de um
complemento com AR sintética para obter a concentracdo de CQO pretendida de 125 mg O,.L
! uma vez que, a concentracdo inicial de CQO da AR real era de 40 mg 0,.L™" e ia diminuindo

ao longo do tempo, apesar de ficar conservada numa camara frigorifica a 3,3°C.

Foi preparada uma solucédo concentrada de substrato, adaptada de Dang et al. (1989) e
Domingos (1999), para evitar a sua preparacdo diaria e a introducdo sucessiva de erros de
pesagem de cada composto. A concentracdo da solugcdo concentrada foi de 14 000 mg.L'1 e
ficou conservada num frigorifico a 4°C. Desta forma, para os 14 L.dia® de alimentacgéo, o
volume que se retirou desta solugdo, em mL, foi igual ao valor de CQO que era necessario

1

para perfazer os 125 mg O,.L". A Tabela 4.2 mostra a composi¢cdo da solugdo e as

concentracdes de cada composto.

Tabela 4.2. Composicao do efluente doméstico simulado (adaptado de Dang et al.,
1989; Domingos, 1999).

Composto gL
Glucose 8,7500
Peptona 1,7500

Extrato de Levedura 0,8750
KH2PO4 1,4000
(NH4)2S04 2,6250

MgS0,.7H.0 0,3500

CaCl,.2H,0 0,0350

FeCl3.6H,0 0,0018

MnS0O4.5H20 0,0175

4.1.3. Material

Farmacos:

e Farmaco E2: marca, Alfa Aesar, com a referéncia L03801, com 99% de pureza.
Consultar a ficha técnica de seguranca no Anexo |, para mais detalhes sobre o
farmaco;

e Farmaco EE2: marca, Sigma Aldrich, com a referéncia E4876-1G, com 98% de pureza.
Consultar a ficha técnica de seguranca no Anexo Il, para mais detalhes sobre o

farmaco.
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Sistema de HPLC-DAD:

e Cromatégrafo, marca Waters Alliance, tipo 2690 de bomba quaterndaria associado a um
detetor de fotodiodos, marca Waters, tipo 996;

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

e Coluna Luna 5um C18 (2) 100 A (OOF-4252-Y0Q), LC Column 150 x 3 mm.

Reagentes:

e Acetonitrilo, marca Carlo Erba — Heagenis, MW(g.mol™) 41,05;

¢ Metanol, marca Carlo Erba — Heagenis, MW(g.moI'l) 32;

e Acido Férmico 98% PA-ACS, marca Panreac, 98% de pureza, MW(g.mol™) 46,03;
e DMSO (Dimetilsulféxido), marca Carlo Erba — Heagenis, MW(g.moI'l) 78,13.

Sistema de filtracdo a vacuo:

e Bomba de vacuo, marca Millipore Waters, tipo DOA-V130-BN, com uma pressao de
1200 bar;

e Filtros de micro fibra de vidro Filter-Lab de porosidade 1,2 ym, 47 mm,;

e Filtros Macherey-Nagel de porosidade 0,4 pym, 45 mm;

e Filtros Millipore de porosidade 0,22 um, 47mm.

Balancas:

e Kern 470-36, Max 2000 g, Min 0,5 g, d=0,01 g, e=0,1 g;
e Mettler Toledo AG 204, Max 210 g, d=0,1 mg.

e Barras SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction), marca Gerstel Twister, tipo GC 011555-001-00,
espessura do filme de 1 mm e comprimento da barra de 20 mm,;

e Acrodisc LC 13 - PVDF, marca Gelman, porosidade de 0,2 pm;

e Agitadores magnéticos, marca J.P. Selecta, tipo Agitamatic-N;

e Sistema de fluxo de azoto alimentado por uma botija, presséo a 15°C: 200 bar + 5%;

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

e Sistema de aquecimento em banho de agua, marca SBS;

e Vortex, marca Fisher Bioblock Scientific, modelo Top-Mix 11118;

e Micropipeta, marca Autoclavable, modelo BioPette Plus (de 20 a 200 pL);

e Utilizacdo do programa MassLynx V4.0 para analisar os cromatogramas.

33|



Capitulo 4. Materiais e Métodos

4.2. Métodos

4.2.1. Crescimento do biofilme

E essencial controlar o crescimento do biofilme até atingir o estado estacionario, de forma
a garantir uma remocdo dos compostos alvo no momento em que se inicia a injecdo dos
mesmos. Para assegurar e controlar o crescimento de biofilme no reator foi necessario realizar

0 seguinte procedimento:

- Preparacdo semanal da solugdo mae concentrada, com os compostos indicados na
Tabela 4.2, pesando as quantidades apresentadas para um baldo de 1L e diluindo em agua

desmineralizada.

- Preparacdo da solucdo de alimentagcdo para o reservatério de armazenamento: para
além dos 14L de AR real com uma concentracdo de CQO de aproximadamente 40 mg O,.L™,
foi necesséario juntar um volume de 85 mL da solu¢éo concentrada de AR sintética, ponto 4.1.2,
para que o valor chegasse aos 125 mg 0,L" O processo de alimentacdo foi realizado

diariamente e a solucdo de alimentagéo foi mantida a 4°C.
- O crescimento do biofilme teve a duracdo de cerca de 7 dias.

- Calibracdo diaria das bombas peristélticas, utilizando uma proveta graduada e um

cronémetro.
- Controlo diario das concentra¢des da CQO a entrada e saida do reator.
- Controlo dos solidos de dois em dois dias.
4.2.2. Modo operatorio utilizado nos Ensaios

O modo operatoério utilizado foi baseado no método elaborado pelas autoras Fernandes
(2016) e Vicente (2016):

¢ Recolha de 250 mL de amostra a saida do reator, Figura 4.5 a);

¢ Filtragdo da amostra através de um sistema de filtragcdo a vacuo com filtros de 1,2 e 0,4
pm e colocar num erlenmeyer, Figura 4.5 b);

e Adicdo de 25 g (100 g.L™) de cloreto de sédio (NaCl) & amostra filtrada;

e Mergulho da barra de agitacdo SBSE na amostra preparada;

e Tapar o erlenmeyer, envolvé-lo com um plastico preto e levar a agitar durante 3 horas a
900 rpm, Figura 4.5 c);
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sn a)

Figura 4.5. Primeiras etapas do processo de extragdo com a técnica SBSE (Fotografias
da Autora). a) Recolha da amostra no interior do reator; b) Filtracdo a vacuo; c) Agitador

com o erlenmeyer que contém a amostra e a barra.

Processo de dessorcao:

e Extracdo da barra para um vial com 3 mL de acetonitrilo (CHsCN), Figura 4.6 a);
e Agitacdo durante 1 hora a 300 rpm;

e Aguecimento em banho de 4gua, a 60°C durante 10 minutos, Figura 4.6 b);

Figura 4.6. Etapas do processo de dessorcao (Fotografias da Autora). a) Vial com a barra
de SBSE em acetonitrilo; b) Aquecimento em banho de agua a 60°C.
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Sonicacdo da solucédo resultante:

Este processo consiste na dessor¢cao do composto da barra para o liquido que esta no
vial;

Colocar o vial com a barra num copo e colocar um pouco de agua no copo para facilitar
0 processo de sonica¢éo;

Levar aos ultrassons entre 5 a 10 minutos, dependendo da frequéncia do equipamento.
Neste caso, Figura 4.7, o tempo de sonicagdo era de 5 minutos com uma frequéncia
de 35 KHz;

Remover a barra da solugdo sonicada.

Figura 4.7. Equipamento de ultrassons (Fotografia da Autora).

Preparacao da solucao resultante para a injecdo em HPLC-DAD:
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Concentrar até a secura (evaporar) a solugdo sonicada sob fluxo de azoto, Figura 4.8
a);

Retomar com 200 pL de metanol (CH3OH), com um fator de concentragdo de 1250,
Figura 4.8 b);

Agitar o conteddo num vortex para garantir a mistura de toda a amostra concentrada
com o Metanol, Figura 4.8 ¢);

Colocar a amostra resultante dentro de um vial pequeno com um insert de 200 pL e
injetar em HPLC-DAD, Figura 4.8 d).
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c) d)
Figura 4.8. Etapas do processo de preparacdo da amostra para a injetar no HPLC-DAD

(Fotografias da Autora). a) Sistema de fluxo de azoto; b) Micropipeta para retomar a
amostra evaporada com metanol; ¢) Vortex; d) Vials com insert de 200 pL.

Injecdo em HPLC-DAD:

e Eluicdo isocratica: 50% de agua ultra pura filtrada (filtro de 0,22 pm) com 0,1% de
acido férmico (HCOOH); 50% de acetonitrilo, Figura 4.9 b);

Tempo de corrida: 10 minutos;

Fluxo: 0,5 mL.min%;

Volume de injecdo: 20 pL;
Coluna cromatogréfica: Luna 5 pm C18 (2) 100 A (OOF-4252-YO), Figura 4.9 c);

Pré-coluna C18, marca Phenomenex, KJ0-4282.
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Figura 4.9. Etapa de inje¢do no HPLC-DAD (Fotografias da Autora). a) Equipamento
HPLC-DAD; b) Eluentes; c) Coluna cromatografica.

Lavagem e condicionamento da barra SBSE:

e Colocar 3 mL de DMSO para um copo;
e Aplicar a barra no copo com o solvente e levar a agitar durante 1 hora a 100 rpm;
e Colocar 3 mL de acetonitrilo para um vial e juntar a barra, levar a agitar durante

aproximadamente 12 horas a 100 rpm.

4.2.3. Parametros de Controlo

e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO):

A determinagdo da CQO foi elaborada através do método de refluxo aberto e durante a
fracdo soluvel das amostras. O modo operat6rio pode ser consultado no Anexo lll.

e Solidos Suspensos Totais (SST), Solidos Suspensos Volateis (SSV) e Sélidos
Suspensos Ndo Volateis (SSNV):

O modo operatério e as férmulas utilizadas para determinar os SST, SSV e SSNV

encontram-se descritos no Anexo V.

oLH:

O pH da matriz € uma varidvel muito importante na técnica de SBSE. Condigdes muito
acidas ou bésicas ndo sdo recomendadas, para evitar a degradagdo quimica do PDMS

existente nas barras de agitacao utilizadas nesta técnica (Nogueira, 2012).
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No decorrer dos ensaios mediu-se o pH da solucdo de alimentacdo, para verificar a sua
estabilidade. O pH foi determinado pelo método potenciométrico, com recurso a um aparelho
de marca WTW series - Inolab, modelo ION 735, Figura 4.10.

Figura 4.10. Potenciémetro utilizado para medir o pH da alimentacéo (Fotografia da Autora).

4.2.4. Curvas de Calibracéo e determinacdo do Limite de Detecdo (LD) e Limite de
Quantificagéo (LQ)

e Curvas de Calibracao utilizadas nos ensaios:

Através destas curvas de calibragdo foi possivel encontrar a equacao da reta adequada
para calcular as concentra¢des de E2 e EE2 existentes nas amostras analisadas. As curvas de
calibracdo foram elaboradas com farmaco misto, isto é, com o farmaco E2 e EE2 em
simultaneo. Este fato foi possivel, isto €, a juncdo dos dois farmacos na mesma solucao,
porque tém tempos de reten¢do diferentes, ndo havendo qualquer tipo de interacdo entre eles
e, por isso, serem faceis de detetar no equipamento.

Os padrées de farmaco misto foram preparados em agua desmineralizada, com
concentracbes de 25, 50, 100 e 200 ug.L'l e posteriormente refrigerados a 4°C. Apés a
extracdo dos compostos com as barras SBSE, foram injetadas trés amostras de cada
concentracdo no HPLC-DAD, com o procedimento descrito no ponto 4.2.2. As areas dos
cromatogramas resultantes destas injecdes foram analisadas no comprimento de onde de 281

nm.

e Determinacado do Limite de Detecado (LD) e do Limite de Quantificacdo (LO):

Em termos quantitativos, o LD representa o minimo tedrico medido, a partir do qual é

possivel detetar a presenca do analito (E2 ou EE2) com uma certeza estatistica razoavel, ou
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seja, corresponde a mais pequena quantidade de substéncia a analisar que pode ser detetada
numa amostra mas ndo necessariamente quantificada como valor exato. Em termos
qualitativos, corresponde a concentracdo minima que é possivel distinguir do branco, isto €, de
uma amostra que contém a mesma matriz mas nao contém o analito. O LQ representa a menor
concentragcao medida, a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito com uma determina
exatiddo e precisédo (Huber, 2007; ICH, 1996).

A determinacéo do LD e LQ do método SBSE, foi calculada através da seguinte férmula
(Shrivastava & Gupta, 2011):

LD = Xbl + SSbl

LQ = Xp1 + 10Sp;
Onde:
- Xp1 € a média da &rea do pico no tempo de retencdo do composto E2/EE2 no branco;

- Sp1 € 0 desvio padrao do Xp;.

4.2.5. Ensaio 1 com uma concentracdo de 100 pg.L™ de E2

Neste ensaio, utilizou-se uma concentragdo constante a entrada do reator de 100 pg.L'l de
E2 e a alimentagcédo (AR) com uma concentracdo de CQO de 125 mg 0,.L™, correspondente a
um efluente tratado, de acordo com o Decreto-Lei 152/97, de 19 de Junho. Teve a duracdo de

16 dias e os primeiros 7 dias destinaram-se apenas ao crescimento do biofilme.

