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Resumo

O presente trabalho estudou a biodegradacdo do 17B3-Estradiol (E2) e do 17a-Etinilestradiol
(EE2) em fung@o da concentragéo inicial do composto, da concentracdo inicial em CQO e de
diferentes estados de biofilme. Para as condi¢cdes experimentadas foram determinadas as
respetivas constantes cinéticas (k) de degradacédo. Para tal, utilizou-se uma instalacdo piloto de
discos biolégicos operando em modo batch, com uma solugéo de alimentagdo que permitiu

simular este processo como sendo uma etapa de tratamento terciario/avancado.

Os ensaios foram divididos em duas fases: a fase A que inclui os ensaios de 1 a 3 e estudou
apenas o composto E2 e a fase B que inclui os ensaios 4 a 6 em que foram avaliados ambos os

compostos.

Foram ainda realizados testes auxiliares para avaliar a possibilidade de fotodegradacao, tendo-

se constatado que néo existia para ambos 0s compostos.

Nas experiéncias realizadas em batch a degradacdo dos compostos mostrou uma correlagcéo

inversa com o aumento da concentracao inicial em CQO.

Em condi¢des com baixa concentracdo de CQO a degradacédo do E2 foi total ao fim de trés dias.
Por outro lado, com uma CQO elevada e com biofilme desenvolvido atingiu uma degradacéo de
80% de E2 nas primeiras 24 horas, mas s0 é totalmente degradado ao 4° dia. A remogéo do E2
na presenca de uma CQO elevada e com fraco desenvolvimento de biofilme parece exigir um
minimo de 4 dias. As constantes cinéticas do E2 sao de primeira ordem e variaram entre 0,5275
a 0,8152 d.

Relativamente ao EE2 obteve-se uma remoc¢do méaxima de 20% e constantes cinéticas de
primeira ordem que variaram entre 0,0522 a 0,0622 d-1, sendo que a constante mais alta esta

associada a baixas concentracdes quer de CQO quer do composto.

Considerando a CQO, tal como se verificou para E2 e EE2, obtiveram-se rea¢des de primeira
ordem com as constantes cinéticas a variarem de 0,8155 a 1,1394 d-1. Os valores obtidos neste
estudo para o E2, EE2 e a CQO foram comparados com o0s valores existentes na bibliografia,

tendo-se verificado a sua concordancia para condi¢des de ensaio semelhantes.

TERMOS-CHAVE: 17B-Estradiol (E2); 17a-Etinilestradiol (EE2); Reator de discos biolégicos;
Batch; Constante cinética (k).
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Abstract

This thesis studied the biodegradation of 17B-Estradiol (E2) and 17a-Ethinylestradiol (EE2) in
function of its initial concentration, COD initial concentration and different biofilm states. For the
conditions experienced, the respective degradation kinetic constants (k) were determined. To
achieve this, we used a pilot installation of rotating biological contactors operating in batch, with
a supply solution through which we simulated this process as a stage of a tertiary/advanced
treatment.

The tests were divided into two phases: phase A which includes tests 1-3 focused on studying

compound E2 and phase B which includes test 4-6 where both compounds were evaluated.

Auxiliary tests were performed to evaluate the possibility of photodegradation, and it was found

that there was no photodegradation on both compounds.

In the experiments carried out in batch the compounds showed an inverse correlation with the
increase of the initial concentration in COD.

Under conditions with low COD concentration, degradation of E2 was total after three. On the
other hand, with a high COD and with developed biofilm reached an 80% degradation of E2 within
24 hours, but it’s just totally degraded on the 4th day; The removal of E2 in the presence of high
COD and with poor biofilm development seems to need at least the 4 days. E2s kinetic constants
are first order and range from 0.5275 to 0.8152 d-1.

With regard to EE2, a maximum removal of 20% was reached and first order kinetic constants
varying between 0.0522 to 0.0622 d*, being the highest constant associated to low
concentrations of either COD or the compound.

Considering the COD, just like in E2 and EE2, we obtained first order reactions with kinetic
constants between 0.8155 to 1.1394 d-1. The obtained results in this study for E2, EE2 and the
COD were compared with the existing values on the bibliography, after having verified similar test

conditions.

KEYWORDS: 17p-Estradiol (E2); 17a-Ethinylestradiol (EE2); Rotating biological contactor;
Batch; Kinetic constant (k).
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1 Introducao

A poluicdo da dgua é considerada uma prioridade nos dominios ambientais (Mufioz et al., 2008).
O impacte da poluicdo quimica, durante os ultimos 30 anos, centrou-se essencialmente sobre os
poluentes prioritarios que apresentam riscos tanto para a salde humana como para o0s
ecossistemas aquaticos (Viladomat, 2010). A Diretiva-Quadro da Agua (DQA) surgiu assim ao
nivel da Unido Europeia, como um instrumento da politica da agua, com estratégias que incidem
sobre as substancias prioritarias (Directiva 2000/60/CE), tendo algumas destas substancias a

capacidade de desregulacéo endécrina (Duarte, 2008).

A presenca de compostos desreguladores enddcrinos (EDC) no ambiente tem sido alvo de vérios
estudos (Comissao Europeia, 2001; Nogueira, 1999; Roast, 2007; U.S. Environmental Protection
Agency, 1997). Em 1999 a Comissdo Europeia apresentou uma Estratégia comunitaria em
matéria de desreguladores enddécrinos que incidia sobre a necessidade de “novos estudos,
cooperacdao internacional, informacao do publico e medidas politicas adequadas, apresentando

recomendacg@es para acdes a curto, médio e longo prazo” (Comissao Europeia, 2001).

Os EDC resultam essencialmente da atividade antropogénica (Auriol et al, 2006; Cook et al.,
2016), e podem ser encontrados em aguas superficiais, em aguas subterraneas, em sedimentos
marinhos e no solo (Bila & Dezotti, 2007). A contaminagéo destas 4guas pode ocorrer a partir de
duas fontes: fontes pontuais nomeadamente os efluentes das estacdes de tratamento de aguas
residuais (ETAR), efluentes industriais e efluentes de atividade agricola; e fontes difusas através
da infiltrac@o destes compostos no solo que podem intersectar lengéis freaticos e recarga de

aquiferos (Rosa, 2008).

Esta classe de micropoluentes pode provocar efeitos adversos ao nivel do sistema enddcrino,
tanto na saude humana como nos animais (Bila & Dezotti, 2007; Cook et al., 2016). De acordo
com 0s mesmos autores, estas consequéncias dependem ndo s6 da concentragcdo destes

compostos, mas também de outros fatores como a persisténcia no ambiente.

As principais classes dos compostos desreguladores endécrinos sdo 0s estrogénios naturais, 0s
estrogénios sintéticos, os fitoestrogénios e os compostos quimicos industriais. Sendo as duas
primeiras as classes dos estrogénios, como as hormonas naturais e sintéticas, as mais nocivas

para o ambiente e as principais classes encontradas nos efluentes de ETAR (Auriol et al., 2006).

Estas hormonas ap6s serem administradas, sdo excretadas pelo ser humano e conduzidas até
as estacdes de tratamento (Bila & Dezotti, 2003). No entanto, os processos das ETAR néo tém
capacidade para remover completamente os compostos destas aguas, sendo descarregados no

meio aquético de forma continua (Auriol et al., 2006; Bila & Dezotti, 2007; Cook et al., 2016).

De forma a mitigar os impactes dos EDC no ambiente, existem duas perspetivas que permitem

maximizar a remocao de estrogénios nas ETAR, uma sera otimizar as tecnologias dos processos
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de tratamento existentes, uma vez que os compostos ndo sdo totalmente removidos; Ou
implementar novas tecnologias nas ETAR que funcionem como tratamento final e permitam a
sua remocao (Koh et al., 2008; Metcalf & Eddy, 2003).

Esta dissertacdo utiliza as duas perspetivas, ou seja, permite testar o uso de processos ja
existentes nomeadamente os discos biolégicos, mas simulando um tratamento avancado. Este
estudo d& continuidade as experiéncias realizadas por Fernandes, (2016) e Vicente, (2016), mas
incide essencialmente sobre o comportamento dos compostos com base nos parametros em

estudo.



2 Estado de Arte

2.1 Poluentes Prioritarios

2.1.1 Definigao

A Lei da Agua, Lei n.° 58, de 29 de Dezembro de 2005, transpde para ordem juridica nacional a
Diretiva Quadro da Agua (2000/60/CE), que apresenta a definicdo dos conceitos de substancia

prioritaria (SP) e de substéncia perigosa prioritaria (SPP):

Substancias prioritarias: “as substancias definidas como tal em normativo préprio por

representarem risco significativo para o ambiente aquatico ou por seu intermédio, (...)" (Lei n.°
58/2005).

Substancias perigosas prioritarias: “as substancias identificadas como apresentando um risco

acrescido em relagdo as substancias prioritérias, sendo a sua sele¢do feita com base em
normativo proprio relativo a substancias perigosas ou nos acordos internacionais relevantes” (Lei
n.° 58/2005).

2.1.2 Identificagdo de poluentes prioritarios

De forma a combater a polui¢cdo da 4gua e alcan¢ar o bom estado quimico das aguas superficiais,
a DQA apresenta estratégias que visam, de forma gradual, reduzir as emissfes, descargas e
perdas de substancias prioritarias e também eliminar as emissdes, descargas e perdas de
substancias perigosas prioritarias. Dentro das estratégias incluem-se a sua identificacdo e o
estabelecimento de Normas de Qualidade Ambiental (NQA) (Diretiva 2000/60/CE).

A selecdo de SP é feita através do procedimento COMMPS (Combined Monitoring-based e
Modelling-based Priority Setting) que permite definir uma hierarquia de prioridades. A primeira
etapa deste procedimento consistiu em selecionar todas as substancias candidatas a SP
obtendo-se no final, 658 elementos (Pio et al., 2000).

Segundo o mesmo autor, a metodologia que atribui prioridade as substancias “que apresentam
um risco significativo para ou através do meio aquatico”, tem em conta os seguintes pontos:
e O perigo intrinseco da substancia especialmente a ecotoxicidade aquatica e toxicidade
para o homem;
e Quando os dados de monitoriza¢do indicam contaminacdo ambiental alargada;
e E outros fatores que indicam possibilidade de contaminacdo ambiental alargada,

nomeadamente o volume de uso, a producdo da substancia e os padrdes de uso.



2.1.3 Lista de poluentes prioritarios

A primeira lista de substancias prioritarias, com 33 elementos, foi definida através da Deciséo n.°
2455/2001/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de Novembro de 2001 (Deciséo n°
2455/2001/CE). As 33 SP incluem 14 elementos que pertencem a lista do EINECS (European
Inventory Commercial Chemical Substances), 10 fitofarmacos, dois biocidas, quatro metais entre
outros (Pio et al., 2000).

Dentro das 33 SP estdo ainda incluidas 13 SPP, pelas suas caracteristicas “a persisténcia, a
bioacumulagéo e a toxicidade” (Comisséo Europeia (DG Ambiente), 2008) e 11 substancias com
provas de desregulagéo enddcrina ou de potencial desregulacéo enddcrina (Comisséo Europeia,

2001). O Anexo | apresenta a primeira lista de substancias prioritarias.

Posteriormente a Diretiva n.° 2013/39/EU alterou a DQA (Diretiva 2000/60/CE) e a NQA
(2008/105/CE). Esta Diretiva mais recente, que diz respeito as SP no dominio da politica da
agua, nomeadamente na revisdo da lista de substancias prioritarias, permitiu a identificacéo de
novas substancias existentes (Diretiva 2013/39/UE). As 33 SP foram adicionados 12 produtos
quimicos, tendo atualmente 45 elementos esta lista, dos quais 21 sdo SPP (Parlamento Europeu,

2013). A lista atual de substancias prioritarias esta presente no Anexo Il.