No decorrer do ensaio, foram realizados os processos descritos nos pontos 4.2.1, 4.2.2 e

4.2.3, acrescentando-se as seguintes etapas (Fernandes, 2016; Vicente, 2016):

e Preparacdo de uma solucdo concentrada de E2 em metanol, com uma concentragéo
de 1400 mg.L"l e refrigerada a 4°C:

- Colocar 14 mg de E2 para um baldo de 10 mL e perfazer com metanol.

e Da solucdo padrdo de E2 em metanol, retirava-se diariamente 1 mL para injetar na
solucdo de alimentacao, isto é, para alcancar a concentracéo pretendida de 100 pg.L™
de farmaco;

¢ Recolha diria de 250 mL de amostra a saida do reator;

¢ Recolha de 2 em 2 dias, de 250 mL de amostra a entrada do reator para controlar os

sélidos, a concentracao de farmaco e de CQO.

E importante referir que a preparacéo da alimentacdo com o farmaco diferiu um pouco da
preparacdo na etapa de crescimento do biofilme, ponto 4.2.1, pois a solu¢do concentrada de
farmaco preparada em metanol contribuia com cerca de 86 mg 0,.L"! de CQO nos 14L de

alimentacéo, consultar Anexo VIl. Desta forma, a alimentagéo foi preparada com a AR real,
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que tinha uma concentracéo de cerca de 40 mg O,.L™" de CQO e com a solucéo de E2. A meio
do ensaio foi necessario adicionar um pouco da solucdo concentrada de AR sintética, visto

que, a concentracdo de CQO da AR real diminuia ligeiramente ao longo do tempo.

Neste ensaio, para além da realizagdo do procedimento descrito no ponto 4.2.2, foi
acrescentado um passo que consistiu na filtracdo da amostra evaporada através de um
acrodisc de 0,2 um de porosidade, Figura 4.11 a), com o intuito de proteger o equipamento

HPLC-DAD. Em seguida, encontra-se o procedimento detalhado deste passo adicional:

- Ap6s a evaporacdo da amostra e a retoma com 200 pL de Metanol, filtrou-se o
concentrado com recurso a um conjunto de seringa com acrodisc, Figura 4.11 b);

a)

acrodisc

0

b)

Figura 4.11. Material utilizado na Gltima filtracdo da amostra (Fotografias da Autora). a)

Acrodiscs, b) Seringa com acrodisc, utilizada no processo de filtracao.

- Colocou-se a amostra filtrada num vial com um insert de 200 uL e seguiu-se 0 processo
da injecdo no HPLC-DAD.

Ao finalizar este ensaio, procedeu-se a manutengdo de todo o material e equipamento,
para garantir as mesmas condi¢fes iniciais entre ensaios. A manutencédo baseou-se em retirar
o biofilme dos discos e do reator e lavar com agua e lixivia, e novamente agua, todo o sistema

da instalacao piloto.
4.2.6. Ensaio 2 com uma concentragdo de 100 pg.L'1 de E2 e EE2

Neste ensaio, utilizou-se uma concentracdo & entrada do reator de 100 pg.L™ de farmaco

misto, E2 e EE2, e a solucdo de alimentacao (AR) com uma concentracdo de CQO de 125 mg
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0,.L % correspondente a um efluente tratado, de acordo com o Decreto-Lei 152/97, de 19 de
Junho. O ensaio durou 16 dias, os primeiros 7 dias destinaram-se apenas para o crescimento

do biofilme.

No decorrer deste ensaio, foram realizados os processos descritos nos pontos 4.2.1, 4.2.2
e 4.2.3, acrescentando-se as seguintes etapas (Fernandes, 2016; Vicente, 2016):

e Preparacdo de uma solugdo concentrada de E2 e EE2 em metanol, com uma
concentracdo de 1 400 mg.L'1 e refrigerada a 4°C:

- Colocar 14 mg de E2 e 14 mg de EE2 para um baldo de 10 mL e perfazer com
metanol.

e Da solucdo padrdo de E2 e EEZ2, retirava-se diariamente 1 mL para injetar na solucéo
de alimentacao, isto é, para alcancar a concentracdo pretendida de 100 pg.L™ de cada
composto;

e Recolha diaria de 250 mL de amostra a saida do reator;

e Recolha de 2 em 2 dias, de 250 mL de amostra a entrada do reator para controlar os

sélidos, a concentracéo de farmaco e de CQO.

A adicdo diaria de farmaco na solucdo de alimentacdo continha E2 e EE2, onde cada
farmaco teve, igualmente, uma concentracdo de 100 pg.L™, nos 14L de AR. A semelhanca do
primeiro ensaio, a solu¢do concentrada com os dois farmacos também contribuiu, pelos
mesmos motivos, com cerca de 86 mg 0,.L" de CQO para a alimentacdo do reator, consultar

Anexo VII.

As diferencas existentes nos dois ensaios consistiram na preparacdo da solucdo padréo
de farmaco em metanol, que neste ensaio foi preparada com os dois farmacos em simultaneo,
e na exclusédo do passo da filtracdo com acrodisc, devido aos resultados apresentados no
ponto 5.3.4.

4.2.7. Método de quantificacdo do E2 e EE2 pelo processo de extragao SBSE

Segundo Fernandes (2016) e Vicente (2016), o processo para determinar a concentracao

de E2 e EE2 existente nas amostras, esta descrito nas seguintes etapas:

1. Analise do cromatogramas no comprimento de onde 281 nm, Figura V.1;
2. Identificacdo do pico de cada composto através do tempo de retencdo e do espetro,
Figura V.2:

Tempo de retencdo do E2: 4,4 minutos
Tempo de retencéo do EE2: 5,6 minutos

3. Quantificagéo da area do pico de cada composto;
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4. Determinacdo da concentracdo de E2 e EE2 através da férmula obtida pela curva de

calibracdo, descrita no ponto 4.2.4 e representada no ponto 5.1;

Area do pico+25,261
1,9628

Concentragdo de E2 (ug.L™) =

Area do pico+62,739
3,1572

Concentragdo de EE2 (ug.L™) =

4.2.8. Métodos analiticos realizados no decorrer dos ensaios

e Curva de Calibracdo em Metanol:

Este teste teve como objetivo comparar a eficiéncia da barra SBSE na presenca de
metanol e na presenca de dgua desmineralizada. Como ambos os farmacos em estudo sédo
hidrofébicos, terdo mais afinidade com o metanol o que leva a ndo se aderirem a barra. Na
presenca de 4gua 0 processo € inverso e por isso os farmacos terdo mais tendéncia em se

aderirem a barra.

Os padrdes foram preparados em metanol, com concentracdes de 50, 100 e 200 pg.L™ e
posteriormente refrigerados a 4°C. Apés a preparacao dos padrbes com as barras SBSE, foram
injetadas trés amostras de cada concentracdo no HPLC-DAD, com o procedimento descrito no
ponto 4.2.2. As areas dos cromatogramas resultantes destas inje¢cBes foram analisadas no

comprimento de onda de 281 nm.

e Curva de Calibracao direta:

A elaboracado desta curva de calibracdo com padrdes diretos teve o objetivo de encontrar
uma equacgdo da reta adequada, para calcular as concentracbes de E2/EE2 existentes nas
amostras dos testes diretos auxiliares, realizados no decorrer dos ensaios. As concentracdes
dos padrdes foram de 200, 500, 1000 e 2000 ug.L'l, para garantir a detecdo dos farmacos no
HPLC-DAD. Os padrdes foram preparados com E2 e EE2, como anteriormente, e colocaram-se
200 pL' de cada padrdo diretamente em vials. Foram injetados duplicados de cada

concentracdo no HPLC-DAD, sem utilizar o processo de extracdo em SBSE.

e Preparacao dos brancos:

A preparacao de brancos é essencial para analise dos cromatogramas e, também para a
determinacé@o do LD e LQ. Prepararam-se dois tipos de brancos, (i) com a matriz de agua
desmineralizada e (ii) com a matriz de AR. Os brancos de agua desmineralizada foram usados
para calcular o LD e o LQ, os brancos de AR foram analisados no inicio de cada ensaio antes
da injecdo com E2 e EE2, para verificar se a AR ja tinha alguma quantidade dos compostos

alvo.
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Os brancos em agua desmineralizada, foram preparados utilizando o processo descrito no
ponto 4.2.2, em que os 250 mL de amostra sdo, no entanto, 250 mL de agua desmineralizada
sem qualquer tipo de farmaco. Os brancos de AR foram preparados do mesmo modo mas com
250 mL de AR.

e Fotodegradacéo dos farmacos:

Este estudo serviu para verificar se os farmacos séo vulneraveis a quando expostos a luz
solar. Foram preparados dois padrées com uma concentracdo de 500 pg.L™ de E2 e EE2. Um

dos padrdes ficou exposto a luz solar e o outro padréo isolado da luz solar, mas ambos
permaneceram a temperatura ambiente. O ensaio durou cinco dias, diariamente foram
retiradas amostras diretas de cada baldo e injetadas no HPLC-DAD, ou seja, sem recurso as

barras SBSE.

e Adsorcdo de E2 e EE2 aos materiais da instalacao piloto:

A realizacdo de testes de adsorcdo dos farmacos aos diferentes materiais da instalacéo
piloto, como os reservatorios de armazenamento e as mangueiras de alimentagédo, verificam se
os farmacos colocados no reservatério de alimentacdo chegam ao reator. De acordo com
Fernandes (2016) e Vicente (2016), E2 e EE2 n&do adsorvem aos reservatdrios de alimentagéo
nem as mangueiras de silicone que levam a alimentag&o para os reatores. Deste modo, néo foi
necessério a realizacdo do teste de adsorcéo, pois 0s materiais e os farmacos utilizados nos

ensaios foram os mesmos das autoras.

e Teste de adsorcao de E2 e EE2 ao acrodisc:

O processo de filtracdo das amostras com acrodisc antes da injecdo em HPLC-DAD, evita
a contaminacdo ou colmatacdo da coluna e do equipamento com diversos compostos. Devido
a alguns resultados inesperados e inconclusivos no inicio do primeiro ensaio, testaram-se
todos os passos de preparacdo das amostras, onde se incluiram os acrodisc, para que se
pudesse aferir a possivel interferéncia com os resultados e a adsorgdo dos compostos ao
acrodisc. Com o intuito de confirmar o possivel problema associado a esta filtracdo, foi

realizado este teste de adsorcéo dos farmacos em estudo ao acrodisc.

Desta forma, foram preparadas amostras de agua residual, agua residual sintética, agua
desmineralizada e de um padrdo com E2 e EE2. Todas as amostras tinham uma concentracdo
de 200 ug.L™" de E2 e EE2 e foram injetadas diretamente no HPLC-DAD, em duplicado. No
entanto, um dos duplicados foi filtrado com um acrodisc de 0,2 um e o outro ndo, assim €&

possivel verificar se existe uma eventual adsor¢éo dos farmacos ao acrodisc.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Curvas de Calibracao utilizadas nos ensaios

Nas Figura 5.1 e Figura 5.2 mostram-se as curvas de calibracdo utilizadas nos ensaios. Estas
curvas de calibracao foram utilizadas para determinar as concentracdes de E2 e EE2 presentes

nas amostras analisadas ao longo dos ensaios.

Curva de Calibragéo - E2

400
350 A
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250

200 v =1,9628x - 25,261
150 e R?=0,9963
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50 /9/
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Figura 5.1. Curva de Calibracédo de E2 utilizada ao longo dos ensaios.

Curva de Calibragéo - EE2
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Figura 5.2. Curva de Calibrac@o de EE2 utilizada no segundo ensaio.

Para determinar as concentracdes dos farmacos utilizou-se a equacéo resultante de cada
curva de calibracdo. A equacdo para calcular a concentracdo de E2 foi y=1,9628x — 25,261,

com um coeficiente de correlacdo R?=0,9963. A equacio da curva de calibracso para o EE2 foi
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y=3,1572x — 62,739, com um coeficiente de correlacdo R’=0,9878. No Anexo V estdo
representados alguns cromatogramas das curvas de calibracdo e as respetivas areas dos

picos.

e Determinacado do Limite de Detecdo (LD) e do Limite de Quantificacdo (LQ):

Os valores de LD e de LQ calculados através das férmulas apresentadas no ponto 4.2.4,
encontram-se na Tabela 5.1. As areas dos picos dos brancos utilizados para calcular estes

limites, podem ser consultadas em anexo na Tabela VI.1.

Tabela 5.1. Valores de LD e LQ correspondentes a cada farmaco em estudo.

E2 EE2 Unidade
LD 20,82 22,12 1
pe.L
LQ 35,23 25,03

5.2. Ensaio 1 com uma concentracdo de 100 ug.L™ de E2

O primeiro ensaio foi realizado com uma concentracdo de 100 pg.L™* de E2 e teve a
duracéo de 16 dias, 7 dias destinados ao crescimento do biofilme e os restantes com a inje¢édo
do farmaco. No Anexo VIII encontram-se os resultados dos parametros de controlo diarios

obtidos durante a injecdo do farmaco.

Na Figura 5.3 mostram-se algumas fotografias do desenvolvimento do biofilme ao longo
deste ensaio, a primeira fotografia mostra o inicio do crescimento do biofilme, antes da injecéo
com E2, e as restantes correspondem aos dias 1, 5 e 8, durante a injecdo do farmaco na

alimentacéo.
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Figura 5.3. Desenvolvimento do biofilme no decorrer do primeiro ensaio (Fotografia da
autora). 1- Aspeto do biofilme na etapa de crescimento; 2- Dia 1; 3- Dia 5; 4- Dia 8.

Observando estas figuras, verifica-se uma alteracdo de cor no biofilme ao longo deste
primeiro ensaio, apresentando uma tonalidade castanha. E importante referir que se verificou
um rapido desenvolvimento do biofilme.

E possivel observar um ligeiro aumento da espessura do biofime e nos ultimos dias do
ensaio (Figura 5.3 4), visualizou-se o desprendimento de algum biofilme do meio de suporte, o
que entra em conformidade com o sucedido no estudo de Fernandes (2016) e Vicente (2016),

onde a semelhanca destes ensaios, a idade do biofilme também néo foi controlada.

Na Tabela 5.2 apresentam-se as concentracdes de E2 a entrada e saida do reator, em
que o Dia 0 corresponde ao dia em que o farmaco foi injetado na alimentacdo pela primeira
vez. Os cromatogramas e os valores necessarios para calcular as concentracdes de E2 e a
respetiva eficiéncia de remocéo estdo apresentados no Anexo IX. A eficiéncia de remocéo de

E2, calculada através das concentracfes a saida do reator, esta apresentada na Figura 5.4.
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Tabela 5.2. Concentragdes de E2 a saida do reator, referentes ao primeiro ensaio.

Ensaio 1
Data Dia Concentracéo a saida (ug.L'l)
27/06/2016 0 ND
28/06/2016 1 25,61
29/06/2016 2 15,42
30/06/2016 3 17,96
01/07/2016 4 23,06
02/07/2016 5 29,17
03/07/2016 6 19,49
04/07/2016 7 25,10
05/07/2016 8 28,15
ND- N&o Detetavel
Ensaio 1
100
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S 80 81
2 74 82 72
g 71 75
g 60
x
3
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Figura 5.4. Eficiéncia de remocao de E2 ao longo do primeiro ensaio.

Analisando a Tabela 5.2, com as concentracBes de E2 a entrada e saida do reator, e a
Figura 5.4, é possivel constatar que as eficiéncias de remocado correspondentes ao primeiro
ensaio, oscilaram entre os 71 e 85% (em termos de valores absolutos), apresentando uma
média de remocdo de cerca de 76%. Estes valores sdo bastante otimistas, uma vez que,
segundo o estudo desenvolvido por Fernandes (2016) com a mesma metodologia e técnica de
extracdo, as eficiéncias de remocédo de E2 variaram entre 32 e 88% (em termos absolutos), e
cerca de 66% como média de remocao.

A Figura 5.5 compara as concentracdes de CQO a entrada e saida do reator e mostra a
sua evolucdo ao longo deste ensaio. Os valores das concentracbes de CQO podem ser
consultados na Tabela VIII.1. A eficiéncia de remocdo de CQO correspondente ao primeiro
ensaio estd apresentada na Tabela 5.3.
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Figura 5.5. Concentragdes diarias de CQO a entrada e saida do reator, ao longo do

primeiro ensaio.

Tabela 5.3. Eficiéncia de remog&o de CQO ao longo do primeiro ensaio.

Ensaio 1

Eficiéncia de remocéo
de CQO (%)

28,0
53,1
50,0
66,7
38,5
42,9
46,9
44,0
44,7

Dia

w0 |N [0 [0 [~ W N [k O

Para controlar o processo em termos de carga organica, determinou-se a CQO a entrada
e saida do reator e a eficiéncia de remocdo de CQO associada, ao longo dos ensaios. De
acordo com os valores obtidos nos estudos realizados por Fernandes (2016), Rodrigues (2009)
e Vicente (2016), verificou-se que, apoés os 6 dias foi atingido o regime proximo do estacionario,

correspondente a estabilizacéo dos valores da CQO.

A determinacdo dos SST, SSV e SSNV a saida do reator, Anexo VI, também foi
realizada neste primeiro ensaio, com o intuito de verificar se 0 mesmo decorria numa situagao

préxima do estado estacionario e se os sélidos interferiam na remo¢éo dos compostos. Neste
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ensaio, os soélidos no interior do reator encontravam-se em pequenas quantidades, tendo
variado entre 22 e 60 mg.L™", apresentando uma média de cerca de 43 mg.L™, o que demonstra
que a remocdo do E2 estava associada essencialmente a degradacédo por parte da biomassa

fixa aos discos do reator.

Ao longo deste ensaio, o0 pH manteve-se constante e proximo de neutro, os valores

obtidos foram de aproximadamente 6,9.
5.3. Métodos analiticos auxiliares

5.3.1. Curva de Calibracdo em Metanol

Nas Figura 5.6 e Figura 5.7 mostram-se as curvas de calibragdo em metanol. Estas
curvas de calibracdo foram elaboradas para testar o meio (agua ou metanol) mais adequado

para extrair os compostos através das barras SBSE.

E2
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16 Q//////’
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Figura 5.6. Curva de Calibracdo em metanol de E2.
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Figura 5.7. Curva de Calibracdo em metanol de EE2.
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A equacao resultante da curva de calibracdo em metanol para o E2 foi y=0,0269x +
12,402, com um coeficiente de correlacdo de R*=0,842. A equacdo da curva de calibracdo em
metanol para o EE2 foi y=0,0399x + 9,7342, com um coeficiente de correlacdo de R*=0,8648.
No Anexo XlIlI estdo representados alguns cromatogramas das curvas de calibracdo em

metanol e as respetivas areas dos picos.

Na Figura 5.8 e na Figura 5.9 foi possivel comparar as curvas de calibracdo em metanol

com as curvas de calibragdo em agua desmineralizada, para cada um dos compostos.

E2

# Metanol

(]
< 100 Agua Desm.

0 L 2 . 2 x 4
0 50 100 150 200
Concentracéo (ug.L1)

Figura 5.8. Comparacdo da curva de calibragdo em metanol com a curva de calibragdo em agua

desmineralizada para o E2.
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Figura 5.9. Comparacdo da curva de calibracdo em metanol com a curva de calibragdo em agua

desmineralizada para o EE2.

Analisando estas Ultimas duas figuras, verificou-se que a curva de calibracdo em agua
desmineralizada utilizada ao longo dos ensaios, foi a mais indicada para calcular as

concentracdes de E2 e EE2 presentes nas amostras. Devido a hidrofobicidade dos compostos
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em estudo e com a curva de calibracdo em agua desmineralizada, estes acabam por aderir a

barra possibilitando a sua extracdo e quantificacdo sem grandes erros associados, como seria

0 caso da curva de calibracdo em metanol.

5.3.2. Curva de Calibracgéo direta

As curvas de calibracdo realizadas com padrbes diretos podem ser visualizadas nas
Figura 5.10 e Figura 5.11. Estas curvas de calibracéo foram elaboradas para poder analisar os

resultados dos testes auxiliares diretos, ou seja, que nao passaram pelo método SBSE e foram

injetados diretamente no HPLC-DAD.

Area do Pico

A equacao resultante da curva de calibracao elaborada através de padrdes diretos para o
E2 foi y=0,2867x - 6,1067, com um coeficiente de correlacdo de R?=0,9999. A equacdo da
curva de calibracéo direta para o EE2 foi y=0,2662x - 7,4767, com um coeficiente de correlagcéo

de R®=0,9989. No Anexo Xl estdo representados alguns cromatogramas das curvas de
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Figura 5.10. Curva de Calibracéo direta para o E2.
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Figura 5.11. Curva de Calibragdo dedireta para o EE2.

calibracdo de padrdes diretos e as respetivas areas dos picos.
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5.3.3. Fotodegradacéo de E2 e EE2

O teste de fotodegradacédo serve para verificar se os farmacos sdo vulneraveis a luz solar
e se sdo degradaveis ao longo do tempo. Na Tabela 5.4 apresentam-se os resultados de E2 e
EE2 expostos a luz solar ao longo de 6 dias, e na Tabela 5.5 observam-se os resultados dos
compostos desprovidos de luz solar com a mesma duragdo. A determinacdo das
concentracdes foi realizada utilizando a curva de calibracdo direta, visto que estas amostras
foram colocadas diretamente no HPLC-DAD, sem passarem pelo processo de SBSE. No

Anexo IV podem consultar-se os cromatogramas correspondentes ao teste de fotodegradacao.

Tabela 5.4. Concentracdes de E2 e EE2 ao longo de 6 dias e expostos a luz solar, com

uma concentrac&o inicial de 500 pg.L™.

Luz Concentracdo de E2 Concentracdo de EE2

(ug.L™) (ug.L™)
Dia 0 230,58 894,27
Dia 1 254,99 985,99
Dia 2 317,78 1221,84
Dia 3* - -
Dia 4 108,50 435,67
Dia 5 321,27 1234,94

*Ndo foram apresentados resultados para o Dia 3 porque o0s
cromatogramas apresentavam muito ruido e por isso ndo foi possivel
realizar as leituras.

Tabela 5.5. Concentragfes de E2 e EE2 ao longo de 6 dias e desprovidos de luz solar,

com uma concentracgéo inicial de 500 ug.L'l.

Concentracdo de E2 Concentragdo de EE2

S/Luz (Hg.L?) (Hg.L™)
Dia 0 338,70 1300,46
Dia 1 460,78 1759,06
Dia 2 272,43 1051,50
Dia 3 377,07 1444,59
Dia 4 248,02 959,78
Dia 5 241,04 933,58

Analisando estes resultados e as areas dos picos associadas, que podem ser consultadas
no Anexo |V, foi possivel observar que os compostos ndo apresentam indicios de degradacao
ao longo do tempo, mesmo expostos a luz solar. Observou-se também um erro associado ao
composto EE2 pois as concentragfes vdo aumentando ao longo do tempo, algumas até para
mais do dobro da concentracéo inicial de 500 ug.L'l. Estes resultados inesperados podem estar

associados a utilizagdo de uma micropipeta inadequada para estas concentragfes, durante a
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elaboracdo dos padrdes. Apesar de serem questionaveis, os resultados associados ao EE2

nao deixaram de ser apresentados juntamente com os resultados do E2.

Estes resultados entram em conformidade com os resultados apresentados pelos autores
Fernandes (2016), Vicente (2016) e Yilmaz & Kadioglu (2013), que concluiram que E2 e EE2
ndo apresentavam qualquer indicio de degradacéo, nas mesmas condic¢des testadas.

5.3.4. Adsorcédo de E2 e EE2 ao acrodisc

O teste de adsorcdo dos farmacos em estudo ao acrodisc tem como finalidade averiguar
se 0 E2 e EE2 ficam adsorvidos ao acrodisc na filtragdo final, antes da injecdo em HPLC-DAD.
Os resultados obtidos das amostras néo filtradas e filtradas com acrodisc, podem ser

consultados na Tabela 5.6 e Tabela 5.7, respetivamente.

Os célculos analiticos para determinar as concentragdes foram realizados com recurso a
curva de calibracdo direta, visto que estas amostras foram colocadas diretamente no HPLC-
DAD, sem passarem pelo processo de extracdo com as barras SBSE. No Anexo XV

encontram-se 0s cromatogramas referentes ao teste de adsorgéo.

Tabela 5.6. Resultados das leituras das amostras nao filtradas.

Concentracdo Concentracao

SIAcrodisc o Eo (ug.L D) de EE2 (ug.LY)
SO'“E‘?Z"?‘S'EE‘Z‘? de 61,13 56,37
AR - .
Desmﬁgeliglizada 24,19 35,71
AR sintética 28,73 -

Tabela 5.7. Resultados das leituras de amostras filtradas com acrodisc.

Concentracdo Concentracao

C/Acrodisc o bo (ug.L )  de EE2 (ug.LY)

Solugdo-mée de

E2 e EE2 31,97 67,76
AR - -
Agua 43,34 37,97
Desmineralizada
AR sintética 36,05 61,90
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Estes resultados foram inconclusivos, algumas amostras ndo sdo detetadas no HPLC-
DAD, nomeadamente, a AR e outra amostra de AR sintética. Por vezes a concentracdo do
composto na amostra filtrada com o acrodisc é mais elevada do que a concentracdo da mesma

amostra ndo filtrada, o que ndo acontece em todas as amostras.

Desta forma, devido aos resultados inconclusivos apresentados e a falta de tempo para
realizar novos testes de adsorcéo, optou-se por retirar a filtragdo com acrodisc no decorrer do
segundo ensaio. No entanto, para ensaios futuros recomenda-se a realizacdo deste processo
de filtragdo com o intuito de proteger o equipamento HPLC-DAD.

5.4. Ensaio 2 com uma concentracdo de 100 ug.L™ de E2 e EE2

O segundo ensaio foi realizado com uma concentragdo de 100 pg.L™" de E2 e de EE2, teve
a duracdo de 16 dias, 7 dias destinados ao crescimento do biofilme e os restantes com a
injecdo do farmaco. No Anexo X encontram-se os resultados dos parametros de controlo

diarios obtidos durante a inje¢édo do farmaco.

Na Figura 5.12 mostram-se algumas fotografias do desenvolvimento do biofilme ao longo
deste ensaio, a primeira fotografia mostra o inicio do crescimento do biofilme, antes da inje¢éo
com os dois farmacos em estudo, e as restantes correspondem aos dias 1, 5 e 8, durante a

injecdo de E2 e EE2 na alimentag&o.