2.1.4 Lista de vigilancia de poluentes prioritarios

Muitos dados de monitorizacdo sobre substancias em especial poluentes emergentes (PE), que
podem apresentar risco significativo para o meio aquatico, sdo de fraca qualidade o que nao
permite uma identificagéo futura de substancias prioritarias. De forma a melhorar tais condic¢es,
isto é, obter dados com elevada qualidade sobre as suas concentragdes no meio aquatico, criou-
se um mecanismo (lista de vigilancia) que consiste na monitorizacdo de 10 substancias (Diretiva
2013/39/UE).

Assim e através da informacéo disponivel, a lista foi elaborada com base no risco que estas
apresentam no dominio da Agua para a Unido Europeia e aquando os dados ndo séo suficientes.
A informacéo disponivel teve em conta a Diretiva 2000/60/CE, nomeadamente o artigo 16.°, n° 4
e 5, 0 artigo 5.2 e 8.0, projetos de investigacdo e “dados sobre os volumes de producéo, padrdes
de utilizacdo, propriedades intrinsecas, concentragcdes no ambiente e feitos das substancias
(...)". Esta lista deve ser atualizada de dois em dois anos e a monitoriza¢éo continua de uma

substancia ndo pode exceder quatro anos (Diretiva 2013/39/UE).

A primeira lista de vigilancia presente na Tabela 2.1 inclui PE e substancias farmacéuticas, como
a hormona natural 173-Estradiol (E2) e a hormona sintética 17a-Etinilestradiol (EE2), ambas com
propriedades de desregulagdo enddcrina (Parlamento Europeu, 2013). A integragdo do E2 e do
EE2 nesta lista tem como objetivo a recolha de dados de monitorizagédo, e facilitar deste modo a

toma de medidas adequadas face ao risco que apresentam (Diretiva 2013/39/UE). A Agéncia
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Portuguesa do Ambiente I. P. (APA, I. P.), é a entidade responsavel pela monitorizagdo destes

elementos, que deu inicio em 2015 e ird decorrer num periodo minimo de 12 meses (Decreto-

Lei n.c 218/2015).

Tabela 2.1 Lista de vigilancia de substancias para monitorizac&o (Decis&o de Execugdo (UE) 2015/495).

Nome da

Limite de detecéo

subst?nc!a/grupo de (l\:lirgtzlr)o Bgn(y)ero Z\él)étodo analftico indicativo () () méxirpo aceitavel
substancias do método (ng.L™?)
17alfa-etinilestradiol (EE2) 57-63-6 200-342-2  SPE grande volume — LC-MS-MS 0,035
17beta-estradiol (E2), 50-28-2 200-023-8  SPE — LC-MS-MS 0.4
Estrona (E1) 53-16-7

Diclofenac 15307-86-5 239-348-5 SPE — LC-MS-MS 10
2,6-ditert-butil-4-metilfenol ~ 128-37-0 204-881-4 SPE — GC-MS 3160
pmetoxicinamato de 2-ell-  5466.77.3 2267757 SPE — LC-MS-MS ou GC-MS 6 000
gr:(';gltg;o; (gf familia dos SPE — LC-MS-MS 90
Metiocarbe 2032-65-7  217-991-2  SPE — LC-MS-MS ou GC-MS 10
Neonicotinoides (7) SPE — LC-MS-MS 9
Oxadiazdo 19666-30-9 243-215-7 LLE/SPE — GC-MS 88
Trialato 2303-17-5  218-962-7  LLE/SPE — GC-MS ou LC-MS-MS 670

(@) chemical Abstracts Service.

@ Nimero da Unisio Europeia — inexistente para algumas substancias.
©®) para assegurar a comparabilidade dos resultados provenientes de diferentes Estados-Membros, todas as
substancias devem ser monitorizadas em amostras integrais de agua.

) Métodos de extragéo:

LLE — extracéo liquido-liquido; SPE — extragdo em fase sélida

Métodos analiticos:

GC-MS — Cromatografia gasosa-espectrometria de massa; LC-MS-MS — Cromatografia em fase liquida (em
tandem) espectrometria de massa de triplo quadropélo

®) para a monitorizagdo do 4-metoxicinamato de 2-etil-hexilo na matéria particulada em suspensdo (SPM) ou no
sedimento (dimensado < 63 ym), é indicado o seguinte método analitico: SLE (extragéo solido-liquido) — GC-MS,
com um limite maximo de detecéo de 0,2 mg/kg.

®) Eritromicina (n.° CAS 114-07-8, n.° UE 204-040-1), claritromicina (n.° CAS 81103-11-9), azitromicina (n.° CAS
83905-01-5, n.° UE 617-500-5) n.° CAS 114-07-8, n.° UE 204-040-1), claritromicina (n.° CAS 81103-11-9),
azitromicina (n.° CAS 83905-01-5, n.° UE 617-500-5)

(™) Imidaclopride (n.° CAS 105827-78-9/138261-41-3, n.° UE 428-040-8), tiaclopride (n.° CAS 111988-49-9),
tiametoxame (n.° CAS 153719-23-4, n.° UE 428-650-4), clotianidina (n.° CAS 210880-92-5, n.° UE 433-460-1),
acetamipride (n.° CAS 135410-20-7/160430-64-8).

2.2 Desreguladores endocrinos

2.2.1 Definicdo

Os Compostos Disruptores Enddcrinos sao denominados por Endocrine Disruptors Compounds
(EDCs) na literatura anglo-saxénica. O seu termo foi utilizado pela primeira vez em 1991, no
Centro de Conferéncias Wingspread em Racine, Wisconsin, nos Estados Unidos (Eldridge &
Stevens, 2010; Fernandes, 2012).



De acordo com Birkett & Lester, (2003) e Eldridge & Stevens, (2010) uma das definicbes mais
claras de desregulador endécrino foi proposta no Workshop Europeu em 1996, que define: 1Um
disruptor endécrino € uma substancia exdgena que causa efeitos adversos na saude de
organismos intactos, ou nos seus descendentes, subsequentes a alteracdes na funcédo

endocrina.

Em 1997 a agéncia de protecdo do ambiente dos Estados Unidos, Environmental Protection
Agency (USEPA), propés uma definicdo mais detalhada sobre estes compostos: 2 Um agente
exogeno que interfere com a sintese, ligagao, acéo ou eliminacéo de hormonas naturais do corpo
gue sdo responsaveis pela manutencdo de homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou

comportamento (U.S. Environmental Protection Agency, 1997).

Mais tarde, diferentes organizac¢des a nivel mundial, como a World Health Organization (WHO)
e European Commission (EC), utilizaram outro conceito. A necessidade de criar uma definigdo
para estes compostos surgiu pela sua elevada presenca no meio ambiente. Apesar de existirem
vérias definigbes na bibliografia, atualmente, esta ainda ndo é consensual (Howard et al., 2001;
Rosa, 2008).

2.2.2 ldentificagdo e classificacdo de EDC

Com o objetivo de identificar estes compostos, a Comissao Europeia no ano 2000, propds uma
lista com 564 substancias, de modo a avaliar o seu papel como desreguladores enddécrinos.
Dentro das 564 substancias, 66 apresentaram evidéncias de desregulacédo enddcrina, 52 provas
de potencial desregulacdo, 435 néo tinham dados suficientes para a toma de deciséo e 11 ndo

foram consideradas como desreguladores endécrinos (Comissao Europeia, 2001).

Foram realizados novos estudos em 2002 e 2005 com o objetivo de determinar as propriedades
de desregulacdo enddcrina dos compostos com dados insuficientes e identificar também novos
compostos com essas propriedades. Atualmente, a lista inclui 428 substancias, das quais 194
apresentam evidéncia de desregulacdo enddcrina, 125 evidéncia de potencial desregulacéo e
109 nao apresentam dados suficientes para a tomada de decisdo (European Commission, 2007).

As substancias com propriedades de desregulagdo endécrina podem ser classificadas em duas
classes, a classe de substancias naturais e a classe de substancias sintéticas. A Tabela 2.2

apresenta as principais substancias de cada classe de EDC.

1 “An endocrine disrupter is an exogenous substance that causes adverse health effects in an intact
organism, or its progeny, subsequent to changes in endocrine function” (Birkett & Lester, 2003; Eldridge &
Stevens, 2010).

2 “An exogenous agent that interferes with the synthesis, secretion, transport, binding, action, or elimination
of natural hormones in the body that are responsible for the maintenance of homeostasis, reproduction,
development, and/or behavior” (U.S. Environmental Protection Agency, 1997).
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Tabela 2.2 Principais substancias de cada classe de EDC.

Tipos de substancia

Exemplos de

Classe Caracteristicas Referéncia
compostos
Sao compostos encontrados
Nao . - em plantas. Possuem
. Fitoestrogénio Isoflavonas - P
esterdides atividade similar aos

estrogénios, mas mais fraca.

Naturais Antunes, 2008
Progesterona Hormonas naturais muito ( )
Esterdides Testoster.ona . ut|||‘zadas nas industrias para
Estrogénios 17B-estradiol (E2) efeitos de aceleraro
naturais Estrona (E1) crescimento de animais.
DES Hormonas sintéticas utilizadas
Esteréides Estrogénios a nivel farmacéutico para
sintéticos 17a-etinilestradiol contracetivos orais (EE2) e
(EE2) prevencgédo de aborto (DES). (Bila & Dezotti,
Utilizadas na agricultura e 2007)
Pesticidas, inclui o maior grupo de
herbicidas etc. substancia classificadas como
EDC.
Utilizados na industria devido a
Bifenilos sua elevada estabilidade. (Antunes, 2008);
Policlorados Apresentam atividade (Bila & Dezotti,
(PCB) estrogénica e capacidade de 2007)
bioacumulagao.
Utilizadas na indUstria que
resultam da combustéo de
Sintéticas Dioxinas outros materiais. Sao (Antunes, 2008)
B Substancias compostos persistentes e com
Nao quimicas capacidade de bioacumulagéo.
esterides ificiai Hidrocarbonetos ... L
artificiais Utilizados na industria com

Aromaticos
Policiclicos
(HAP)

Ftalatos

Bisfenol A

potencial de bioacumulagéo e
atividade estrogénica.

Utilizados na industria quimica
como aditivos de certos
plasticos. S&o persistentes no
ambiente e contém atividade
estrogénica entre 6 a 7 vezes
menor que o (E2).

Utilizados na industria para
producéo de plasticos. Contém
atividade estrogénica entre 4 a
6 vezes menor que o (E2).

(Bila & Dezotti,
2007)

(Antunes, 2008);
(Bila & Dezotti,
2007)

(Antunes, 2008)

2.2.3 Problematica dos EDC

A preocupacdo com EDCs tem aumentado nos ultimos anos. Segundo Bila & Dezotti, (2007)
varios estudos relatam que estes compostos mesmo presentes em baixas concentracées no
ambiente, entre ug.L* e ng.Lt, podem causar alteragbes no sistema endocrino. Contudo, os

efeitos que os EDC provocam no ambiente ndo dependem apenas da sua concentragao.

Outras caracteristicas que lhes estdo associadas e determinam os seus efeitos sdo: a
persisténcia no ambiente, lipofilicidade, bioacumulagéo, tempo de exposi¢cdo e mecanismos de
biotransformacéo, que podem resultar em subprodutos ainda mais nocivos (Bila & Dezotti, 2007;
Cook et al., 2016; Venade, 2013).



2.2.4 Impactes dos EDC nos seres vivos

Em certas espécies a associacdo entre a exposigdo aos EDC e as alteracdes no sistema
enddcrino é claro, ao contrario do que acontece em outros casos (de Mes et al., 2005). Até agora,
a analise dos dados em humanos nao forneceu uma relacao clara e evidente entre a exposi¢céo
dos EDC e os efeitos adversos na saude (Comissao Europeia, 1999; Damstra et al., 2002). As
principais dificuldades surgem ao nivel do tempo, nomeadamente em que os dados séo
recolhidos em periodos diferentes, através de modelos e condi¢cdes diferentes, e ao nivel da
exposicdo que é relativa a varias substancias e efetuada por diferentes modos (Damstra et al.,
2002; Rosa, 2008).