Figura 5.12. Desenvolvimento do biofilme no decorrer do segundo ensaio (Fotografias da

autora). 1- Aspeto do biofilme na etapa de crescimento; 2- Dia 1; 3- Dia 5; 4- Dia 8.
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Observando estas figuras, verificar-se uma acentuada alteracdo de cor no biofime ao
longo deste segundo ensaio, apresentando uma tonalidade castanha mais clara, em
comparacdo com o primeiro ensaio. Verificou-se igualmente um rapido desenvolvimento do
biofilme.

Foi possivel observar um ligeiro aumento da espessura do biofiime. Contrariamente ao
primeiro ensaio, o desprendimento do biofilme foi minimo ou inexistente apesar da idade do

biofilme também néo ser controlada.

Na Tabela 5.8 apresentam-se as concentraces de E2 e EE2 a entrada e saida do reator,
em que o Dia 0 corresponde ao dia em que o farmaco foi injetado na alimentacdo pela primeira
vez. Os cromatogramas e 0s valores necessarios para calcular as concentra¢gfes dos farmacos
e as respetivas eficiéncias de remocdo estdo representados no Anexo Xl. As eficiéncias de
remocado de E2 e EE2, calculadas através das concentracbes a saida do reator, estdo
apresentadas na Figura 5.13 e Figura 5.14, respetivamente.

Tabela 5.8. Concentracdes de E2 e EE2 a saida do reator, referentes ao segundo ensaio.

Ensaio 2
) Concentracao a saida (Hg.L™h
Data Dia

E2 EE2
19/07/2016 0 ND ND
20/07/2016 1 44,97 115,53
21/07/2016 2 47,13 152,28
22/07/2016 3 14,91 90,82
23/07/2016 4 41,21 152,90
24/07/2016 5 27,14 99,37
25/07/2016 6 41,40 129,48
26/07/2016 7 43,58 161,98
27/07/2016 8 14,04 223,53

ND- Nao Detetavel
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Ensaio 2
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Figura 5.13. Eficiéncia de remocao de E2 ao longo do segundo ensaio.

Analisando a Tabela 5.8, e as concentra¢gfes de E2 a entrada e saido do reator, e a

Figura 5.13, foi possivel constatar que as eficiéncias de remocao para o E2 correspondentes

ao segundo ensaio, oscilaram entre os 53 e 86%, apresentando uma média de remog¢éo de

59%. Neste ensaio, a média de remocgdo baixou um pouco comparativamente com 0 primeiro

ensaio, no entanto, os valores continuam a ser otimistas e de acordo com o0s resultados

apresentados noutros estudos realizados em condi¢cdes semelhantes.

Ensaio 2

-16

-52

-62 EE2

Eficiéncia de Remocao (%)

124"

Tempo (Dias)

Figura 5.14. Eficiéncia de remocao de EE2 ao longo do segundo ensaio.
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Relativamente ao EE2, as eficiéncias de remocao ndo foram as previstas para este ensaio
com estas condi¢cdes, uma vez que oscilaram entre -124 e 9%, apresentando uma média de
remocao negativa de -41%, ou seja, ndo existiu remocdo. Ao longo do ensaio nota-se um
aumento da concentracdo de EE2, ficando a ideia de que vai acumulando de dia para dia, ndo
apresentando qualquer tipo de remocdo. Segundo Vicente (2016), estudo realizado somente
com o EE2 mas com a mesma metodologia e método de extracdo utilizado neste ensaio, as
eficiéncias de remocéo do EE2 variaram entre 0 e 64%, sendo que na maioria foram inferiores
a 50%.

Estas diferencas correpondentes ao EE2 podem estar associadas a sua baixa
biodegradabilidade e a composicdo da agua residual real. Para uma melhor compreensao da
remocao deste composto em agua residual € essencial a realizacdo de mais ensaios e estudar
a composicao do biofilme, de forma a analisar se 0os microrganismos tém alguma preferéncia

pelo E2 e que tipo de microrganismos séo responsaveis pela biodegradacédo do EE2.

A Figura 5.15 compara as concentragdes de CQO a entrada e saida do reator e mostra a
sua evolucdo ao longo deste ensaio. Os valores das concentracdes de CQO podem ser
consultados na Tabela X.1. A eficiéncia de remogdo de CQO correspondente ao primeiro
ensaio esté apresentada na Tabela 5.9.

CQO - Ensaio 2
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Figura 5.15. Concentrag@es diarias de CQO a entrada e saida do reator, ao longo do

segundo ensaio.
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Tabela 5.9. Eficiéncia de remocédo de CQO ao longo do segundo ensaio.

Ensaio 2

Eficiéncia de remocéo
de CQO (%)
49,0
46,7
45,9
40,2
43,0
41,6
41,8
38,1
394

Dia

O N[O |N|FL|O

Para controlar o processo em termos de carga orgéanica, determinou-se a CQO a entrada
e saida do reator e a eficiéncia de remoc¢édo de CQO associada, ao longo dos ensaios. De
acordo com os valores obtidos nos estudos realizados por Fernandes (2016), Rodrigues (2009)
e Vicente (2016), verificou-se que, apés os 6 dias foi atingido o regime préximo do estacionario,
correspondente a estabiliza¢&o dos valores da CQO.

A determinacgdo dos SST, SSV e SSNV & saida do reator, Anexo X, também foi realizada
no decorrer deste segundo ensaio. Verificou-se que os SST presentes no reator foram
ligeiramente mais elevados comparativamente ao primeiro ensaio, tendo variado entre 44 e 194
mg.L™" e apresentando uma média de cerca de 140 mg.L™. Demonstra, igualmente ao primeiro
ensaio, que a remoc¢éo do E2 e EE2 estava associada essencialmente & degradacédo por parte

da biomassa fixa aos discos do reator.

Ao longo deste ensaio, o pH manteve-se constante e proximo de neutro, os valores

obtidos foram de aproximadamente 7,1.
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6. Conclusbes
De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que:

e O crescimento do biofilme com recurso a agua residual real e ao processo de discos
biolégicos, apresentou resultados muito favoraveis e um desenvolvimento notério num
curto espaco de tempo.

e O estudo da degradacéo biologica dos farmacos E2 e EE2 decorreu proximo do regime
estacionario e de um modo estavel, no decorrer dos dois ensaios realizados.

¢ No primeiro ensaio, com uma concentracdo de 100 pg.L'l de E2 e 125 mgOZ.L'l de AR,
as eficiéncias de remocdo de E2 variaram entre 71 e 85% (valores absolutos),
apresentando uma média de 76%.

e No segundo ensaio, com uma concentracdo de 100 ug.L'1 de E2 e EE2 e 125 mgOz.L'l
de AR, as eficiéncias de remocéo de E2 variaram entre 53 e 86% (valores absolutos),
apresentando uma média de 59%. Relativamente ao EE2, estas eficiéncias variaram
entre -124 e 9% (valores absolutos), com uma média de -41%, tendo-se considerado,
por isso, que ndo existiu remocgdo deste composto.

e As eficiéncias de remogéo correspondentes ao composto EE2 ndo foram as esperadas
e diferiram bastante dos valores apresentados por outros estudos elaborados nas
mesmas condi¢Bes. Essa variacdo de resultados pode ser associada ao facto do EE2
ser mais persistente e apresentar uma biodegradabilidade bastante menor do que o
E2.

e Os resultados obtidos para o E2 foram promissores comparativamente a faixa de
eficiéncias apresentadas por outros processos de tratamento bioldgicos,
nomeadamente, lamas ativadas, onde a disponibilidade de nutrientes e a concentracdo
de carbono néo séo fatores limitantes.

e Apesar da adgua residual real ser uma matriz bastante complexa e que, de certo modo,
possa ter apresentado dificuldades nas técnicas associadas a quantificacdo e de
detecdo dos compostos, considera-se que este estudo contribuiu para uma nova
abordagem nestes métodos e aproximou-se das condi¢des reais apresentadas nas
ETAR.

6.1. Desenvolvimentos Futuros

Este estudo veio reforcar a ideia de que € possivel uma remocao biolégica eficiente de
17B-estradiol de agua residual real, nomeadamente, através de sistemas de discos bioldgicos a
escala laboratorial. Desta forma, para dar continuidade ao estudo e verificar a sua eficiéncia a

escala real, apresentam-se de seguida sugestdes de desenvolvimentos futuros:
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e Anadlise mais detalhada do biofilme criado a partir da AR, para compreender melhor os
processos que ocorrem durante a remocdo dos compostos, isto €, se fica adsorvido no
biofilme ou se é realmente biodegradado.

¢ Realizagdo de mais ensaios com o EE2 e agua residual real, de forma a perceber a
causa da ndo remocao e da diferenga de resultados consideravel em comparagdo com o
E2.

e Andlise e detecdo dos farmacos com técnicas que tenham um limite de detecéo inferior
ao praticado nestes ensaios, de forma a testar concentragdes mais proximas da maioria
dos outros estudos.

e Testar o tratamento de aguas residuais com recurso a reatores de discos bioldgicos
numa escala de tratamento maior, de modo a verificar as suas potencialidades na

remocéao deste tipo de compostos.
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Anexo I. Ficha de Seguranca do Composto E2

SIGMA-ALDRICH siam:-aldrch.com
FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acords com a Regulamento (CE) Mo, 1807/20068

Versdo 5.2 Data de revisdo 21.06.2014
Data de impressdo 23.10.2016

SECCAD 1: ldentificagido da substancia/mistura & da sociedade/empresa

1.1 Identificadores do produto

MHome do produto : B-ESTRADIOL

Referéncia do Produto . EBBTS

Marca : Sigma

Mo. REACH : Um numero de registo ndo esta disponivel para esta substancia, ja que a
substancia ou 05 seus usos estdo isentos do registo, a tonelagem anual
néo requere registo ou este registo esta previsto para uma data posterior

Mo, CAS :  50-28-2

1.2 Utilizagoes identificadas relevantes da substincia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
Utilizagdes identificadas . Produtos quimicos de laboratorio, Fabrico de substincias
1.3 Identificagio do fornecedor da ficha de dados de seguranga

Companhia :  Sigma-Aldrich Quimica, 5.L.
Sucursal em Portugal
Caixa Postal 131
Ay, Almirante Gago Coutinho,

132-134,

P-2711 901 SINTRA
Telefone T #351219242555
MNimero de Fax T +351219242610
Email endereco o eurtechservi@sial com

1.4  MNamero de telefone de emergéncia

Minero de Telefone de o +(351)-308801773 (CHEMTREC)
Emergéncia

SECI;AO 2: ldentificagdo dos perigos
2.1 Classificagdo da substancia ou mistura

Classificagdo de acordo com el Regulamento (CE) 1272/2008
Carcinogenicidade (Categoria 2), H351

Toxicidade reprodutiva {Categoria 14), H360Fd

Efeitos na ou por lactagdo, H362

Para o pleno texto das DECLARAQE)ES H mencionadas nesta Secgdo, ver a Seccio 16.

Classificagdo de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
T Toxico RE0, R40, RG3, RE64

Para o texto completo sobre as frases R mencionadas nesta Secgdo, ver a Secgéo 16.
2.2  Elementos do rotulo

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 127272008

Pictograma

Palavra-sinal Perigo
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2.3

Declaragdo de perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H3e0Fd Pode afectar a fertilidade. Suspeito de afectar o nascituro.

H3g2 Pode ser nocivo para as criangas alimentadas com leite matermno.
declaragdo de precaugdo

P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagio.

P263 Evitar o contacto durante a gravidez/ o aleitamento.

P281 Usar o equipamento de protecgdo individual exigido.

P308 + P313 EM CASO DE exposigio ou suspeita de exposigdo: consulte um médico.
Declaragdes de Perigo nenhumia)

Adicionais

Reservado aos utilizadores profissionais.

Outros Perigos - nenhumi(a)

SECCAD 3: Composigaofinformagao sobre os componentes

31

Substancias

Sindnimos o 3, 17p-Dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene
1,3,5-Estratriens-3,17B-diol
Dihydrofolliculin
17B-Estradiol

Formula z C1 SHZ4G|2
Peso molecular o 272,38 g/mol
Mo. CAS © 5D0-28-2

No. CE © 200-023-8

Ingredientes perigosos de acordo com o Regulamento (CE) N° 1272/2008

Components [ Classificagio [ Concentragio
Estradiol
No. CAS 50-28-2 Carc. 2; Repr. 1A; Lact. ; <= 100 %
No. CE 200-023-8 H351, H360Fd, H362

Ingrediente perigoso de acordo com a Directiva 1993/45/CE

Componente | Classificagdio | Concentragio
Estradiol

Mo. CAS 50-28-2 T, RE0 - R40 - RB3 - R64 == 100 %

MNo. CE 200-023-8

Para ver o texto completo das frases de riscos e seguranga mencionadas nesta secgdo, ver secgio 16

SECK;AD 4: Primeiros socorros

4.1
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Descrigao das medidas de primeiros socorros

Recomendagio 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 ndo respirar, dar respiragdo artificial. Consultar um

médico.
Mo caso dum contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um meédico.

Mo caso dum contacto com os olhos
Lavar os olhos com agua como precaugio.




4.2

4.3
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Se for engolido
Munca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua. Consultar um médico.

Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
Os sintomas e efeitos mais importantes conhecidos descrevem-se na etiqueta (ver secgdo 2.2) e /ouna

secgdo 11

Indicagies sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
dados ndo disponiveis

SECCAD 5: Medidas de combate a incéndios

51

5.2

5.3

5.4

Meios de extingio

Meios adequados de extingio
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou dioxido de carbono.

Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbono

Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragio autonome para combate a incéndios, se necessario.

Outras informacgoes
dados ndo disponiveis

SECCAD 6: Medidas a tomar em caso de fugas acidentais

6.1

6.2

6.3

6.4

Precaugdes individuais, equipamento de protecgio e procedimentos de emergéncia

Usar equipamento de protecgdo individual. Evitar a formag#o de poeira. Evitar a respiragdo do
vapornévoalgas. Assequrar ventilagio adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar
de respirar o po.

Para a protecgdo individual ver a secgéo 8.

Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispersdo ou derramamento ulterior s for mais seguro assim. Mao permitir a enfrada do
produto no sistema de esgotos.

Metodos & materiais de confinamento & limpeza
Apanhar os residuos sem levantar poeiras. Varrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagao.

Remissao para outras secgoes
Para eliminag&o de residuos ver secgdo 13.

SECCAD T: Manuseamento & armazenagem

71

T.2

7.3

Precaugdes para um manuseamento seguro

Evitar a exposicdo - obter instrugdes especificas antes da utilizag&o. Evitar o contacto com a pele e os
olhcs. Evitar a formagdo de pd e aerossois.

Providenciar uma adeguada ventilago em locais onde se formem poeiras.

Ver precaugdes na secgdo 2.2

Condigbes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades

Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Utilizagoes finais especificas

Aparte dos uzos mencionados na sec¢do 1.2 ndo se estipulam outros usos especificos

SECCAD 8: Controlo da exposigao/protecgdo individual

8.1

Parametros de controlo

Componentes a controlar com relagio ao local de trabalho
M&o contem substincias com valores limites de exposigdo profissicnal.

71|



Capitulo 8. Anexos

8.2

Controle da exposigio

Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranca. Lavar as maos antes de
interrupgdes, e no final do dia de trabalho.

Protecgdo individual

Protecgio ocular/ facial

Oculos de proteccdo com um lado protecter de acordo com EN 166 Use equipamento de protecio
ocular testado e aprovado de acordo com as normas govemamentais adequadas, tais como
MNIOSH (US) ou EN 166 (EU).

Protecgio da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizagdo. Use uma técnica
adequada para a remogdo das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o
contacto da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apos o uso, em conformidade
com as leis e boas praticas de laboratorio . Lavar e secar as maos.

As luvas de protecgdo seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
B9/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Contacto total

Substincia: Borracha de nitrilo

espessura minima da capa: 0,11 mm

Pausa através do tempo: 480 min

Material ensaiado:Dermatrik® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Tamanho M)

Contacto com salpicos

Substincia: Borracha de nitrilo

espessura minima da capa: 0,11 mm

Pausa através do tempo: 480 min

Material ensaiado:Dermatrik® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Tamanho M)

fonte de dados: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Telefone +49 (0)6659 87300, e-mail
sales@kcl.de, Método de ensaio: EN3T4

Se for utilizado em solugdo, ou misturado com outras substincias, e sob condigdes que diferem
da EM 374, contactar o fomecedor de luvas da CE. Esta recomendagdo € apenas desejavel e
deve ser avaliada por um responsavel de seguranga e higiene industrial familiarizade com a
situagio especifica de utilizacdo pretendida pelos nossos clientes. Nao deve ser interpretado
como uma oferta de aprovagéo para qualguer cendric de uso especifico

Protecgio do corpo
roupas impermedveis, O genero de equipamento de protecgdo deve ser escolhide de acorde com
a concentragdo e a quantidade da substdncia perigosa no lugar de trabalho.

Protecgido respiratoria

MNos casos em que a avaliagdo de risco mostrar gue os respiradores purificadores do ar séo
apropriados, use um respirader de particulas do tipo N100 (E.U.A_) ou cartuchos de respiragéo do
tipo P2 (EM 143) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protectdo, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes
testados e aprovados por normas govemnmamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U_A ) ou
CEN {UE).

Controlo da exposigao ambiental
Prevenir dispersdo ou deramamento ulterior se for mais seguro assim. N3o permitir a entrada do
produto no sistema de esgotos.

SECCAD 9: Propriedades fisicas & quimicas

9.1
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Informagdes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspecto Forma: po
Cor: branco
b) Odor dados ndo disponiveis



9.2

c)

d) pH dados néo disponiveis

e) Ponto de fus&o/ponto Pontofintervalo de fus@o: 176 - 180 °C - it
de congelagdo

f) Ponto de ebuligdo inicial dados ndo disponiveis
e intervalo de ebuligdo

g) Ponto de inflamagio dados néo disponiveis

h) Taxa de evaporagdo dados néo disponiveis

i) Inflamabilidade (=dlido, dados ndo disponiveis

Limiar olfactivo

dados ndo disponiveis

gas)

i} limites de
inflamabilidade superior
! inferior ou explosivas

dados néo disponiveis

k) Pressdo de vapor dados néo disponiveis

I} Densidade de vapor dados néo disponiveis

m) Densidade relativa dados néo disponiveis

n) Hidrossolubilidade dados néo disponiveis

o) Coeficiente de partigho  dados n&o disponiveis
n-octanol/agua

p) Temperatura de auto- dados néo disponiveis
ignigao

q) Temperatura de dados ndo disponiveis

decomposigio

ri  Viscosidade dados néo disponiveis

s) Propriedades dados néo disponiveis

explosivas

t} Propriedades dados ndo disponiveis

comburentes

Outra informagao de seguranga
dados ndo disponiveis
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SECK;.ﬁ.O 10: Estabilidade e reactividade

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Reactividade
dados ndo disponiveis

Estabilidade quimica
Estavel sob as condigies recomendadas de armazenamento.

Possibilidade de reacgdes perigosas
dados ndo disponiveis

Condigoes a evitar
dados ndo disponiveis

Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes

Produtos de decomposicio perigosos
Outros produtos de decomposigéo perigozos - dades néo dizponiveis
Em caso de incendio: veja-se secgdo 5
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SECCAD 11: Informacgao toxicolagica

111

Informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxicidade aguda
dados ndo disponiveis

Corrosaofirritagao cutinea
dados ndo disponiveis

Lesdes oculares gravesfirritagio ocular
dados ndo disponiveis

Sensibilizagdo respiratdria ou cutdnea
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
ratazana

Outros tipos celulares

Danificagdo do DMA

ratazana
Transformag&o morfoldgica.

Carcinogenicidade

O programa Macional de Toxicologia (decima reportagem de carcinogéneos) determinou gue os
estrogenos esteroidaiz 580 conhecidos como carcinogé- neos humanos baseando-ze em evidéncias
suficientes de carcinogénecidade em humanos o qual indica uma relagio causalefeito entre exposicio a
estrogenos esteroidaiz e cancro em humanos. Este produto & ou contém um componente que foi relatado
como sendo carcinegénico segundo sua classificagdo pela IARC, OSHA, ACGIH, NTP ou EPA.

Carcinogénos suspeitos para os humanos

IARC: Menhum components deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% & identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade reprodutiva
Toxico reprodutivo suspeito para os humanos Prejuizos para o feto ndo podem ser excluidos.

Taxico reprodutivo conhecido para os humanos Efeitos na ou por lactagdo Pode afectar a fertilidade.
Suspeito de afectar o nascituro.

Toxicidade para 6rgios-alvo especificos - exposigio dnica
dados ndo disponiveis

Toxicidade para érgaos-alvo especificos - exposigao repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragio
dados ndo disponiveis

Informagio adicional
RTECS: KG2975000

Até onde sabemos, as propriedades guimicas, fisicas e toxicolégicas ndo foram minuciosamente
investigadas.

Figado - Irregularidades - Baseado na prova sobre oz humanos

SECCAD 12: Informagdo ecoldgica

121

12.2
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Toxicidade
Toxicidade em peixes CL50 - Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) - = 0,5 ma/l - 96 h

Persisténcia e degradabilidade
dados ndo disponiveis
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12.3 Potencial de bicacumulagio
dados ndo disponiveis

12.4 Maobilidade no solo
dados ndo disponiveis

12.5 Resultados da avaliagio PBT € mPmB
A valoragdo de PBT / mPmB ndo esta dizsponivel ja que a avaliagdo de seguranga quimica néo &
necessdria / ndo se realizou

12.6 Outros efeitos adversos

SECCAD 13: Consideragdes relativas a eliminagio
13.1  Métodos de tratamento de residuos

Produto

Propor a enfrega de solugdes excedentes e ndo reciclaveis a uma empresa idonea de tratamento de
residuos. Dissolver ou misturar o material com um solvente combustivel e queimar em incinerador
quimico equipado com pos-combustor e purificador de gases.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mao utilizado.

SECCAD 14: Informagoes relativas ao transporte

14.1  MNamero ONU
ADRRID: - IMDG: - IATA: -

14.2 Designagdo oficial de transporte da ONU
ADR/MRID: Mercadorias ndo perigosas

IMDiG: Mot dangerous goods

IATA: Mot dangerous goods
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte

ADRIRID: - IMDG: - IATA: -
14.4 Grupo de embalagem

ADRIRID: - IMDG: - IATA: -
14.5 Perigos para o ambiente

ADR/MRID: ndo IMDG Marine pollutant: no IATA no

14.6 Precaugdes especiais para o utilizador
dados ndo disponiveis

SECCAD 15 Informagdo sobre regulamentagao

Esta folha de dados de seqguranga obedece aos requerimentos da Regulamento (CE) Mo, 1907/2006
15.1 Regulamentagiol/legizlagio especifica para a substincia ou mistura em matéria de sadde,
seguranga e ambiente

dados ndo disponiveis

15.2 Avaliagdo da seguranga quimica
Para este produto n&o se realizou uma avaliagdo de seguranga quimica

SECI;AO 16: Outras informagoes

Texto integral das declaragdes H referidas nos paragrafos 2 e 3.

Carc. Carcinogenicidade

H351 Suspeito de provocar cancro.

H380Fd Pode afectar a fertilidade. Suspeito de afectar o nascituro.

H362 Pode ser nocivo para as criangas alimentadas com leite materno.
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Lact. Efeitos na ou por lactagéo
Repr. Toxicidade reprodutiva

Texto integral das frases R referidas nos pontos 2 e 3

T Taxico

R40 Possibilidade de efeitos cancerigenos.

REG0 Pode comprometer a fertilidade.

RE3 Possiveis riscos durante a gravidez com efeitos adversos na descendéncia.
RE4 Pode causar danos as criangas alimentadas com leite materno.

Outras informagdes

Direitos exclusivos, 2014, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permisso concedida para fazer nimero ilimitado
de copias em papel, somente para uso interno.

Acredita-se que as informagdes acima estejam comrectas, embora ndo pretendam ser totalments
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informag&o contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento e & aplicavel as precaugdes de seguranga
apropriadas para o produto. M&o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporagdo Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, ndo responderdo por nenhum dano
resultante do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www sigma-aldrich.com efou o
verso da factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e
condigdes de venda.
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Anexo Il. Ficha de Seguranca do Composto EE2

SIGMA-ALDRICH siam-aldrich.com
FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acords com a Regulamento (CE) Mo. 1907/2006
Versdo 5.2 Data de revisdo 13.11.2012
Data de impress3o 22.10.2016

1. IDENTIFICAGCAD DA SUBSTANCIA/MISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA
11 Identificadores do produto

Nome do produto - 1TA-ETINILESTRADIOL

Referéncia do Produto . [E4876

Marca . Sigma

MNo. CAS : 57-63-6

1.2 Utilizagdes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
Utilizagdes identificadas :  Produtos quimicos de laboratorio, Fabrico de substincias
1.3 Identificagdo do fornecedor da ficha de dados de seguranga

Companhia . Sigma-Aldrich Quimica, 5.L.
Sucursal em Portugal
Caixa Postal 131
Av. Almirante Gago Coutinho,

132-134,

P-2711 901 SINTRA
Telefone T +351219242555
MNimero de Fax T +351219242610
Email endereco I eurtechservi@sial.com

1.4  Nuamero de telefone de emergéncia

Minero de Telefone de o +(351)-308801773 (CHEMTREC)
Emergéncia
2. IDENTIFICACAOQ DOS PERIGOS

21 Classificagio da substancia ou mistura

Classificagido de acordo com el Regulamento (CE) 127 2/2008 [UE-GHS/CLP]
Toxicidade aguda, Cral (Categoria 4)
Carcinogenicidade (Categoria 1B)

Classificagio de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
Pode causar cancro. Mocive por ingestio.

2.2 Elementos da etiqueta
Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 127272008 [UE-GHS/CLP]

Pictograma @

Palavra-sinal Perigo

Declaragdo de perigo

H3aoz Mocivo por ingestio.

H3s0 Pode provocar cancro.

declaragdo de precaugdo

P201 Pedir instrugtes especificas antes da utilizag&o.

P308 + P313 EM CASO DE exposigio ou suspeita de exposigo: consulte um médico.
Declaragdes de Perigo nenhumia)

Adicionais
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Reservado aos utilizadores profissionais.

De acorde com a directiva Europeia 67/548/CEE, & emendas.

simbolo de perigosidade !"“'\.

Frase(s) - R

R45 Pode causar cancro.