A Tabela 2.3 apresenta os principais impactes a que 0s animais estao sujeitos quando expostos
aos EDC e a Tabela 2.4 apresenta os principais impactes a que o homem esta sujeito quando

exposto também aos EDC.

Tabela 2.3 Impactes dos EDC sobre mamiferos, passaros, répteis, peixes e invertebrados.

Espécies

EDC em
exposicao

Impactos

Referéncia

Focas e Baleias

Organoclorados,
PCBs

Disturbios na fertilidade.

(Howard et al., 2001)

Mamiferos Diminuig&o da populagéo que pode
Ursos pretos, . A
polares e estar e_lssouada a dlr_nlnun;ao da_ (Rosa, 2008)
) capacidade reprodutiva. Patologias
cinzentos : . 2
no sistema reprodutor e imunolégico.
Falcio Cascas de ovos mais frageis e (World Health
ereqrino DDT alteracao no desenvolvimento das Organization, 2002) e
pereg gbnadas. (Howard et al., 2001)
. Aumento da mortalidade precoce, )
Passaros Gaivotas DDT nidificagdo com elementos do mesmo Eﬂgg\,ﬁg%tl‘jg?o%l)
sexo e feminizagcdo e masculinizag&o. N
PCB Patologias no sistema reprodutor e (Rosa, 2008)
no desenvolvimento em geral.
Anomalias nas génadas e no (World Health
o Organoclorados desenvolvimento. Organization, 2002)
Répteis
Crocodilos e DDD, DDE e Malformacdes a nivel genital e (Nogueira, 1999) e
Jacarés Cloro DDT diminuicao da populagéo juvenil. (Rosa, 2008)
Salmao Diminuigdo da taxa de reproducao. (Nogueira, 1999)
P Alteracéo da fungéo enddcrina
Quimicos dos reprodutiva e contribuigdo para a
efluentes alt%ra 80 no desenvoI\(/;ime?lto (World Health
) Linguado industriais e re roc(i;utivo Organization, 2002) e
Peixes domeésticos de produtivo: . (Howard et al., 2001)
feminizacaol/intersexualidade dos
ETAR .
peixes machos.
Casos de "intersex”, producéo de
Truta arco-iris Estrogénios vitelogenina e desenvolvimento (Howard et al., 2001)
testicular anormal.
Gastropodes Sasos de"pseudohermafrodlsmo ou (Nogueira, 1999)
imposex".
Invertebrados o .
Moluscos TBT (biocida) Casos de "imposex" e "intersex” que  (Rosa, 2008) e

resulta numa virilizag&o das fémeas.

(Howard et al., 2001)




Tabela 2.4 Impactes dos EDC sobre o homem.

o em. Efeito Impactes Referéncia
exposicao

Cancro dos testiculos e da
Compostos

antropogénicos
com propriedades
de desregulacao
enddcrina

Efeitos
Cancerigenos

préstata. Estes EDC também
estdo associados ao sistema
reprodutivo masculino:
Diminui¢&o da quantidade e
qualidade de esperma®.

Disfungdes ao nivel dos
ovarios.

(Rosa, 2008)

(Nogueira,
1999)

DDT, PCBs, Metais
pesados entre

Alteracdes no sistema
reprodutor de adultos.

(Rosa, 2008)

Efeitos outros
Reprodutivos Infertilidade nas mulheres, (Nogueira
malformacgdes congénitas 1998) ’
nos fetos, entre outros.
Alteracéo da fungéo
neurolégica (meméria e
Interferéncia com o Sistema  ateng&o) em criangas,
PCBs : x
Nervoso Central. cujas maes comeram
peixes contaminados por
] este EDC.
Efeitos
Neurolégicos . A Alteracéo da taxa
Dioxinas, eixo hi otél.amo-hi‘ gﬁse e ' comportamentos
Esterdides °1X0 hip no-nip reprodutivos. Alteracdo ~ (Howard et al.,
i 6rgéos sexuais que pode ; 2001)
sintéticos entre alterar o estado hormonal e do desenvolvimento
outros afetar o sistema Nervoso. psmom_otor e da funcao
sensorial.
DES Aumento das taxas de

sindrome autoimune.

Efeitos

Imunolégicos DES, TCDD, PCBs,

Organoclorados,
Metais pesados
entre outros

Alteracéo dos fenétipos.

1 Nao ha dados concretos sobre a diminuigéo da qualidade de esperma e a exposigéio aos EDC

(World Health Organization, 2002).

“Varios estudos descreveram os potenciais efeitos dos EDC nos humanos e em varias espécies
de organismos, dando sempre muita énfase a necessidade de um melhor entendimento e

conhecimento sobre a presenca e persisténcia de EDC” (Rosa, 2008).

2.2.5 Poluentes Prioritarios com propriedades de desregulacao enddcrina

Dentro da lista atual de poluentes prioritarios, abordados no subcapitulo anterior, alguns
elementos possuem ainda propriedades de desregulagdo enddcrina. Os poluentes prioritarios
com caracteristicas de EDC estéo presentes na Tabela 2.5. A tabela foi construida com base na
informacao fornecida pelo relatério Endocrine disruption horizon scanning: priority and new

endocrine disrupting chemicals (Roast, 2007).



Tabela 2.5 Poluentes Prioritarios com propriedades de desregulacédo enddcrina.

v Substancia
NUmero NS d_a s_up_stanma Perigosa Razao Persisténcia
ANRITIEITE Prioritaria
1 Alacloro Nao Elevado volume de produgéo N&o persistente
3 Atrazina Né&o Elevado volume de produgéo Persistente
5 Eteres difenilicos bromados Sim
6 C?dmjo e compostos de Sim Elevado volume de produgao/ Metal
cadmio Metal
8 Clorfenvinfos Né&o Nao persistente
9 Clorpirifos (Clorpirifos -etilo) N&o N&o persistente
12 I(:éalzlﬁg)de di(2-etil-hexil) Sim Elevado volume de produgéo N&o persistente
13 Diurdo Nao Elevado volume de produgéo Nao persistente
16 Hexaclorobenzeno Sim Elevado volume de produgéo Persistente
18 Hexaclorociclohexano Sim Persistente
20 Er?lfrrr?l?(? e compostos de Nio E/llgt\:’:lelldo volume de producao/ Metal
21 Merclrioe compostos de Sm  Metal Meta
24 Nonilfenol Sim Elevado volume de produgéo Nao persistente
25 Octilfenéis® N&o
26 Pentaclorobenzeno Sim Persistente
27 Pentaclorofenol Néo Persistente
28 Higrchrbogetos arométicos Sim
policiclicos
29 Simazina Nao Elevado volume de produgéo Nao persistente
0 Cbutlestanho sm' Vet Veta
31 Triclorobenzenos Né&o Nao persistente
33 Trifluralina Sim Persistente
34 Dicofol Sim Elevado volume de produgdo Persistente
7 comehantes a diowinas sim
41 Cipermetrina® Nao N&o persistente
42 Diclorvos Nao Nao persistente
44 Heptacloro Sim Elevado volume de produgdo Persistente+
45 Terbutrina Né&o Persistente

* Apenas algumas substancias

1 Octilfenol (n.° CAS 1806-26-4, n.° UE 217-302-5), incluindo o isémero 4-(1,1’,3,3"-tetrametilbutil)fenol (n.° CAS
140-66-9, n.° UE 205-426-2).

2 Inclui o benzo(a)pireno (n.° CAS 50-32-8, n.° UE 200 -028 -5), mas n&o o antraceno, o fluoranteno e o naftaleno,
que sé&o enumerados separadamente.

3 0 n.° CAS 52315-07-8 refere-se a uma mistura de isémeros de cipermetrina, sendo o isémero zeta -cipermetrina
(n.° 52315-07-8) o Unico desregulador enddcrino.

Relativamente a lista de vigilancia dos poluentes prioritarios apenas o grupo esterdide apresenta
propriedades de desregulagcdo enddcrina. Este grupo inclui o 17a-Etinilestradiol (EE2), 17f3-
Estradiol (E2) e o Estrona (E1) (Roast, 2007). Alguns elementos que compfem este grupo serao
fundamentais para a realizacao deste trabalho nomeadamente, o 17a-Etinilestradiol e o 178-

Estradiol.
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2.3 Caracterizagcado do grupo estradiol (E2 e EE2)

2.3.1 Propriedades quimicas

Como ja referido, ambas as hormonas séo classificadas como EDC e estéo incluidas na lista de
vigilancia de poluentes prioritarios. A Tabela 2.6 apresenta as propriedades quimicas de ambos
0S compostos.

Tabela 2.6 Propriedades quimicas do 17f3-estradiol e do 17a-etinilestradiol.

Nome 17B-Estradiol (E2) 17a-Etinilestradiol (EE2) Referéncia

Estrutura quimica

Férmula CigH240; C20H240,
CAS! -n° 50-28-2 57-63-6
Peso molecular (g/mol) 272,4 296,4
Solubilidade em agua 12,96 4,83 (Birkett & Lester, 2003)
(mg.L?)
Log Kow? 3,94 4,15 (Birkett & Lester, 2003);
(de Mes et al., 2005)
Log Koc® 5,28 5,22
(de Mes et al., 2005)
pKa* 10,4 10,7

1. Chemical Abstract services; 2- Coeficiente de particdo octanol-agua; 3- Coeficiente de particio carbono-agua;
4. Constante de acidez.

O coeficiente de particdo octanol-dgua (Log Kow) permite avaliar a associa¢cdo de um composto
com a fase sélida, pode definir-se como a razdo da sua concentracdo no equilibrio, apos
dissolu¢do num sistema de duas fases, a agua e octanol, dois solventes imisciveis. O seu valor
é diretamente proporcional com a lipofilicidade e inversamente proporcional com a solubilidade
(Birkett & Lester, 2003; Silva & Ferreira, 2003). Outro parametro de adsorcao é o coeficiente de
particdo carbono-agua (Log Koc) que pode ser calculado a partir do primeiro coeficiente ou
através da solubilidade (Birkett & Lester, 2003).

Analisando os dois compostos relativamente aos coeficientes anteriores, a hormona natural 173-
Estradiol apresenta um valor relativamente mais baixo quando comparada com a hormona
sintética 17a-Etinilestradiol, indicando assim uma menor absorcdo a superficies solidas e
consequentemente uma maior solubilidade. No entanto, segundo Birkett & Lester, (2003) estes
compostos caracterizam-se predominantemente por serem hidrofobicos de baixa volatilidade,
isto é, quando dissolvidos podem ligar-se a sélidos em suspenséo. Este mecanismo é importante

especialmente para o EE2, mais estavel e persistente relativamente ao E2.
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O 17B-Estradiol E2 pode ser convertido em Estrona E1, e este por sua vez pode ser 4%
convertido em Estriol E3 o metabolito final (Birkett & Lester, 2003). O E2 é até 12 e 80 vezes
mais ativo que o E1 e o E3 respetivamente (Américo et al., 2012). Cook et al., (2016) considera

que o metabolito final apenas tem 10% da poténcia do E2.

2.3.2 Origens e funcdes

Os estrogénios naturais sdo hormonas produzidas pelas glandulas humanas essencialmente
pelos ovarios e testiculos que atuam ao nivel do crescimento, desenvolvimento, diferenciagdo e
funcéo dos tecidos periféricos do sistema reprodutivo (de Mes et al., 2005). Sdo das hormonas
mais poderosas, sendo que uma pequena quantidade pode induzir o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais femininas (Duarte, 2008). No entanto, vao também atuar no sistema
imunolégico, no sistema cardiovascular e no sistema nervoso central (Américo et al., 2012; de
Mes et al., 2005; Yilmaz & Kadioglu, 2013) nomeadamente em diminuir os niveis de colesterol e

0 risco de osteoporose (Duarte, 2008).