R22 Também nocivo por ingestio.

Frase(s) -5

553 Evitar a exposigéo - obter instrugdes especificas antes da utilizagéo.

545 Em caso de acidente ou de indisposig8o, consultar imediatamente o
medico (se possivel mostrar-lhe o ratulo).

S536/37/39 Usar vestuario de protecgio, luvas e eguipamento protector para os
olhosiface adequados.

Reservado aos utilizadores profissionais.

2.3 Outros Perigos - nenhumia)

3 COMPOSICAC! INFORMACAOQ SOBRE OS5 COMPONENTES

34 Substancias
Sindnimos o 1Ta-Ethynyl-1,3,5(10)-estratriene-3, 17 B-diol
18-Nor-1,3,5(10), 17 a-pregnatrien-20-yne-3,17-diol
Ethinylestradiol

Formula z CZDH2402
Peso molecular o 29640 g/mol
Componente | Concentragdo
17a-Ethynylestradiol
Mo CAS 57-63-5 -
Mo, CE 200-342-2

PRIMEIROS SOCORROS
41  Descrigdo das medidas de primeiros socorros

Recomendagio 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 ndo respirar, dar respiragdo arificial. Consultar um
medico.

Mo caso dum contacto com a pele

Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um meédico.

Mo caso dum contacto com os olhos
Lavar os olhos com agua como precaugdo.

Se for engolido
Munca 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  Indicagdes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especials necessarios
dados ndo disponiveis
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MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS

51  Meios de extingio
Meios adequados de extingio
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou didxido de carbono.
5.2 Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbono
5.3 Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragdo autonomo para combate a incéndios, se necessario.
5.4  Outras informagdes
dados ndo disponiveis
MEDIDAS ATOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
6.1 Precaugdes individuais, equipamento de protecgio e procedimentos de emergéncia
Usar equipamento de protecgéo individual. Evitar a formag#&o de poeira. Evitar a respiragéo do
vaporinévoalgas. Assegurar ventilagiio adequada. Evacuar o pesscal para areas de seguranga. Evitar
de respirar o pa.
6.2  Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispersdo ou derramamento ulterior se for mais seguro assim. Mo 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 eliminagéo.
6.4 Remissdo para outras secgies
Para eliminag&o de residuos ver secgdo 13.
7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM
TA Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele e os olhos. Evitar a formag&o de po e aerossois. Evitar a exposigio - obter
instrugdes especificas antes da utilizagdo.
Providenciar uma adequada ventilago em locais onde se formem poeiras Medidas usuais de protecgdo
preventiva contra incéndio.
7.2 Condigies de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Sensivel & luz.
7.3  Utilizagdes finais especificas
dados ndo disponiveis
8. CONTROLO DA EJ{PDSIQED.' PRGTECK;EO INDIVIDUAL
8.1 Parametros de controlo
Componentes a controlar com relagio ao local de trabalho
N&o contem substdncias com valores imites de exposigdo profissional.
8.2 Controlo da exposigao

Controlos técnicos adequados
Manusear de acerdo com as boas praticas industriais de higiene e seguranga. Lavar as mos antes de
interrupges, e no final do dia de trabalho.

Protecgao individual

Protecgao ocular/ facial

Oculos de protecgdo com um lado protector de acordo com EN 166 Use eguipamento de protegio
ocular testado e aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como
MIOSH (US) ou EN 166 (EU).
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Protecgao da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizagdo. Use uma técnica
adequada para a remogdo das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o
contacto da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apos o uso, em conformidade
com as leis e boas praticas de laboratorio . Lavar e secar as maos.

As luvas de protecgdo seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
89/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Protecgao do corpo

Fato completo de protecgdo para produtos guimicos, O genero de equipamento de protecgdo
deve ser escolhido de acordo com a concentragio e a quantidade da substincia perigosa no lugar
de trabalho.

Protecgao respiratoria

Mos casos em que a avaliagdo de rizco mostrar que os respiradores purificadores do ar sdo
apropriados, use um respirador de particulas do tipo N100 (E.U_A.) ou cartuchos de respiragdo do
tipo P2 (EM 143) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protecgdo, usa um respirader de ar de cobertura facial total. Use respiradores e componentes
testados e aprovados por normas govemamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.UA.) ou
CEN (UE).

9.
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PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Informagdes sobre propriedades fizicas e quimicas de base

a)
b)
c)
dj

)

f)

ki

m)
nj

o)

P}

q)

r)

s)

Aspecto Forma: solido

Odor dados néo disponiveis
Limiar ofactivo dados ndo disponiveis
pH dados ndo disponiveis

Ponto de fusdo/ponto Pontofintervalo de fuséo: 182 - 183 °C - it
de congelagdo

Ponto de ebulicio inicial dados ndo disponiveis
& intervalo de ebuligio

Ponto de inflamagio ndo aplicavel dados ndo disponiveis
Taxa de evaporagio dados ndo disponiveis
Inflamabilidade (solido, dados ndo disponiveis

gas)

limites de dados ndo disponiveis

inflamabilidade superior
{ inferior ou explosivas

Pressao de vapor dados ndo disponiveis
Densidade de vapor dados néo disponiveis
Densidade relativa dados néo disponiveis
Hidrossolubilidade dados ndo disponiveis
Coeficiente de partigo  dados néo disponiveis
n-octanoliagua

Temperatura de auto- dados no disponiveis
ignigao

Temperatura de dados nao disponiveis
decomposigdo

Viscosidade dados nao disponiveis
Propriedades dados néo disponiveis
explosivas
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t} Propriedades dados ndo disponiveis
comburentes
9.2  Outra informagio de seguranga
dados ndo disponiveis
10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE
10.1 Reactividade
dados ndo disponiveis
10.2 Estabilidade quimica
dados ndo disponiveis
10.3 Possibilidade de reacgdes perigosas
dados ndo disponiveis
10.4 Condigies a evitar
dados ndo disponiveis
10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes
10.6 Produtos de decomposigio perigosos
Outros produtos de decomposigdo perigosos - dados ndo disponiveis
11.  INFORMAGCAC TOXICOLOGICA
11.1  Informagies sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxicidade aguda
DL50 Oral - ratazana - 960 mg'kg

Corrosdofirritagio cutdnea
dados ndo disponiveis

Lesdes oculares gravesfirritagio ocular
dados ndo disponiveis

Sensibilizagdo respiratoria ou cutdnea
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em ceélulas germinativas
dados ndo disponiveis

Carcinogenicidade

Ha provas suficientes da carcinogenicidade do etinilestradiol em animais experimentais. Na auséncia de
dados adequados em seres humanos, & 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 administragio de estrogénios esta casualmente relacicnada 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: Menhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% & identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confimmado pelo IARC.

Toxicidade reprodutiva
As experiéncias no laboratorio mostraram efeitos teratogénicos

Tendo em base experimentos com animais de laboratorio, a exposigo excessiva pode provocar
desordem(ns) reprodutivals).

Toxicidade para argaos-alvo especificos - exposigio dnica
dados ndo disponiveis
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Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposigio repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragao
dados ndo disponiveis

Efeitos potenciais para a salnde

Inalagio Pode ser perigoso se for inalago. Pode causar uma imtagdo do aparsiho
respiratorio.

Ingestao Mocivo por ingestio.

Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma imitagdo da
pele.

Olhos Pode causar uma imitagéo dos olhos.

Informagdo adicional
RTECS: RCE925000

12. INFORMAGCAQ ECOLOGICA
121 Toxicidade
12.2 Persisténcia e degradabilidade
dados ndo disponiveis
12.3 Potencial de bicacumulagio
dados ndo disponiveis
12.4 Mobilidade no solo
dados ndo disponiveis
12.5 Resultados da avaliagio PBT e mPmB
dados ndo disponiveis
12.6 Outros efeitos adversos
Muito toxico para os organismos aguaticos com efeitos duradouros.
dados ndo disponiveis
13. CDNSIDERM;fJ ES RELATIVAS A ELIHINAQ.&G
13.1 Métodos de tratamento de residuos
Produto
Proper a entrega de solugdes excedentes e ndo reciclaveis a uma empresa idénea de tratamento de
residuos. Entrar em contato com um servigo profissional credenciado de descarte de lixo para descartar
eszze material. Diszolver ou misturar o materal com um solvente combustivel e queimar em incinerador
quimico equipado com pos-combustor e purificador de gases.
Embalagens contaminadas
Eliminar comao produto Mao utilizado.
14. INFGRHA{;E:ES RELATIVAS AOQ TRANSPORTE
141 Numero OHU
ADRIRID: 3077 IMDG: 3077 IATA: 3077
14.2 Designagio oficial de transporte da ONU )
ADR/RID: MATERIA PERIGOSA DO PONTO DE VISTA DO AMBIENTE, SOLIDA, NS A, (17a-
Ethynylestradiol)
IMDG: ENVIROMMENTALLY HAZARDOUS SUBSTAMCE, SOLID, M.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: @ IATA- 9
14.4 Grupo de embalagem
ADRMRID: NI IMDG: 1l IATAZ I

|82



14.5

14.6

Capitulo 8. Anexos

Perigos para o ambiente
ADRIRID: sim IMDG Marine pollutant: yes IATA: yes

Precaugdes especiais para o utilizador

Outras informagdes

Marca-EHS requerida (codigos ADR 2.2.9.1.10 e IMDG 2.10.3) para embalagens (nicas ¢ embalagens
combinadas que contenham embalagens interiores com Mercadoras Perigosas = 5L para liguidos ou =
SKg para solidos.

15. INFORMACAQ SOBRE REGULAMENTACAC
Esta folha de dados de seguranga obedece aos requernmentos da Regulamento (CE) No. 1907/2006
15.1 Regulamentagiol/legislagao especifica para a substancia ou mistura em matéria de sadde,
seguranga € ambiente
dados ndo disponiveis
15.2 Avaliagiao da seguranga quimica
dados ndo disponiveis
16. OUTRAS INFORMACOES

Outras informacgdes

Direitos exclusivos, 2012, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permissio concedida para fazer nimero ilimitado
de copias em papel, somente para uso interno.

Acredita-se gue as informagdes acima estejam comectas, embora ndo pretendam ser totalments
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informag&eo contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento e & aplicavel 4s precaugdes de seguranga
apropriadas para o produto. M3o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporagdo Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, ndo responderdo por nenhum dano
resultante do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www sigma-aldrich.com efou o
verso da factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e
condigdes de venda.
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Anexo lll. Determinacédo da CQO

A determinacédo da CQO foi elaborada através do método de refluxo aberto, descrito no
Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). O processo foi

realizado durante a fracéo solGvel das amostras.
1. Reagentes:

- Acido sulftrico, ¢(H,SO4) = 4 mol.L';
- Acido sulfurico - Sulfato de prata;
- Dicromato de potassio, solugdo padrao de referéncia, c(K,Cr,0O;) = 0,040 mol.L™", contendo
um sal de mercario (l1);
- Sulfato de ferro(ll) e aménio, solucao titulada, c[Fe(SO4)2(NH),.6H,0] = 0,12 mol.L™. Esta
solucdo deve ser padronizada do seguinte modo:

- Diluir 10 mL da solucéo padréo de referéncia de dicromato de potassio com cerca de
100 mL de &cido sulfdrico. Titular com a solugéo de sulfato de ferro (II) e amoénio, na presenga
de 2 ou 3 gotas de indicador ferroina.

- A concentracgéo, c, expressa em moles por litro, da solugcdo de sulfato de ferro () e
amonio é dada pela férmula:

= 10,0x0,04x6 2,4

% -V
Onde:

V = volume, em mililitros, da solu¢do de sulfato de ferro (II) e amdnio consumido na

titulacao.

- Hidrogenoftalato de potassio, solucdo padréo de referéncia, c(KCgHsO,4)= 2,0824 mol.L™;

- Ferroina, solucao indicadora.
2. 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 aquecimento que permita levar a amostra a
ebulicio em menos de 10 minutos.

- Bureta de precisao, com 10 mL de capacidade, graduada em 0,02 mL.

- Reguladores de ebulicdo. Esferas de vidro rugosas, de 2 a 3 mm de didmetro, ou outros
reguladores de ebuli¢éo.

- Material corrente de laboratério.
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3. Modo Operatorio

* Medir 10 mL de amostra (diluida se necessario) para um baldo ou tubo do aparelho de refluxo
e juntar 5 mL da solucédo de dicromato de potassio e alguns reguladores de ebulicdo. Agitar

cuidadosamente.

« Juntar lentamente e com precaucao 15 mL da mistura acido sulfdrico-sulfato de prata e ligar

imediatamente o baldo ou tubo ao refrigerante.

* Levar a mistura reacional a ebuligdo em 10 minutos e continue a ebulicdo durante mais 110

minutos. A temperatura da mistura reacional deve ser de 148°C.

* Arrefecer o baldo ou tubo imediatamente em agua fria até cerca de 60°C, lavando
simultaneamente o refrigerante com uma pequena quantidade de &gua destilada. Retirar o
refrigerante e diluir a mistura reacional a cerca de 75 mL. Arrefecer até & temperatura

ambiente.

« Titular o excesso de dicromato com a solucdo de sulfato de ferro (II) e amonio, na presenca

de 1 ou 2 gotas da solucao indicadora de ferroina.

- Ensaio em branco
Efetuar em paralelo dois ensaios em branco com cada série de determinacdes
admitindo o mesmo modo operatdrio anteriormente descrito, mas substituindo a toma de

amostra por 10 mL de agua destilada.

4. Resultados
A caréncia quimica de oxigénio, CQO, expressa em miligramas por litro, € dada pela
férmula seguinte:

8000xcx(V1-V2)
Vo

CQO (mg O4/L) =

Onde:

¢ = concentracao, em moles por litro, da solugcéo de sulfato de ferro (II) e amonio;

Vo = volume, em mililitros, da toma para ensaio antes da dilui¢&o;

V; = volume, em mililitros, da solugédo de sulfato de ferro (II) e aménio consumido no
ensaio em branco;

V, = volume, em mililitros, da solucdo de sulfato de ferro (Il) e amonio consumido no
ensaio com a amostra;

8000 = massa molar, em miligramas por litro, de 1/2 de O,.
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Anexo IV. Determinacéo dos SST, SSV e SSNV

O processo realizado para a determinacdo dos SST, SSV e SSNV foi elaborado com

recurso ao Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Solidos em suspensao totais (SST)

Preparar e pesar uma capsula de porcelana com uma membrana de microfibra de vidro

(1,2 pm) do tipo Whatman GF/C (aguas residuais) (A’, g)
Colocar a membrana filtrante no porta-filtros para filtragcdo em vacuo

Medir, com pipeta, um volume V de amostra (neste caso, foram 50 mL de amostra) e
filtra-la em vacuo moderado para evitar danificar o filtro. Deixar secar o filtro, retira-lo e

coloca-lo na capsula.

Colocar a capsula em estufa a 103°C-105°C durante 1 a 2 horas
Retirar a cipsula para exsicador e esperar que arrefeca

Pesar a capsula + SST em balanga analitica (B’1)

Voltar a colocar a capsula na estufa durante 1 a 2 horas

Retirar para exsicador e esperar que arrefeca

Pesar a capsula + SST em balanga analitica (B’2)

Se B’1 — B’2 < 0,5mg, considerar B’2 o peso final (B’) (g). Caso contrério voltar a
colocar a capsula na estufa mais 1 a 2 horas e repetir o procedimento de arrefecimento

e pesagem até obter um peso que nao difira do anterior mais de 0,5mg.
Calcular SST:

SST (mg/L) = —2—2)_ % 106

Vamostra

Solidos em suspenséo voléateis (SSV) e ndo volateis (SSNV)

Colocar a capsula, com a membrana filtrante e SST secos, na mufla a 550°C durante 1

hora
Retirar para exsicador e esperar que arrefeca
Pesar a capsula + SSNV em balanca analitica (C’) (g)

Calcular SSV e SSNV:

SSV (mglL) = % x 106
SSNV (mgl/L) = % x 106
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Anexo V. Cromatogramas da Curva de Calibracdo e valores associados

Para a elaboracdo da curva de calibragédo referenciada no ponto 4.2.4, foi necessario
analisar os cromatogramas de cada padrdo preparado. A Figura V.1 apresenta um
cromatograma exemplo da detecdo de E2 e EE2 no comprimento de onda de 281 nm e na

Figura V.2 pode-se visualizar os tempos de retencao referentes a cada farmaco.
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Figura V.1. Espectros de absor¢éo dos farmacos E2 e EE2 na gama 215 — 320 nm.

Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
20_10_2016_direto1000_a_1 Diode Array
444 281
1007 1.51e3

555
< EE2
%
164 T T LAARAS nARAS B nnsns e B A A ARAL T e Time
4,20 4.30 4,40 4,50 4,60 4,70 4,80 490 5,00 5,10 5,20 5,30 5,40 5,50 5.60 5,70 5,80 5,90

Figura V.2. Cromatograma com os tempos de retencéo dos farmacos E2 (ir=4,44 min) e
EE2 (tr=5,55min).

Na Figura V.3 observam-se alguns dos cromatogramas dos padrbes utilizados na
elaboracdo das curvas de calibracdo utilizadas nos dois ensaios. Em seguida, na Tabela V.1
apresentam-se os valores dos TRC e da média das areas dos picos de cada composto,

essenciais para determinar as curvas de calibracédo e as suas respetivas equacoes.
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Figura V.3. Cromatogramas de alguns padrdes utilizados na elaborac@o das curvas de calibragdo, com
concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg.L™ de E2 e EE2 (A = 281 nm).

Tabela V.1. Valores correspondentes aos TRC, as areas e a média das é&reas utilizados para a
elaboragdo das curvas de calibracdo de E2 e EE2.

E2 EE2
Concentf?gao TRC Area Média Concent(fu;ao TR_C Area Média
(Hg.L ) (min) (Hg.L ) (min)
4,4 28 55 51
25 4.4 42 35,0 25 5,6 39 45,0
4,5 4 5,6 18
50 4,4 70 62,5 50 5,6 94 82,5
4,5 55 5,6 71
4,4 175 5,6 199
100 4,5 94 167,0 100 5,6 130 221,5
4,4 159 5,5 244
4,4 370 5,6 598
200 4,5 193 370,5 200 5,6 281 584,0
4,4 371 5,6 570
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Anexo VI. Cromatogramas dos brancos em agua desmineralizada e determinagao do

LDelLQ

Para calcular estes limites foi necessario analisar brancos preparados em &agua

desmineralizada, os cromatogramas correspondentes a estes brancos encontram-se na Figura

VI.1. Apesar de aparecerem alguns picos nos tempos de retencdo do E2 e EE2, estes ndo

foram detetados nos brancos. Os célculos necessarios para a determinagdo do LD e LQ podem

ser consultados na Tabela VI.1.
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Figura VI.1. Cromatogramas referentes aos brancos preparados em agua desmineralizada.

Tabela VI.1. Valores dos TRC, areas do pico e respetivas concentracées de E2 e EE2 correspondentes

aos brancos de dgua desmineralizada, necessarios para calcular o LD e LQ.

E2 EE2

TR_C Area Concent(?géo TR_C Area Concent(?géo
(min) (Hg.L7) (min) (ug.L™)
4.4 3 14,64 55 2 20,42
4.5 3 14,31 5,7 3 20,67
4.5 10 18,03 5,6 4 21,07
4.6 57 41,76 5,7 5 21,35
Média 14,64 Média 20,87

DV 2,06 DV 0,42
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Anexo VII. Determinacdo da concentracdo de CQO associada ao metanol presente

nos padrdes de E2 e EE2

Os valores de CQO t utilizados para determinar a concentracdo de CQO associada ao
metanol presente nos padrées dos compostos em estudo, podem ser consultados na Tabela
VII.1. Na Tabela VII.2 e Tabela VII.3 encontram-se os valores utilizados na determinacdo da
concentracdo de CQO associada ao metanol presente na alimentacdo do reator no primeiro e

segundo ensaio, respetivamente.

Tabela VII.1. Valores de CQO t utilizados para determinar a concentracdo de CQO associada ao metanol

presente nos padrfes de E2 e EE2.

Composto E&?ﬁg X (Carbono) Y (Hidrogénio) Z (Oxigénio) CQO (mg CQO/mg CxHyOz)
Metanol CH,O 1 4 1 15
E2 Ci1sH240, 18 24 2 2,71
EE2 C20H240; 20 24 2 2,70

Tabela VII.2. Célculos para determinar a contribuicdo em termos de CQO, do metanol usado para

preparar a solu¢gdo méae do farmaco utilizado no primeiro ensaio.

Concentragdo Caudal  Baldo farmaco

Solugdo-mae Densidade grde ConversdoCQO

Unidade E a gr CQo do baldo diario  (adicionado.dia®) CQO
de farmaco (Kg.L™) produto  {(gr CQO.gr') (mg.L" CQO) (L.dia”) L
Baldo 10 mL
Metanol 10 mL 08 8 15 12
E2 0,014 27 0,03738
Total 12,03788 1203788
Jerrican 14 0,001 1204
Concentragio 1400 mgl 86,0

de farmaco

Tabela VII.3. Calculos para determinar a contribuicdo em termos de CQO, do metanol usado para

preparar a solugdo mée dos farmacos utilizados no segundo ensaio.

= . M Concentragio o Baldo farmaco
Solu - Densidade grde ConversdoCQO - Caudal diario . -
de firmaco Unidade 019 produto (grc@o.gr) 97CG0  dobalio (Ldiz") (adicionadodis)  €QO
{mg.L”" CQO) L
Baldo 10 mL
Metanal 10 mL 08 g 15 12
E2 0,014 27 0037388
BE2 0,014 27 003734
Total 12,07572 1207572
Jerrican 14 0,001 1208
Concemagio ., g 86,3

de farmaco
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Anexo VIII. Parametros de Controlo referentes ao Ensaio 1

Capitulo 8. Anexos

Na Tabela VIIl.1 apresentam-se os valores de CQO a entrada e saida do reator no

decorrer do primeiro ensaio, durante a injecdo do farmaco. Os valores correspondentes aos

SST, SSNV e SSV encontram-se na Tabela VIII.2.

Tabela VIII.1. Controlo diario de CQO a entrada e saida do reator, durante o primeiro ensaio.

CQO
Data Dia Concentracéao éh Concentracéao _? saida
entrada (mg O,.L™) (mg O,.L™)
27/06/2016 0 134,4 96,8
28/06/2016 1 134,4 63,0
29/06/2016 2 105,6 52,8
30/06/2016 3 132,0 44,0
01/07/2016 4 124,8 76,8
02/07/2016 5 126,2 72,0
03/07/2016 6 140,8 74,8
04/07/2016 7 113,0 63,3
05/07/2016 8 127,4 70,4

Tabela VIII.2. Controlo diario de SST, SSNV e SSV a saida do reator, ao longo do primeiro ensaio.

Data Dia SST SSNV SSV
(mg.L™)
27/06/2016 0 22 4 18
28/06/2016 1 40 0 40
29/06/2016 2 42 2 40
30/06/2016 3 40 0 40
01/07/2016 4 46 6 40
02/07/2016 5 43 3 41
03/07/2016 6 45 6 40
04/07/2016 7 58 2 56
05/07/2016 8 60 0 60

O comportamento dos sélidos existentes dentro do reator estd evidenciado na Figura

VIII.1, s6 s@o apresentados os valores de SST pelo facto da maior parte dos sélidos serem

SSV, por isso, ndo ha necessidade de apresentar os SSNV.
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SST - Ensaio 1
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Figura VIII.1. Evolug&o da concentracéo dos SST ao longo do Ensaio 1.
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Anexo IX. Cromatogramas correspondentes ao Ensaio 1

Na Figura IX.1 visualizam-se os cromatogramas da AR bruta e da AR com uma injecéo de
100 pg.L™* de E2 para verificar se existia alguma quantidade do composto em estudo na AR
utilizada no primeiro ensaio. Comparando os dois cromatogramas, € possivel observar que a
area do pico da AR com E2 é muito mais elevada e que apesar de aparecer um pequeno pico
na AR bruta no tempo de retenc@o do composto (4,4 min), comprovou-se que ndo corresponde

ao E2 ao analisar o espectro no comprimento de onda de 281 nm.
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Figura IX.1. Cromatogramas alusivos a AR utilizanda ao longo do primeiro ensaio. (1- Cromatograma da
AR com E2; 2- Cromatograma da AR bruta)

Na Figura IX.2 e Figura 1X.3 observam-se 0s cromatogramas obtidos ao longo do
primeiro ensaio, relativos aos nove dias de injecdo de E2 na alimentacdo do reator. O dia O
corresponde ao inicio da injecdo de E2 e por isso € referente ao efluente de entrada, os
restantes dias sdo referentes ao efluente de saida do reator. Os valores das areas dos picos,
retirados destes cromatogramas, utilizados para calcular a concentracéo de E2 estdo presentes
na Tabela IX.1.
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Figura I1X.2. Cromatogramas referentes aos dias 0, 1, 2, 3 e 4 do primeiro ensaio, com uma concentragéo

de 100 pg.L'1 de E2. (1- Dia 0; 2- Dia 1; 3- Dia 2; 4- Dia 3; 5- Dia 4) (A = 281 nm).
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Figura IX.3. Cromatogramas referentes aos dias 5, 6, 7 e 8 do primeiro ensaio, com uma concentracdo de

100 |,lg.L'1 de E2. (1- Dia 5; 2- Dia 6; 3- Dia 7; 4- Dia 8) (A = 281 nm).
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Tabela I1X.1. Valores correspondentes aso tempos de retengdo, areas do pico e concentracdes de E2, no

decorrer do primeiro ensaio.

Data Dia : = E2 - "
TRC (min) Area Concentragéo (ug.L™)
27/06/2016 0 4,5 46 36,28
28/06/2016 1 4.4 25 25,61
29/06/2016 2 4,4 5 15,42
30/06/2016 3 4,5 10 17,96
01/07/2016 4 4,4 20 23,06
02/07/2016 5 4,4 32 29,17
03/07/2016 6 4.4 13 19,49
04/07/2016 7 4.4 24 25,10
05/07/2016 8 4,4 30 28,15

Na Tabela 1X.2 apresentam-se os valores da eficiéncia de remog¢do do E2 no

decorrer do primeiro ensaio.

Tabela IX.2. Eficiéncia de remocao de E2, ao longo do primeiro ensaio.