Esta hormona natural para além se ser produzida pelo ser humano tem ainda um papel
importante para fins medicinais. O seu uso farmacéutico pode ser aplicado para terapia de
reposicdo hormonal, distdrbios ginecoldgicos e tratamento de cancro da mama e da prostata. E

também utilizado na medicina veterinaria para promover o crescimento (Johnson, 2002).

A hormona sintética 17a-Etinilestradiol, também tem sido utilizada para fins medicinais,
nomeadamente em distarbios ginecoldgicos e na reposi¢cao hormonal na menopausa (Américo
et al., 2012; Johnson, 2002). No entanto, a sua maior aplicacdo € em contracetivos orais, onde
a concentracdo desta hormona na pilula pode variar entre 20 a 50 pg, sendo 35 pg o valor mais

prescrito (Johnson, 2002).

2.3.3 Transporte para o ambiente

A principal entrada destes compostos no ambiente aquatico é através dos excreta quer humanos
quer de alguns animais como suinos e bovinos. A quantidade hormonal excretada vai depender
do sexo, idade, estado fisioldgico, estado hormonal (menopausa, menstruagéo, gravidez) e do
uso da pilula contracetiva (Américo et al., 2012; Johnson, 2002). Na Figura 2.1 apresentam se

as percentagens das hormonas excretadas pelo ser humano.
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= Mulheres gravidas = Mulheres

Homens m Criangas (14-19 anos)
= |dosos ( > 65 anos) Criangas (até 14 anos)
m Contraceptivos orais

3 2% 2% 1%

R

Figura 2.1 Fontes de hormonas excretadas (Adaptado de de Mes et al., 2005).

A hormona E2 quando utilizada para efeitos terapéuticos, apresenta uma carga extra para o
ambiente inferior a 5% relativamente a excre¢do natural (de Mes et al., 2005; Johnson, 2002).

Relativamente & hormona EE2, de uma dose diaria € excretado através da urina entre 22 a 50%,
e pelas fezes 30%. De uma forma geral, este composto contribui apenas com 1% para a
quantidade total de estrogénios eliminados, no entanto, é caracterizado por ser mais persistente
no ambiente quando comparado com o 17B-Estradiol (de Mes et al., 2005). Outra forma de
entrada mais remota do EE2 para o ambiente é através da eliminacdo inadequada de
medicamentos (Américo et al., 2012; Johnson, 2002).

2.3.4 Probleméatica no ambiente

Posteriormente a sua exteriorizagdo, estas hormonas tém como destino as estacfes de
tratamento de agua residual. Os processos convencionais das ETAR foram inicialmente
concebidos para promover a remogéao de carga organica, de nutrientes, de solidos suspensos e
de carga microbiolégica, mas atualmente novos desafios se colocam sendo que aspetos
associados a toxicidade e & saude publica assumiram uma dimens&o muito significativa, impondo
a necessidade de encontrar formas de acomodar a remoc¢é&o destes novos compostos (Antunes,
2008).

Em todo o mundo, concentracBes detetaveis do 17B-Estradiol e do 17a-Etinilestradiol sdo
encontrados nos efluentes das ETAR e introduzidos de forma continua no ambiente (Bila &
Dezotti, 2007). A presenca destes compostos nos efluentes sdo as principais fontes de entrada
de estrogénios para o meio aquatico (Bila & Dezotti, 2007; de Mes et al., 2005) que podem ser
encontrados em aguas superficiais, como rios e estuarios (Auriol et al., 2006). A Figura 2.2

esquematiza a entrada dos compostos para o ambiente.
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Excrecdo humana de estrogénios (Urina e fezes)

{0

ETAR
Efluente

Sedimento Agua Superficial

Lamas

Agua intersticial do solo

Agua subterrdnea

Figura 2.2 Principal entrada de estrogénios para 0 meio aquatico (Adaptado de de Mes et al., 2005).

As concentracfes presentes em afluentes de ETAR variam de acordo com a localizagéo

geogréfica e a populacao servida. Por outro lado, as concentracdes efluentes variam de acordo

com os processos de tratamento existentes em cada ETAR (Cook et al., 2016). Na Tabela 2.7

apresentam-se dados relativos a concentragdes, afluentes e efluentes de ETAR de varios paises.

Tabela 2.7 Concentracdo de E2 e EE2 em afluentes e efluentes de ETAR (Adaptado de Can

et al., 2014).

Concentragdo (ng.L?)

Composto Pais
Afluente Efluente
Inglaterra - 2,7-48
Alemanha 22,7 4,6
Espanha <5-304 <5-145
Franca 11,1-17,4 45-8,6
Holanda 17 - 150 <0,8
17B-Estradiol Itéalia 0,5-20 ndl-7
Itélia 4,0-25 0,35-3,5
Japéo 13,3-25,8 0,49 - 16,7
Japéo 3,9-234 <LOD?-7
Austria 14 - 125 <LOD-30
Suica 49-11 05-1
Inglaterra - <LOD-4.3
Espanha <5 <5
Franca 49-7.1 2,7-45
Holanda <0,3-59 <0,3-2,6
17a-Etinilestradiol ~ 'talia 05-10 nd.-22
Italia 0,4-13 nd.-22
Japao <LOD <LOD
Austria 3,0-70 <LOD-5,0
Suica 0,7-5.2 <LOD-238

1. Sem dados; ? - Limite de detec&o

A persisténcia destes compostos no ambiente podera estar

associada com a atividade

estrogénica, que tem o valor de 1 para o E2 e de 2 para o EE2, e pode ser definida com a

seguinte ordem crescente: E1, E2 e EE2 (de Mes et al., 2005; Vicente, 2016). De acordo com a
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perigosidade no ambiente, que envolve trés critérios, a persisténcia, a bioacumulacdo e a

toxicidade o EE2 numa escala de 0 a 9 tem uma classificacdo de 9 valores (Vicente, 2016).

2.4 Sistema de remocéao de farmacos em ETAR

De acordo com Birkett & Lester, (2003) as eficiéncias de remocé&o dos sistemas de tratamento
das ETAR dependem das propriedades fisicas e quimicas dos poluentes e do tipo de tratamento
envolvido. Outros parametros que também véo influenciar o mecanismo de remocdo sdo: o
tempo de retencdo hidraulico (HRT), o tempo de retencdo de soélidos (SRT),a temperatura € o
pH (Birkett & Lester, 2003; Chambel, 2011).

2.4.1 Processos convencionais

Como j& referido, as estagbes de tratamento ndo tinham como objetivo a remocédo de
estrogénios, no entanto, através dos processos que as constituem, verifica-se uma diminui¢éo
na concentracéo destes compostos. De forma geral, a remoc¢do huma ETAR convencional pode
ocorrer através de quatro vias: 1) Adsorcao de soélidos em suspenséo, de gorduras e 6leos
presentes na agua residual; 2) Biodegradacao aerdbia ou anaerébia; 3) Degradacé@o quimica
recorrendo a processos de hidrélise; e 4) Volatilizacdo (Birkett & Lester, 2003), ainda que
segundo de Mes et al., (2005) esta ultima via ndo serd significativa na remo¢éo dos compostos

em estudo.

Os processos convencionais numa ETAR incluem trés etapas base: O tratamento preliminar, o
tratamento primario e o tratamento secundario, seguindo-se em alguns casos o tratamento
terciario (de Mes et al., 2005).

Tratamento Preliminar - Nesta primeira etapa removem-se 0os materiais flutuantes e os solidos

de grandes dimensdes (Rosa, 2008). A remocéo de E2 e EE2, se existir, ocorre em pequenas

quantidades consideradas insignificantes (Koh et al., 2008; Rosa, 2008).

Tratamento Primario - A remocao nesta etapa ocorre através da adsorcdo aos sélidos, que

depende da hidrofobicidade dos compostos (Koh et al., 2008), da temperatura, da quantidade de
sélidos removidos, das caracteristicas de sedimentacéo das particulas, do tempo de retencdo e

da carga hidraulica (Rosa, 2008).

Koh et al., (2008) cita alguns estudos que concluem que o E1 e o E2 ndo séo removidos ou, se
sédo é de forma pouco significativa. No entanto, uma ETAR do Japao verificou uma remocao de
10% para o E2 (Ifelebuegu, 2011), e uma ETAR na Australia uma remocao de 14% e 5% para o
El e E2, respetivamente (Braga et al., 2005).

Tratamento Secundario - Os processos bioldgicos mais comuns nesta etapa sao 0S processos

aerdbios, apesar de existirem também processos anaerébios (Rosa, 2008). A capacidade de
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remocao nestes processos esta associada a biodegradagédo ou adsorgdo a biomassa (Chambel,
2011). De acordo com os dados atuais o tratamento secundario caracteriza-se por ser a etapa
mais importante para a remoc¢do dos estrogénios, quando comparada com as etapas anteriores.
A Tabela 2.8 apresentada algumas opcdes para este tipo de tratamento e a respetiva

percentagem de remocao.

Tabela 2.8 Eficiéncias de remocéao no tratamento secundario.

Tipo de = = SRT HRT Remocéo N
EETER(E Observacao Concentragao ) ) Composto (%) Referéncia
i El -62,42
Leito 1 Inverno 1,9 6a8
Percolador E2 -18,52
(Koh et al.,
Lei 2 estégios + 2 El 58 2008)
eito estagios apds
Percolador sedimentacao E2 82
. 5 g/dia E1l 67
Leito )
Percolador? 2,5 g/dia E2 92
0,6 g/dia EE2 64 (Bila &
. Dezotti,
5 gidia E1 83 2%26’7)'
Lamas .
Ativadas? 2,5 g/dia E2 99,9
0,6 g/dia EE2 78
Inverno* 6 12
Lamas E2 70 (Koh et al.,
i 3 112
Ativadas VersoS 8.2 10 El 11 2008)
E2 87
El 61 (Birkett &
Lamas Andlise a 6 E2 g7b Lester, 2003);
Ativadas® ETAR E3 95 (Koh et al.,
EE2 85 2008)
Lamas El [11 - 83] (Ifelebuegu,
Ativadas’ E2 86 2011)
. o El
Lamas 2 instalacdes E2 >68 4 (Koh et al.,
Ativadas piloto 2008)
EE2 65
. El 98
Bioreatores de (Chambel,
membranas E2 o8 2011)
EE2 71
. Com
Bioreatores de nitrificacéo e 12a15 Esteréides >90 (Koh etal,
membranas A 2008)
desnitrificacdo
_ 50.1 - 69,1 E1l 20
Discos ng.L (Ifelebuegu,
SO g i
Biol6gicos 12,nSg I_2_10,9 E2 o4 2011)

1.canada; 2- Brasil, Rio de Janeiro; 3- Agua residual doméstica e industrial (10%); 4- Temperatura do afluente: 16,4 °C;
5. Temperatura do afluente: 26,7 °C; - Italia, Roma; ’- Japao; &- Inglaterra, Midlands; 2 Sem remog&o, a concentragéo
até aumenta; °- (Koh et al., 2008) apresenta uma eficiéncia de remocéo de 86%;

Analisando a Tabela 2.8 verifica-se alguma discrepancia nas eficiéncias de remocédo dos
compostos em estudo. O composto sintético, 17a-Etinilestradiol, possui uma estabilidade que lhe

permite resistir aos processos de tratamento existentes em ETAR (Birkett & Lester, 2003). O 173-
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Estradiol apresenta eficiéncias de remocdo mais elevadas, por outro lado, o seu metabolito
apresenta eficiéncias menores devido a oxidacdo de E2 em E1 (Auriol et al., 2006; Birkett &
Lester, 2003).

Dentro dos sistemas de tratamento apresentados observa-se que o leito percolador apresenta
menores eficiéncias de remocao quando comparadas com o0s sistemas de lamas ativadas. A
diferenga podera ser explicada pelo tempo de retengéo hidraulico, que em leitos percoladores
pode ser inferior a 1 hora e nas lamas ativadas entre 4 a 14 horas. Quanto maior for o HRT maior
sera o tempo para processos de adsorcdo e biodegradacéo (Koh et al., 2008). O mesmo autor
refere ainda outros estudos que comprovam a associagao entre elevadas eficiéncias de remoc¢éo
e elevados HRT.