Eficiéncia de Remocao (%)

Data Dia
E2

27/06/2016 0 -
28/06/2016 1 74,4
29/06/2016 2 84,6
30/06/2016 3 82,0
01/07/2016 4 76,9
02/07/2016 5 70,8
03/07/2016 6 80,5
04/07/2016 7 74,9
05/07/2016 8 71,8

Média 75,9
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Anexo X. Parametros de Controlo referentes ao Ensaio 2
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Na Tabela X.1 apresentam-se os valores de CQO a entrada e saida do reator no decorrer

do segundo ensaio, durante a injecao do farmaco. Os valores correspondentes aos SST, SSNV

e SSV encontram-se na Tabela X.2.

Tabela X.1. Controlo diario de CQO a entrada e saida do reator, durante o Ensaio 2.

CQO

Concentracéo a

Concentracao a saida

DL Bl entrada (mg OZ.L'l) (mg OZ.L'l)
19/07/2016 0 158,0 80,6
20/07/2016 1 132,0 70,4
21/07/2016 2 130,2 70,4
22/07/2016 3 1445 86,4
23/07/2016 4 129,2 73,6
24/07/2016 5 131,6 76,8
25/07/2016 6 132,0 76,8
26/07/2016 7 128,0 79,2
27/07/2016 8 130,8 79,2

Tabela X.2. Controlo diario de SST, SSNV e SSV a saida do reator, ao longo do Ensaio 2.

e o5 SST SSN\i SSV
(mg.L™)

19/07/2016 0 58 2 56
20/07/2016 1 116 4 112
21/07/2016 2 140 8 132
22/07/2016 3 44 6 38
23/07/2016 4 150 4 146
24/07/2016 5 140 8 132
25/07/2016 6 104 6 98
26/07/2016 7 194 14 180
27/07/2016 8 148 12 136

O comportamento dos solidos existentes dentro do reator esta evidenciado na Figura X.1,

s6 sdo apresentados os valores de SST pelo facto da maior parte dos sélidos serem SSV, por

isso, ndo ha necessidade de apresentar os SSNV.
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SST - Ensaio 2
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Figura X.1. Evolucéo da concentragcdo dos SST ao longo do Ensaio 2.
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Anexo Xl. Cromatogramas correspondentes ao Ensaio 2

Na Figura XI.1 visualizam-se os cromatogramas da AR bruta e da AR com uma injecédo de
100 pg.L™ dos dois farmacos para verificar se existia alguma quantidade de E2 ou EE2 na AR
utilizada durante o segundo ensaio. Comparando os dois cromatogramas, é possivel observar
com exatiddo que no cromatograma da AR bruta ndo existe qualquer tipo de pico no tempo de
retencdo dos compostos e ao analisar o espectro no comprimento de onda de 281 nm

confirmou-se que E2 e EE2 ndo estavam presentes na AR.
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Figura XI.1. Cromatogramas alusivos a AR utilizanda ao longo do segundo ensaio. 1- Cromatograma da
AR com E2 e EE2; 2- Cromatograma da AR bruta (A = 281 nm).

Na Figura XI.2 e Figura X|.3 observam-se os cromatogramas obtidos ao longo do
segundo ensaio, relativos aos nove dias de injecdo de E2 e EE2 na alimentacéo do reator. O
dia 0 corresponde ao inicio da injecdo dos farmacos e por isso é referente ao efluente de
entrada, os restantes dias sao referentes ao efluente de saida do reator. Os valores das areas
dos picos, retirados destes cromatogramas, utilizados para calcular a concentracdo de E2 e

EE2 estdo presentes na Tabela XI.1.
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Figura XI.2. Cromatogramas referentes aos dias 0, 1, 2, 3 e 4 do segundo ensaio, com uma
concentragdo de 100 pg.L'l de E2 e EE2. (1- Dia 0; 2- Dia 1; 3- Dia 2; 4- Dia 3; 5- Dia 4) (A = 281 nm).
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Figura XI.3. Cromatogramas referentes aos dias 5, 6, 7 e 8 do segundo ensaio, com uma concentracao

de 100 ug.L"1 de E2 e EE2. (1- Dia 5; 2- Dia 6; 3- Dia 7; 4- Dia 8) (A = 281 nm).
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Tabela XI.1. Valores correspondentes ao tempo de retencéo, area do pico e concentracdo de E2 e EE2,

no decorrer do segundo ensaio.

E2 EE2
Data Dia ; 3 p 3
TRC (min) Area COQEZT?)WO (-||—1|1?|rc1:) Area COQEZTY%C“&‘O
19/07/2016 0 4,5 129 78,59 5,6 226 91,45
20/07/2016 1 4,5 63 44,97 5,6 302 115,53
21/07/2016 2 4,5 67 47,13 5,6 418 152,28
22/07/2016 3 4,5 4 14,91 5,6 224 90,82
23/07/2016 4 4,4 56 41,21 5,6 420 152,90
24/07/2016 5 4,5 28 27,14 5,7 251 99,37
25/07/2016 6 4,5 56 41,40 5,6 346 129,48
26/07/2016 7 4,5 60 43,58 5,6 449 161,98
27/07/2016 8 4,5 2 14,04 5,6 643 223,53

Na Tabela XI.2 apresentam-se os valores da eficiéncia de remog¢édo do E2 e EE2

no decorrer do segundo ensaio.

Tabela XI.2. Eficiéncia de remocéo de E2 e EE2, ao longo do segundo ensaio.

Eficiéncia de Remocao (%)

Data Dia
E2 EE2
19/07/2016 0 - -
20/07/2016 1 55,0 -15,5
21/07/2016 2 52,9 -52,3
22/07/2016 3 85,1 9,2
23/07/2016 4 58,8 -52,9
24/07/2016 5 72,9 0,6
25/07/2016 6 58,6 -29,5
26/07/2016 7 56,4 -62,0
27/07/2016 8 86,0 -123,5
Média 58,7 -40,9
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Anexo Xll. Cromatogramas da Curva de Calibracdo em Metanol

Para a elaboracédo da curva de calibracdo em metanol referenciada no ponto 4.2.8, foi
necessario analisar os cromatogramas de cada padrao preparado em metanol. Na Figura XII.1
observam-se alguns dos cromatogramas dos padrdes utilizados na elaboracdo das curvas de
calibracdo em metanol. Em seguida, na Tabela XlI.1 apresentam-se os valores dos TRC e da
média das areas dos picos de cada composto, essenciais para determinar as curvas de

calibracdo em metanol e as suas respetivas equacdes.

[Endocrin Disruptors 1s030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
13_07_2016_padrao200ppb_1

Diode Array
281

539
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%
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1 Time
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Figura XlI.1. Cromatogramas de alguns padrfes utilizados na elaboracdo das curvas de calibragdo em

metanol, com concentrac¢des de 50, 100 e 200 pg.L'1 de E2 e EE2 (A = 281 nm).

Tabela XIl.1. Valores correspondentes aos TRC, as areas e a média das areas utlizados para a

elaboragdo das curvas de calibracdo em metanol de E2 e EE2.

E2 EE2

COQEZT%Q&O (Tn?"?) Area Média Corzﬁzrlif%géo (Tn:fr(]:) Area Média
4,3 14,85 55 15,55

50 4,3 11,72 14,42 50 55 10,31 12,64
4,3 16,68 5,4 12,05
4,3 17,57 55 9,97

100 4,3 8,31 14,08 100 55 6,48 12,36
4,3 10,59 5,4 14,74
4.4 21,73 5,5 18,16

200 4.4 4,25 18,11 200 55 3,90 18,16
4,3 14,49 55 7,29
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Anexo Xlll. Cromatogramas da Curva de Calibracéo Direta

Para a elaboracdo da curva de calibracdo elaborada com padrfes diretos, referenciada no
ponto 4.2.8, foi necessario analisar os cromatogramas de cada padréo injetado diretamente no
HPLC-DAD. Na Figura Xlll.1 observam-se alguns dos cromatogramas dos padrfes utilizados
na elaboracdo destas curvas de calibracdo. Em seguida, na Tabela Xlll.1 apresentam-se o0s
valores dos TRC e da média das areas dos picos de cada composto, essenciais para

determinar as curvas de calibracdo de padrBes diretos e as suas respetivas equacdes.
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Figura Xlll.1. Cromatogramas de alguns padrdes utilizados na elaboragdo das curvas de calibragdo diretas

com concentrac¢des de 200, 500, 1000 e 2000 pg.L'1 de E2 e EE2 (A =281 nm).

Tabela XIIl.1. Valores correspondentes aos TRC, as &reas e a média das &reas utilizados para a

elaboragdo das curvas de calibraco diretas de E2 e EE2.

E2 EE2
Concentracao : < 2F Concentragao . < .
d TRC (min Area Média _ TRC (min Area Média
(Hg.L) iy (Hg.L™) Gty
4,46 52,36 5,59 55,33
200 51,9 200 48,1
4,43 51,35 5,57 40,88
4,46 146,94 5,59 116,37
500 134,5 500 117,5
4,45 122,03 5,58 118,63
4,44 267,28 5,55 251,13
1000 283,5 1000 266,7
4,44 299,78 5,58 282,19
4,43 522,33 5,57 481,59
2000 566,4 2000 522,7
4,44 610,37 5,56 563,83
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Anexo XIV. Cromatogramas da Fotodegradacdo de E2 e EE2

Na Figura XIV.1 observam-se alguns dos cromatogramas do teste de fotodegradacéo,
realizado durante 5 dias e com padrdes com uma concentra¢des inicial de 500 pg.L™. Em
seguida, na Tabela XIV.1 e Tabela XIV.2 apresentam-se os valores dos TRC, das areas dos

picos e da respetiva concentragéo, de cada composto.
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Figura XIV.1. Cromatogramas de algumas amostras diretas referentes ao teste de fotodegracdo de E2 e EE2.

(1- Dia 5, sem luz; 2- Dia 5, com luz; 3- Dia 2, sem luz; 4- Dia 2, com luz) (A =281 nm).

Tabela XIV.1. Valores correspondentes aos tempos de rentencao, areas dos picos e concentracdes de E2

e EE2, quando expostos a luz solar ao longo de 5 dias.

E2 EE2

Luz TRC A Concentragéo TRC A Concentracéo

(min) A2 (hgL?) (min) A2 (gL
Dia 0 4,54 60 230,58 5,75 58 245,97
Dia 1 4,52 67 254,99 5,72 70 291,05
Dia 2 4,53 85 317,78 5,74 84 343,64
Dia 3 - - - - - -
Dia 4 4,52 25 108,50 5,7 31 144,54
Dia 5 4,51 86 321,27 5,71 86 351,15
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Tabela XIV.2. Valores correspondentes aos tempos de retengdo, areas dos picos e concentracdesde E2 e

EE2, quando desprovidos de luz solar ao longo de 5 dias.

E2 EE2
S/ Luz TRC Area Concent(?géo TRC Area Concent(?géo

(min) (Hg.L7) (min) (Hg.L™)
Dia 0 4,54 91 338,70 5,73 73 302,32
Dia 1 4,54 126 460,78 5,74 82 336,13
Dia 2 4,53 72 272,43 5,72 50 215,92
Dia 3 4,51 102 377,07 5,71 80 328,61
Dia 4 4,52 65 248,02 5,71 53 227,19
Dia 5 4,52 63 241,04 5,72 44 193,38
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Anexo XV. Cromatogramas da adsorc¢éo de E2 e EE2 ao acrodisc

Capitulo 8. Anexos

Na Figura XV.2 e Figura XV.1, observam-se os cromatogramas do teste de adsor¢do dos

farmacos ao acrodisc utilizado na ultima filtracdo da amostra, nomeadament

e, antes da injecdo

em HPLC-DAD. Nas Tabela XV.1 e Tabela XV.2, podem ser consultados os valores das areas

dos picos e respetiva concentracdo de E2 e EE2 associada a cada amostra, sem filtracédo e

com filtracdo através de acrodisc.

Figura XV.2. Cromatogramas correspondentes as amostras da solugdo mée dos ¢
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ompostos e de agua

residual, com e sem filtracdo, ambas com uma concentragcédo de 200 ug.L'l de E2 e EE2 (A = 281 nm).
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Figura XV.1. Cromatogramas correspondentes as amostras de agua desmineralizada e de agua residual

sintética, com e sem filtragdo, ambas com uma concentragao de 200 pg.L™ de E2 e EE2 (A = 281 nm).
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Tabela XV.1. Valores correspondentes aos tempos de rentengéo, areas dos picos e concentracdes de E2
e EE2, das amostras nao filtradas.

E2 EE2
S/ Acrodisc TRC Area Concent(?géo TRC Area Concent(?géo
(min) (Hg.L7) (min) (Hg.L7)
SO"E‘?Z";‘Z'QS de | 44 11,42 61,13 5,6 7,53 56,37
AR - - - - - -
H20 4,5 1 24,79 55 2,03 35,71
AR sintética 4,3 2,13 28,73 - -

Tabela XV.2. Valores correspondentes aos tempos de renten¢do, areas dos picos e concentracdes de E2
e EE2, das amostras filtradas com acrodisc.

E2

EE2
C/ Acrodisc TRC 5 Concentracéo TRC - Concentracéo
. Area &1 ] Area -1
(min) (Mg.L7) (min) (Hg.L7)
Solucédo-mae de
E2 e EE2 4.4 3,06 31,97 5,6 10,56 67,76
AR - - - - - -
H»0 4,3 6,32 43,34 5,5 2,63 37,97
AR sintética 4,3 4,23 36,05 5,6 9 61,90
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