Relativamente aos Bioreatores de membrana a Tabela 2.8 indica que este € um dos processos
que permite obter remoc¢8es mais significativas para E1 e E2. No entanto, num estudo citado por
Koh et al., (2008) foram avaliados dois sistemas de tratamento que funcionavam em paralelo,
lamas ativadas e bioreatores de membrana. Os sistemas ndo apresentaram diferenca na
remocdo de EE2 e concluiu-se que a sua remocao ocorreu por biodegradacdo e ndo por
adsorcao a particulas ou ao material. Outro estudo numa ETAR Alema também demonstrou que

a biodegradacéo foi o principal pardmetro na remoc¢éo dos estrogénios (Ifelebuegu, 2011).

Observa-se que os processos de lamas ativadas apresentam menores eficiéncias de remocao
de E1 e de EE2. Outros estudos citados por Koh et al., (2008) confirmam a persisténcia de EE2
e referem que a remocédo de EDC pode aumentar com o aumento do tempo de retencdo dos

solidos, sendo o ideal entre 10 a 12,5 dias.

De todos os processos existentes os discos bioldgicos séo o sistema que evidenciam uma menor
eficiéncia de remocéo para os estrogénios, embora a eficiéncia destes processos também tenha
sido estudada para remover outros poluentes prioritarios. Hassard et al., (2015) apresenta alguns
casos em que a variancia dos resultados esta associada as caracteristicas da agua residual
podendo assumir valores diferentes consoante se apresente como composto Unico ou quando

na presenca de outros compostos.

2.4.2 Discos Biologicos

Os discos biologicos também designados por biodiscos, sdo uma alternativa para 0os processos
de lamas ativadas. Estes sistemas apresentam vantagens como a operagao num espaco mais
reduzido, apresentam um consumo energético relativamente baixo e uma simplicidade de

operacéo e manutencao (Metcalf & Eddy, 2003; Tonde et al., 2015).

Séao formados por uma série de discos circulares paralelos ligados através de um eixo horizontal
gue passa pelos seus centros. Esta estrutura esta inserida dentro dum reator, em que 0 eixo

horizontal esta a uma cota superior da superficie do liquido de forma a que 40% do disco fique
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imerso (Metcalf & Eddy, 2003; Tonde et al.,, 2015). Em funcionamento, 0s microrganismos
presentes na agua residual fixam-se e multiplicam-se na superficie dos discos, e come¢am a

formar uma pelicula, designada por biofilme (Martinez, 2001).

O biofilme pode definir-se como uma estrutura coerente onde uma superficie solida permite a
unido das células microbianas. O biofilme é composto por agua (80 a 95%), pelos produtos de
excre¢cdo dos microrganismos (70 a 95%) e pelos microrganismos (inferior a 10%). A sua
composicdo depende das caracteristicas do meio, nomeadamente o pH, a temperatura, o
oxigénio dissolvido e a composigdo do meio. A formagéo do biofilme ocorre de forma natural em
ambientes aquosos como resultado de processos fisicos, quimicos e biolégicos. S&o necessarias
guatro etapas para a sua formacgéo: adesao, fixacdo, maturacédo e disperséo (Rolim, 2014). A

Figura 2.3 mostra a imagem de um maddulo de discos biolégico.

] 4

y

Figura 2.3 Mddulo de discos biolégicos (http://www.tecdepur.com/blog/tecnologias-blandas-2-

contactores-biologicos-rotativos-cbr-o-biodiscos).

A rotacdo dos discos permite que a agua residual entre em contacto com o ar atmosférico e
incorpore oxigénio, mantendo a biomassa em condi¢des aerébias (Martinez, 2001; Metcalf &
Eddy, 2003). As eficiéncias de remocédo podem ser condicionadas tendo em consideracdo os

fundamentos cinéticos e biolégicos associados a transferéncia de massa (Metcalf & Eddy, 2003).

Segundo Metcalf & Eddy, (2003) os discos bioldgicos podem ser utilizados como tratamento
secundario ou como tratamento avancado. Estes sistemas estdo associados a uma perda de
carga reduzida o que facilita a sua integracdo nas ETAR como estagio de afinacédo (Vicente,
2016). Estudos a escala laboratorial demonstraram que o recurso a discos biolégicos como
tratamento avancado permite obter uma eficiéncia de remocdo de aproximadamente 50% e de
80% para o0 EE2 e E2, respetivamente (Fernandes, 2016; Vicente, 2016).

18


http://www.tecdepur.com/blog/tecnologias-blandas-2-contactores-biologicos-rotativos-cbr-o-biodiscos
http://www.tecdepur.com/blog/tecnologias-blandas-2-contactores-biologicos-rotativos-cbr-o-biodiscos

2.4.3 Tratamento avanc¢ado/terciario

A necessidade de tratamentos avangados ou terciarios tem como objetivo remover a matéria
suspensa, coloidal e dissolvida que ndo foi eliminada pelo tratamento secundério. Algumas
dessas substancias podem ser iGes simples ou compostos mais complexos, em que a sua
remocao por processos convencionais ou avancados ainda € alvo de estudo (Metcalf & Eddy,
2003). Os estrogénios tal como outros EDC, nomeadamente os pesticidas, sdo formados por
moléculas complexas o0 que impossibilita a sua completa remoc¢do através de processos

convencionais (Ranade & Bhandari, 2014).

Algumas das tecnologias utilizadas como tratamento avangado, e as suas eficiéncias de

remocdao, sdo apresentadas na Tabela 2.9.
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Tabela 2.9 Eficiéncia de remog&o nos tratamentos avangados ou terciarios.

Tempo de

Eficiéncia de remocéao

Tratamento Observacdes Concentracéo Dosagem retencao Composto (%) Referéncias
Efluente dOE”%eASFE'CO de uma 0,015 pg.L* 5mg OsL 18 min E1 >80
Ozonizacao " . Auriol et al., 2006
¢ Agua residual ap6s 9,7-28ng.L" 5 ma O-LL 10 min El 95 ( )
tratamento secundario 3,0-21ng.L? 9%%s E2
Ozonizacao E2 > 97 (Chambel, 2011)
EE2 > 97
El 62 - 98
E3 57 - 100
Ozonizagéo E1l (Koh et al., 2008)
2 x 10 mg.min.L? E2 > 95
EE2
1 1,46 mg.L! de .
- i ) S0mg.L Hipoclorito de Sédio 10-min E2 100
oro Agua sintética
9 10'M 1,5 mg.L" de Cloro 36h E2 100
0,2 mmol.L? 1 mmol.L* de Cloro 5 min EE2 100 (Auriol et al., 2006)
Agua sintética (TiO,) 0,05 - 3 umol/L 35h E2 98
Fotocatalise (TiOy) . 1 g.L" de TiO, em
Agua sintética (TiO,)+UV 10° M : =2 30 min E2 99
suspenséo
Microfiltragcdo + Osmose E2 95
inversa EE2 (Birkett & Lester,
E2 2003)
Filtragdo com areia 70
EE2
El 62
Eletrocoagulagéo Escala laboratorial E2 60 (Cook et al., 2016)
EE2 68
Diéxido de Manganés < S 1 (Rudder et al.,
(MnO,, Agua sintética 15 pg.L 1,12 h EE2 81,7 2004)
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A utilizacdo do ozono (Os) pode relacionar-se com a etapa de desinfecdo ou com a oxidacdo. A
ozonizagado consiste na decomposicdo do Oz com OH, e como resultado formam-se radicais
hidroxilo (OH") (Ranade & Bhandari, 2014). No entanto, a sua eficiéncia depende da quantidade
de radicais hidroxilo formados (Ranade & Bhandari, 2014) pois, ao contrario destes radicais o
0zono € muito seletivo e apenas reage com aminas, fendis e ligacdes duplas nos compostos
alifaticos (Koh et al., 2008). Consequentemente muitos compostos nao sao destruidos através
deste oxidante convencional (Ranade & Bhandari, 2014), o que implica um acompanhamento
com processos oxidativos avancados (AOP) (Koh et al., 2008).

Os AOP podem ser formados por: O3/H202, O3/UV e H202/UV (de Mes et al., 2005; Koh et al.,
2008). Devido a presenca de dois grupos hidroxilos o E2 fica altamente reativo com o Os,

facilitando assim a sua remocé&o (de Mes et al., 2005).

O cloro é um desinfetante muito utilizado no tratamento de aguas. Contudo, os trés estudo
citados por Auriol et al., (2006) demostram ainda a sua capacidade em degradar estrogénios.
Estes compostos sdo totalmente removidos quando reagem rapidamente com o HCIO (Auriol et
al., 2006).

A fotdlise direta (UV) e a fotocatalise com Dioxido de Titénio (TiOz) vao incidir sobre as moléculas
de compostos em estudo. A primeira quando aplicada no E2 e no E1, provoca a quebra e a
oxidag&o dos seus anéis benzeno. A fotocatélise com TiOz, deve inserir sobre o anel de fenol da
molécula E2, e deste modo a atividade estrogénica do composto podera ser insignificante (Auriol
et al., 2006).

As eficiéncias de remocdo da eletrocoagulagdo de aluminio ndo sé@o elevadas, quando
comparadas com os restantes tratamentos da tabela. A sua remoc¢éo pode ter ocorrido através
da adsorcdo aos flocos de hidroxido de aluminio. Estes flocos apresentam uma area
relativamente grande, o que promove a adsorcdo. Esta investigacdo testou ainda a utilizacao
deste equipamento em afluentes de ETAR, as eficiéncias de remoc¢é&o obtidas neste ponto foram

muito préximas as eficiéncias obtidas como tratamento avancado (Cook et al., 2016).

A capacidade de adsorcao do dioxido de manganés juntamente com as suas propriedades
cataliticas permitiu remover 81,7% do EE2. No entanto, também podera ter sido degradado em
outros compostos, com pouca ou nenhuma atividade estrogénica. Nesta experiéncia ndo foram

identificados a existéncia de metabolitos de EE2 (Rudder et al., 2004).

Apesar dos processos avancados exibirem eficiéncias de remocao elevadas apresentam ainda
duas desvantagens. Estes processos podem formar subprodutos com uma atividade estrogénica
igual ou superior ao seu precursor (Auriol et al., 2006) e implicam elevados custos de fabricagédo

e manutenc¢do, que os tornam economicamente inviavel (Ranade & Bhandari, 2014).
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2.4.4 Constantes cinéticas de biodegradacdo - Ensaios em Batch

Estando em causa processos de degradacdo por via biologica, € importante que sejam
determinados os respetivos parametros cinéticos de biodegradacdo dos compostos alvo do
estudo. O modo mais comum de determinacédo das referidas constantes é através da realizacédo

de ensaios em batch.

Os ensaios em batch tém como objetivo determinar as constantes cinética de biodegradacéo,
isto é, determinar a velocidade de degradacdo de substratos e de crescimento da respetiva
biomassa. Este tipo de ensaios é caracterizado por uma operagdo ndo continua, em que 0s
reagentes sdo adicionados ao reator e a reacdo se desenvolve sem mais henhuma interferéncia

do ponto de vista de entradas ou saidas de fluxos no sistema.

A maioria dos estudos, com estes compostos, que foram realizados em batch relacionam-se,
essencialmente, com processos de lamas ativadas. Estes estudos tém sido muito importantes

para uma melhor compreensdo do comportamento dos estrogénios (Li et al., 2005).

Li et al.,, (2005) estudaram a degradacao do 17B-Estradiol através de lamas ativadas sob
diferentes condi¢fes. As experiéncias demonstraram que quanto maior for a temperatura e 0s
niveis de SSV maior é a velocidade da sua remoc¢&o. A Tabela 2.10 apresenta os valores das

constantes de degradacgéo de primeira ordem calculados por Li et al., (2005).

Tabela 2.10 Constantes de degradacdo através de lamas ativadas sob diferentes
temperaturas e SSV (Adaptado de Li et al., 2005).

Tratamento Composto Concentracgdo inicial SSV Temperatura (°C) k (hY)
5 2,12

E2 1750 20 326

35 4,79

L Ativad 5 0,55

amas Ativadas .

Reator em copo E2 30 pg.L 850 20 13
35 3,28

> 0,23

E2 435 20 0.85

35 1,47

No entanto, outros processos tém sido estudados na biodegradac¢éo destes compostos. Clouzot
et al., (2010) utilizaram bioreatores de membrana em escala laboratorial para estudar a
biodegradacéo do 17a-Etinilestradiol sob diferentes condi¢bes. Verificou-se que lamas ativadas
aclimatadas, com grande atividade nitrificante, tém maior influéncia na biodegradacéo e remocéao
deste composto. A Tabela 2.11 apresenta os parametros cinéticos determinados e a Tabela 2.12

apresenta outras constantes de degradacgédo existentes na literatura.
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Tabela 2.11 Parametros cinéticos obtidos em bioreatores de membrana inoculados com lamas

ativadas aclimatadas enao aclimatadas (Adaptado de Clouzot et al., 2010).

Concentragao

a -1
Tratamento Composto Parametro inicial (mgL-2) k (h'1)
Sorgao 53
0,5
Lamas ativadas Biodegradagéo 0,009
climatizadas Sorcao 53
1
EE2 Biodegradacao 0,009
Sorgao 05 51
Lamas ativadas Biodegradacio '
de uma ETAR
Sor¢ao L 5,2

Biodegradagao

A associagao entre a nitrificagdo e a biotransformacgéo do 17a-Etinilestradiol também foi estudado
por Yi & Harper (2007), onde utilizaram culturas enriquecidas com bactérias oxidantes de amonio.
As experiéncias em batch demonstraram que o anel A do EE2 é o local de iniciacdo das reacfes
e que a nitrificacdo e a remoc¢do de EE2 tém uma relagéo linear direta.

Também Tran et al., (2009) utilizaram culturas nitrificantes enriquecidas com amaonio para
estudar a biodegradacao de outros dez produtos farmacéuticos. O resultado do estudo indica
que a nitrificacdo pode aumentar a biotransformacgéo de substancias farmacéuticas e que estas
culturas apresentaram melhores resultados de degradagédo relativamente ao processo

convencional de lamas ativadas.

Experiéncias sobre cinética de degradacdo também tém sido aplicadas em tratamentos com
utilizac&o de UV e em processos oxidativos avangados como UV/H20:2 (Baeza & Knappe, 2011;
Salgado, 2011). No entanto, os estudos citados ndo analisaram a degradacdo e a

biotransformacg&o dos compostos da presente dissertacao.

As ordens das reac¢des podem variar: ser de ordem zero quando a taxa da reacao € independente
da concentracdo do reagente, de primeira ordem quando a taxa de reacdo € diretamente
proporcional & concentracdo do reagente; e de segunda ordem em que a taxa de reacdo é
proporcional ao quadrado da concentracdo do reagente. No ambito do tratamento de agua
residuais as reacoes de primeira ordem sédo as mais abundantes, no entanto, também se podem

encontrar reagdes de ordem zero (Pinheiro, 2006).
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Tabela 2.12 Constantes de degradacéo de primeira ordem (Adaptado de de Mes et al., 2005).

Processo Temperatura (°C)  Concentragéo inicial ‘ Composto ‘ k (h?)
El 8,44
Lamas Ativadas?® 16 500 ng.L? E2 16
EE2 0,063
El
1 mglL? E2
. EE2
Lamas Ativadas? 30
El
02 mg.L? E2
EE2
El
Lamas Ativadas + ATU® 30 0,2 mglL? E2
EE2
El 0,0084
Cultura pura de 1 '
Nitrosomas europea 30 0.4 mgl E2 0,0091
EE2 0,0078
Lamas Ativadas - EE2 0,025
nitrificagao
20 50 pg.L?
Lgm_as A~t|vadas - baixa EE2 0
nitrificagao
500 Lt E1l 2,025
Lamas Ativadas 16 ng.L E2 4,375
100 ng.L? EE2 0.1
. 500 . -1 E1l 5,1958
Bioreatores de membrana 16 ng.L E2 11,4792
100 ng.L? EE2 0,0725
El 0,013
Lamas Ativadas? 30 20-25 mg.L? E2 0,0183
EE2 0
. E1l 0,042
1 mg.l E2 1,08
Lamas Ativadas® - EE2 0
. El 0,48
1 pglL E2 10,3
EE2 0
Lamas Ativadas® com El 0,109
ph =67 E2 6,84
EE2 0,013
Lamas Ativadas* com . El 0,263
pH = 5.6 20 100 pg.L* E2 8,39
EE2 0,105
Lamas Ativadas* com El 0,167
pH=44 E2 13,33
EE2 0,088
Lamas Ativadas® 20 16 pg.L? E1 4,192
E2 5,852
5a 20 58 ug.L? E2 0,174
72 pg.Lt EE2 0,006
Lamas Ativadas® s L1 Eo 0952
Mg.L” )
22225 72 gLl EE2 0,012

1. Agua residual sintética, [CQO]i=100 mgO,L ! e [CQO]=25 mgO,L* por dia' 2- Meio de sais minerais;
3. Sem alimentagéo; 4- Agua residual sintética; 5- Quimicos para inibir a nitrificagéo; 2- Inclui a adsorgéo
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3 Objetivos

Esta dissertacdo teve como objetivo contribuir para o estudo da degradacdo do 17B-Estradiol
(E2) e 17a-Etinilestradiol (EE2) em discos biol6gicos, nomeadamente avaliar a degradagéo e as
constantes cinéticas com base nas diferentes condigbes analisadas. O comportamento de
degradacéo foi analisado atendendo essencialmente as condi¢cdes de concentracdo inicial do
farmaco e da CQO da agua residual e no estado de desenvolvimento do biofilme.

Pretende-se, no limite avaliar a viabilidade de utilizac&o de discos biol6gicos, como tratamento

terciario para a remocao complementar do 173-Estradiol (E2) e 17a-Etinilestradiol (EE2).
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4 Plano experimental

Para realizar os objetivos do presente trabalho, adaptou-se o seguinte Plano Experimental,

(Tabela 4.1)

Tabela 4.1 Plano Experimental

Manutengéo do

: P -1
Fase Ensaio Descrigéo CQO (mgO2L) Biofilmet
1 125 Nao
Ensaios de
A 2 biodegradacédo com o 250 Sim
17B-Estradiol
3 250 Sim
4 210 N&o
Ensaios de
biodegradacédo com o ~
B 5 17B-Estradiol e o 100 Néo
17a-Etinilestradiol
6 100 Sim

1. A presenca de biofilme nos ensaios 2, 3 e 6 resultou do seu crescimento no(s)
ensaio(s) anterior(es). Quando o ensaio seguinte ndo tinha como objetivo a presenca

de biofilme, todos os discos eram lavados.
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5 Materiais e métodos

5.1 Materiais

5.1.1 Instalagéo Piloto: Reator Laboratorial de Biomassa Fixa

Para a realizacdo dos ensaios foi utilizado um reator de discos biol6gicos, a escala laboratorial,
com um regime de funcionamento em batch, isto €, em modo descontinuo. As Figuras 5.1 e 5.2

mostram o esquema da instalagéo.

Este sistema integra os seguintes equipamentos:
e Um reator piloto de discos bioldgicos com um volume unitario de 0,9 litros, que inclui: 4
discos com um didmetro de 0,12 metros e movidos com uma velocidade de 10 rotacdes

por minuto (rpm) através de moto-redutor da marca Oriental Motor (Jap&o);

e Um reservatorio para armazenar a solugcdo de alimentagdo, com uma capacidade de 20

litros, inserido num frigorifico da marca Sharp (Jap&o);

e Uma bomba peristéltica da marca Lead Fluid, para transportar a solu¢géo de alimentacao

desde o reservatdrio até ao reator;

e Tubos de silicone para permitir a alimentagéo e recirculagdo da solugéo: reservatério-

reator e reator-reservatorio.

Legenda:

1 - Reservatorio de armazenamento do efluente
doméstico simulado;

2 - Frigorifico;

3 - Bomba Peristaltica;

4 - Reator piloto de discos biol4gicos;

5 - Tubos de silicone.

A

i vy

1
2

Figura 5.1 Esquema da instalacdo: Reator de discos biol6gicos em modo batch.
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Legenda:

1 - Reservatério de armazenamento do efluente doméstico simulado;
2 - Frigorifico;

3 - Bomba Peristaltica;

4 - Reator piloto de discos biolégicos;

5 - Tubos de silicone.

Figura 5.2 Instalagdo: Reator de discos biolégicos em modo batch.

5.1.2 SolucBes de farmacos

Foram preparadas duas solu¢cfes, em metanol, uma apenas com o 173-Estradiol e outra com os
17B-Estradiol (E2) e 17a-Etinilestradiol (EE2). Ambos os farmacos utilizados séo de marca Sigma
Aldrich, sendo a pureza do EE2 maior ou igual a 98% e a pureza do E2 de 99%. O Anexo lll e o

Anexo IV apresentam as fichas técnicas destes compostos.
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A dificuldade da operagéo de pesagem, a perigosidade de estar em contacto com os farmacos,
devido as suas propriedades de desregulacdo endécrina, e o fato destes se tornarem mais

solaveis na presenca de metanol foram os motivos que levaram a preparacao das solucdes.

Outros trabalhos de investigacdo que decorreram em simultineo com o presente estudo, ja
tinham preparado estas duas soluc@es, onde os farmacos estavam a uma concentracdo de 1400
000 pg.Lt. A partir destas solugfes, e através da formula C1V1=C2V2, calculou-se a quantidade
a adicionar para obter a concentracdo desejada, isto é, o volume a adicionar para obter 100
pg.L-t em 17 L (volume do efluente simulado). O volume a adicionar foi de 1,21 mL que esta
associado a uma concentragdo de CQO 86 mgO:2L1. O anexo V apresenta os célculos realizados

para obter a CQO associada ao composto.

5.1.3 Efluente doméstico simulado

O efluente doméstico foi simulado através de uma solugéo de alimentacéo (substrato), adaptado
de Dang et al. (1989) e Domingos (1999). A Tabela 5.1 apresenta os compostos utilizados na

solugédo e as suas concentragdes para uma CQO de 8000 mgOL1.

Tabela 5.1 Composi¢do do substrato (Adaptado de Domingos, 1999; Dang et al, 1989)

Composto g.L?
Glucose 5,000
Peptona Bacteriolégica 1,000
Extrato de Levedura 0,500
Fosfato de Monopotéassico 0,800
Sulfato Aménio 1,500
Sulfato de Magnésio 0,200
Cloreto Calcio 0,020
Cloreto de Ferro 0,001
Sulfato de Manganés 0,010

Através dos dados da Tabela 5.1 foi possivel obter as concentragdes de CQO desejadas no inicio
de cada ensaio, isto €, para concentragGes de 100, 125, 210 e 250 mgO:L-1. Para o seu calculo

teve-se em conta a CQO associada ao farmaco (86 mgO2L?).

A utilizacdo de soluc@es de alimentagcdo com valores elevados de CQO, tais como 210 mgO2L?
ou 250 mgO.L?, tinha como intuito promover o crescimento de biofilme. As diferentes
concentracdes de CQO e o estado de desenvolvimento do biofilme tinha como objetivo analisar
se estes parametros influenciam ou néo, na degradacdo dos compostos em estudo e determinar

as respetivas constantes de degradacéo.
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5.1.4 Material utilizado no decorrer dos ensaios

Todo o material utilizado no decorrer dos ensaios apresenta-se descrito abaixo:

Balanca de marca Kern, Max 2000 g e Min 0,5 g;

Balanca de marca Mettler Toledo, Max 210 g;

Barras SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) de marca Gerstel Twister, com a espessura
do filme de 1 mm e o comprimento da barra de 20 mm,;
Sistema de filtragcao a vacuo, que incorpora:

o Bomba de vacuo, de marca Millipore Waters, com uma pressao de 1200 bar;

o Filtros Filter-Lab de porosidade 1,2 um, 47 mm;

o Filtros Macherey-Nagel de porosidade 0,4 ym, 45 mm;

o Filtros Millipore de porosidade 0,22 ym, 47mm.

Agitadores magnéticos, de marca J.P. Selecta, tipo Agitamatic-N ou Agitamatic-E;
Aquecimento em banho-maria, de marca SBS;
Sistema de limpeza digital por ultrassons, de marca Axtor by Lovango;
Sistema de limpeza por ultrassons, de marca Julabo;
Acrodisc LC 13 - PVDF da marca Gelman de porosidade 0,2 um;
Garrafa de Azoto, de marca Micromass;
Garrafa de Azoto, de marca Alphagaz;
Micropipeta de marca Autoclavable;
Vortex de marca Fisher Bioblock Scientific;
Sistema de HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta resolucdo com detetor de
fotodiodos), que incorpora:
o Cromatégrafo, de marca Waters Alliance, modelo 2690 de bomba quaternéria
associado a um detetor de fotodiodos, marca Waters, modelo 996;
o Pré-coluna C18, de marca Phenomenex, KJ0-4282;
o Coluna Luna 5um C18 (2) 100 A (OOF-4252-YO) (2).

Programa MassLynx V4.0 para adquirir/processar os cromatogramas.

5.2 Modo operatério

5.2.1 Reator em Batch

Para a presente investigacdo efetuaram-se seis ensaios laboratoriais com os compostos 17(3-

Estradiol e o 17a-Etinilestradiol, divididos em duas fases. Sendo a fase A para o 173-Estradiol e

a fase B para ambos os compostos.

No inicio de cada ensaio adicionou-se ao reator 100 pg.L* do composto em estudo e as

respetivas solucdes de alimentacdo, de modo a obter-se as concentracdes iniciais de CQO
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desejadas. Alguns ensaios iniciaram-se com biofilme, que resultou dos ensaios anteriores. As
diferentes concentracées iniciais de CQO e o estado de biofilme permite avaliar o modo como
estes parametros contribuem para a degradacéo dos compostos em estudo. A Tabela 5.2 indica

as caracteristicas de cada ensaio.

Tabela 5.2 Caracteristicas dos ensaios.

Volume de Concentragao CQO Manutencdo Duracdo

Fase Ensaio Descricao alimentacdo de farm_?co (MgO2LY) do Biofilme!  (dias)
L) (Hg.L™)
1 125 N&o 6
Ensaios de
A 2 biodegradagéo com 250 Sim 3
0 17B-Estradiol
3 250 Sim 4
17 100
4 210 N&o 3
Ensaios de
B 5 biodegradagéo com 100 N0 3

0 17B-Estradiol e 0
17a-Etinilestradiol

6 100 Sim 3

1. A presenca de biofilme no ensaio 2, 3 e 6 resultou do seu crescimento no(s) ensaio(s) anterior(es). Quando
0 ensaio seguinte ndo tinha como objetivo a presenga de biofilme, todos os discos eram lavados.

Os ensaios 4 e 5 visam comparar a degradacdo dos compostos com valores de CQO iniciais
diferentes, para a mesma concentracao de farmaco e para um biofilme no mesmo estado. Por
outro lado, os ensaios 5 e 6 objetivam comparar a degrada¢gdo dos compostos com diferentes
estados de desenvolvimento de biofilme, para valores de CQO iniciais iguais e para a mesma
concentracdo de farmaco. Apds cada ensaio e quando o seguinte ndo tinha como objetivo a
presenca de biofilme, todo o sistema era lavado com agua e lixivia.

As dificuldades encontradas na primeira fase para detetar o 173-Estradiol foram determinantes
para a introducao do 17a-Etinilestradiol na fase seguinte. Uma explicacdo para as dificuldades
encontradas podera estar associada a diferencas metodologicas e/ou a fotodegradacédo do

17B-Estradiol, que também se colocou em causa e foi analisada.

5.2.2 Amostragens

Para todos os ensaios a primeira amostra era recolhida no inicio da experiéncia, sendo que a

recolha das restantes amostras ocorria com intervalos de 24 horas. As amostras permitiram
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andlises cromatogréficas e andlises de CQO, SST e SSV. O pH da solucdo de substrato de
alimentacéo foi analisado uma vez no final da fase B.

5.3 Métodos Analiticos

5.3.1 Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

A determinacdo da CQO, da fase solUvel das amostras, foi efetuada pelo método de refluxo
aberto conforme o procedimento descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005) (Anexo VI).

5.3.2 Sélidos Suspensos Totais (SST) e Sélidos Suspensos Volateis (SSV)

A determinacdo dos SST e SSV foi efetuada conforme o procedimento descrito no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005) (Anexo VII).

A determinacéo do pH foi efetuada pelo método potenciométrico, através de um equipamento de
marca WTW series - Inolab, modelo ION 735.

5.3.3 Extragdo dos compostos pelo método SBSE

A extracdo dos compostos foi efetuada pelo método SBSE (Extracdo sortiva em barra de
agitacdo), sendo a metodologia adaptada de Fernandes (2016) e Vicente (2016). O método

encontra-se descrito abaixo e a Figura 5.3 apresenta um esquema geral da metodologia.

4) Lavagem e condicionamento
" | da barra SBSE

1) Preparacéo da amostra =" 2) AdsorcAo dos compostos & barra | = 3) Dessor¢&o dos compostos '

~ |5) Preparacdo da solucdo

sonicada para injetar no HPLC

Figura 5.3 Esquema geral da metodologia da extracdo dos compostos pelo método
SBSE.

1) Preparacao da amostra: (Na Figura 5.4 apresenta-se o esquema de preparacao).

a) Recolha de 250 mL de amostra;
b) Colocar no sistema de filtracdo a vacuo com filtros de porosidade de 0,4 um;

¢) Adicionar 25 g de NaCl as amostras (Salting out).
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Amostra Sistema de Filtragdo a vacuo Adicdo NaCl Amostra preparada

Figura 5.4 Esquema de preparacdo da amostra.

2) Adsorcdo dos compostos a barra: (Figura 5.5).
a) Mergulhar a barra SBSE na amostra preparada, em Erlenmeyer;

b) Proteger da luz e levar a agitar;

i) Agitar durante 3 horas a uma velocidade de rota¢@o de 900 rpm.
Mergulhar a barra na amostra preparada Envolver com papel e
agitar

Figura 5.5 Esquema de adsorcao.

3) Dessorcdo dos compostos: (Figura 5.6).
a) Extrair a barra SBSE para 3 mL de CHzCN;
i) Agitar durante 30 minutos a uma velocidade de rotacao de 300 rpm.

b) Colocar em banho de 4gua durante 10 minutos a 60 °C;

€) Sonicar a solucéo resultante.
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Extrair a barra para 3 mL de
CH3CN e agitar

Colocar em banho de agua Sonicar a solucao

Figura 5.6 Esquema de dessorcéo.

4) Lavagem e condicionamento da barra SBSE:

a) Remover a barra SBSE da solugdo sonicada;
b) Inserir em 3 mL de DMSO- dimetilsulfoxido;
i) Agitar durante 1 hora a uma velocidade de rotacdo de 100 rpm.
¢) Inserirem 3 mL de CHsCN;
i)  Agitar aproximadamente durante 12 horas a uma velocidade de rotagédo
de 100 rpm.

5) Preparacéo da solugéo sonicada para injetar no HPLC-DAD: (Figura 5.7).

a) Concentrar até & secura a solucao sonicada sob fluxo de azoto;
b) Retomar com 200 pL de CHsOH e passar pelo Vortex;
c) Colocar em vials para injetar no HPLC-DAD.

Evaporar a solugéo sonicada Retomar com CH3OH Colocar em vials para
sob fluxo de azoto injetar no HPLC-DAD

Figura 5.7 Esquema de preparacdo da solugéo sonicada.
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6) Analise da amostra extraida por HPLC-DAD nas seguintes condicdes:

a) Volume de injecao: 20 uL;
b) Coluna utilizada: Luna 5um C18 (2) 100 A (OOF-4252-YO) (2):
¢) Fluxo: 0,5 mL/min;
d) Tempo de corrida: 10 minutos;
e) Eluigdo Isocréatica:
i) 50% de H20 com 0,1% HCOOH,;
ii) 50% de CH3CN.

7) Quantificacdo dos compostos:

a) Analisar o cromatograma, pelo programa MassLynx V4.0, no comprimento de onda
281 nm;

b) Identificar o pico do composto através do espetro de absorgdo (A = 230 — 315nm) e
do tempo de retengdo (aproximadamente 4,46 min e 5,64 min para o E2 e EE2
respetivamente);

c) Quantificar a area do pico de cada composto;

d) Determinar a concentracdo do composto através da férmula obtida pela curva de

calibracéo, descrita no ponto 5.3.4.

A metodologia acima descrita foi aplicada para a fase B. Para a fase A utilizou-se a mesma
metodologia, mas com duas adi¢fes: utilizaram-se dois filtros consecutivos no sistema de
filtragcdo a vacuo de 1,2 ym e de 0,22 ym e um Acrodisc de 0,45 ym antes da solugéo sonicada
ir & secura sob fluxo de azoto. O uso destes filtros tinha como objetivo melhorar a visibilidade no
HPLC-DAD, no entanto, a sua baixa porosidade podera estar na origem do composto ndo ser
detetado, ficando retidos nos respetivos filtros. De forma a despistar o erro, foram realizados

testes com os Acrodisc e testes de fotodegradacao, descritos no ponto 5.3.6.

O método de extracao através de sorcdo em barra de agitagdo (SBSE) tem sido cada vez mais
utilizado para pré-concentrar o composto em estudo (Pintado-herrera et al., 2014). Este processo
baseia-se na utilizacdo de uma barra de agitacdo magnética, inserida em vidro, que € coberta
por uma camada de polidimetilsiloxano (PDMS) (Fernandes, 2006; Silva, 2007).(Figura 5.8).
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suporte de vidro

Figura 5.8 Barra de SBSE.

O material de revestimento da barra (PDMS), tem a capacidade de adsorver compostos que
sejam entre moderada a altamente hidrofébicos, como € o caso dos farmacos em estudo
(Pintado-Herrera et al., 2014; Silva, 2007). De acordo com experiéncias realizadas por Pintado-
Herrera et al., (2014) a quantidade de composto extraido depende ainda do volume da amostra,
do tamanho da barra e da quantidade de NaCl adicionada. Os melhores resultados foram obtidos
com um volume de 250 mL, uma barra com tamanho de 20 mm (com uma diferenga de 15% de

extracdo para o tamanho de 10 mm, na maioria dos casos) e uma adi¢do de 100 gL* de NacCl.

O sal permite aumentar a extragcdo dos compostos através do efeito “salting out”, isto é, as
moléculas de dgua formam esferas de hidratagdo a volta dos ides de sal, reduzindo assim a sua
disponibilidade para dissolver os compostos, facilitando deste modo a sua extracdo. No entanto,
este efeito s6 acorre até determinada concentracdo de sal, a partir desse limite os ies de sal
comecam também a interagir com os compostos, dificultando a sua extra¢do (Fernandes, 2006;
Silva, 2007).

As técnicas cromatograficas tém como vantagem, em relacdo a outras técnicas, a capacidade
de separar com grande precisdo os componentes de amostras complexas. Estes componentes
sdo separados através de interacdes quando percorrem duas fases imisciveis, a fase
estacionaria (enchimento da coluna cromatogréfica) e a fase movel (eluente que percorre a

coluna cromatografica) (Carvalho, 2012; Fernandes, 2012; Rangel, 2010; Silva, 2007).

Dentro das varias técnicas cromatogréaficas existentes, para o presente estudo utilizou-se a
cromatografia liquida de alta resolugdo em coluna de fase reversa. Nesta técnica os compostos
sdo separados através da migracdo destes na coluna, contudo, o nivel de definicdo depende da

fase estacionaria. A afinidade que a fase estacionaria tem pelos diferentes compostos a serem
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analisados permite um arrastamento destes ao longo da coluna a diferentes velocidades, e deste

modo obtém-se uma melhor leitura (Rangel, 2010).

Para o presente trabalho utilizou-se a cromatografia liquida de alta resolugcdo com detetor de
fotodiodos (HPLC-DAD), esta técnica apresenta vantagens ao nivel da rapidez dos resultados,
no grande poder de resolucdo e na detecdo de compostos com concentracdes vestigiais.
Normalmente, a separacdo dos compostos ocorre em fase reversa, ou seja, a fase estacionaria
€ apolar e a fase mével polar (Rangel, 2010; Silva, 2007). No presente trabalho utilizou-se uma

coluna cromatogréfica de fase reversa (C18).

O processo inicia-se com a injegdo da amostra no inicio da coluna cromatografica, e por
intermédio das bombas de alta pressao a fase movel (eluente) promove a passagem da amostra
pela coluna, onde ocorre a separacao dos componentes, e no final do trajecto cromatogréfico o
detetor de fotodiodos permite a dete¢do dos componentes da amostra (espetro de absor¢do UV-
Vis). Cada componente eluido da coluna é registado sob a forma de pico, no respetivo tempo de

retengdo (Carvalho, 2012).

5.3.4 Curva de calibracéo

A curva de calibracdo permite calcular as concentragdes dos compostos a partir das areas
obtidas nos cromatogramas de cada ensaio. Para a sua determinacdo prepararam-se padrées
mistos com agua desmineralizada com concentragfes de 25, 50, 100 e 200 pg.Lt. Os padrdes
foram realizados em triplicado para aumentar a viabilidade das curvas de calibragéo e para a sua

preparacao utilizou-se a metodologia descrita no ponto 5.3.3.

Determinacao do limite de detecado e guantificacdo

A determinacgdo do limite de detecdo (LOD) tem como objetivo calcular a concentracdo minima
a partir da qual é possivel detetar a presenca do composto com uma certeza razoavel, mas nao
€ necessariamente quantificada como um valor exato. O seu conceito, em termos qualitativos,
esta associado a concentragdo minima que € possivel distingui-lo de uma amostra em branco,
isto €, uma amostra que contenha a mesma matriz, mas sem composto. A determinagéo do limite
de quantificacdo (LOQ) tem como objetivo calcular a menor concentragdo a partir da qual é
possivel quantificar o composto com determinada exatidao e precisdo. Normalmente é utilizado
na determinacdo de produtos em degradacdo (Huber, 2007; International Conference on
Harmonization ICH, 1996).

O LOD e 0 LOQ do E2 e do EE2 foram determinados com base nas amostras realizadas em
branco e em triplicado. Para a sua determinacdo retirou-se a area dos cromatogramas associada
aos respetivos tempos de concentragdo e calculou-se a concentragdo obtida através da curva
de calibragédo. Essa area calculada denomina-se por “ruido”, uma vez que os compostos nio

estavam presentes.
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Para determinar o limite de detegdo e quantificagdo do HPLC-DAD, através da coluna de fase
reversa Luna 5 um C18 (2) 100 A (OOF-4252-YO) (2), utilizaram-se as seguintes equacdes,
adaptadas de (Shrivastava & Gupta, 2011). Onde Spi corresponde ao desvio padrdo e Xp1 a

média das concentracdes.

LOD = 3 x Sp1+ Xb1 Eqg. 5.1
LOQ =10 x Sp1 + Xb1 Eqg. 5.2

5.3.5 Determinacdo da ordem das reacdes

Para determinar a cinética das reacfes e as respetivas constante utilizaram-se dados da

concentracéo (C) e do tempo (t), sendo a expressao geral:

— =KCn Eq. 5.3

Onde:
K - Constante de reacao;
C - Concentragéo do composto;

n - Ordem de reacéo.

A identificacdo da ordem de reacdo para os ensaios foi determinada com base em duas
hip6teses: ser de ordem zero ou de primeira ordem. Assim, a partir da expressao geral e para
cada ensaio testou-se a hip6tese n=0 ou n=1, resultando nas equacdes 5.4 e 5.5. Posteriormente

seguiu-se a sua integracao para obtencao dos resultados, visivel nas equacgfes 5.6 e 5.7.

dC
% =K Ordem zero Eq. 5.4
dC L
% =KC Primeira Ordem Eq. 5.5
C =Co-kt Integral da ordem zero Eq. 5.6
LnC = LnCo- kt Integral da primeira ordem Eq. 5.7

A partir dos resultados obtidos, isto €, através de uma andlise grafica e de uma analise ao
coeficiente de correlacdo (R) determina-se a ordem de reacdo. Segundo (Li et al., 2005), se a
degradacdo for de primeira ordem o grafico entre In(C/Co) e 0 tempo deve apresentar um

elemento linear independente das suas concentracdes inicias.
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5.3.6 Testes auxiliares pelo método SBSE

1) Testar o sistema de filtracdo com Acrodisc

a) Teste direto com Acrodisc:

Este teste teve como objetivo detetar se o Acrodisc interfere ou ndo com as leituras dos
resultados no HPLC-DAD. Este teste esta descrito abaixo:
i) Preparar um baldo com 200 ug.L'! do farmaco misto e perfazer com &agua
desmineralizada;
i) A partir do baldao, 200 uL passam diretamente para os vials, e outros 200 pL
passaram primeiro pelo Acrodisc;
iii) Injetar no HPLC-DAD, segundo a alinea 6) do ponto 5.3.3.

b) Teste direto em diferentes tipos de 4guas com Acrodisc e filtracdo

Este teste teve como objetivo perceber se diferentes tipos de 4guas (com ou sem filtracéo)
influenciam a leitura dos resultados. Foram testados trés tipos de aguas: agua sintética, agua
residual e dgua desmineralizada com 200 pg.L' do farmaco misto. Este teste esta descrito
abaixo:
i) Colocar 200 pg.L-1 do farmaco misto em trés bal6es de 100 mL e perfazer com
agua sintética, desmineralizada e residual;
i) Passar cada baldo por um sistema de filtragdo a vacuo, com filtros de porosidade
0,4 pym;
iii) De cada baldo, 200 pL passam diretamente para os vials e outros 200 pL passaram
primeiro pelo Acrodisc;
iv) Injetar no HPLC-DAD segundo a alinea 6) do ponto 5.3.3.

2) Ensaio de fotodegradacéo direto:

Este ensaio teve como objetivo estudar a possivel degrada¢éo dos farmacos, expostos a fatores
fisicos como a temperatura e a exposi¢éo a luz. Foram preparadas duas solu¢des mae tendo
uma sido deixada exposta a luz no laboratério e outra guardada num armario protegido da
exposi¢do da luz, igualmente no laboratorio. O ensaio teve a duragcao de cinco dias e esta
descrito abaixo:

i) Colocar 500 pg.L* do farmaco misto em dois bales de 10 mL;

ii) Colocar todos os dias 200 pL de cada frasco em vials;

ii) Injetar no HPLC-DAD segundo a alinea 6) do ponto 5.3.3.

3) Curva de calibracdo com injecao direta

A curva de calibracdo direta teve como objetivo obter uma equacéo, para cada composto, que
analisasse 0s resultados dos testes diretos descritos nos pontos 1) e 2), uma vez que hao se
podia analisar testes diretos sem a respetiva curva. Este teste esta descrito abaixo:

41



i) Colocar 2000, 1000, 500 e 200 pg.L! do farmaco misto em balGes de 10 mL e
perfazer com CHsOH. As amostras foram feitas em duplicado;
i) De cada baldo colocar 200 pL em vials;

iii) Injetar no HPLC-DAD segundo a alinea 6) do ponto 5.3.3.

A partir de concentracées, normalmente superiores a 100 pg.Lt os farmacos tornam-se
facilmente visiveis no HPLC-DAD. Devido a facilidade em detecta-los, estas concentracfes séo
normalmente utilizadas em testes, como descrito nas alineas anteriores. As barras SBSE tém
como fungdo extrair e concentrar o farmaco e por isso, sdo utilizadas para concentragcoes

inferiores a 100 pg.L, como decorreu durante os ensaios e nas alineas abaixo 5) e 6).

Como foi um teste direto, isto é, sem utilizagdo da barra, seria “indiferente” usar agua

desmineralizada ou CHzOH, uma vez que € a barra que condiciona a absor¢do dos compostos.

Contudo, optou-se por utilizar CH3sOH pois o farmaco é mais solUvel neste meio e deste modo

mais facilmente detetavel.

4) Ensaios para determinar a adsorcdo dos farmacos aos materiais da instalacéo

Para avaliar a degradacgdo dos farmacos no reator é necessério realizar uma série de ensaios
gue permitam concluir que estes compostos néo ficam adsorvidos em diferentes materiais da
instalacdo piloto. Os materiais de possivel adsor¢éo séo o reservatério de armazenamento e 0s

tubos de alimentacgé&o.

No entanto, estes ensaios nao foram realizados, uma vez que o material ja tinha sido testado
nos trabalhos de (Fernandes, 2016; Vicente, 2016). Os materiais e os compostos utilizados por

estas autoras s&o os mesmos utilizados na presente investigacao.

5) Ensaios em branco

Os ensaios em branco tinham como objetivo analisar o padrdo dos cromatogramas na auséncia
dos farmacos e consequentemente determinar o LOQ e LOD mencionados no ponto 5.3.4. Foram
realizadas trés andlises a agua desmineralizada e uma ao efluente doméstico simulado, para
determinar a existéncia de algum composto que pudesse interferir com a leitura dos resultados.
Para tal, foram utilizadas barras SBSE segundo a metodologia do ponto 5.3.3 e a sua leitura foi

feita com base na curva de calibragdo com agua desmineralizada obtida pelo ponto 5.3.4.

6) Cuva de calibracdo com metanol

A preparacéo da curva de calibracdo em metanol teve como objetivo confirmar que neste meio
os farmacos tém uma menor tendéncia em aderir a barra SBSE, justificando assim o uso de uma

curva de calibragcdo em agua desmineralizada. A determinagdo da curva de calibracdo em
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metanol seguiu a mesma metodologia aplicada a curva de calibragdo em agua desmineralizada
no ponto 5.3.4.
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6 Resultados

6.1 Biofilme

A Tabela 6.1 apresenta as concentra¢ges de CQO objetivo e as obtidas em cada ensaio no dia

Zero.

Tabela 6.1 CQO objetivo e CQO em cada ensaio.

Fase Ensaios CQO (mgOaL™) Volume Reator Cresc_im_ento
Objetivo Obtido (L) de Biofilme
1 125 89 N&o
A 2 250 182 17 Sim
3 250 231 Sim
4 210 193 N&o
B 5 100 90 17 Nio
6 100 92 Sim

a) Crescimento de biofilme na fase A

O primeiro ensaio decorreu com uma concentracao inicial de CQO de 125 mgO-2L%, durante os
seis dias de ensaio o crescimento de biofilme nao foi notdrio. A Figura 6.1 apresenta uma imagem

dos discos bioldgicos ao iniciar o 1° ensaio.

Figura 6.1 Discos bioldgicos ao iniciar o 1° ensaio.

Para o 2° ensaio manteve-se o biofilme criado pelo ensaio anterior, ou seja, ndo houve remogéo
do biofilme desenvolvido nos discos. De modo a obter-se um desenvolvimento maior do biofilme,

utilizou-se uma concentracao inicial de CQO de 250 mgO2L1.
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De forma a encontrar melhores resultados no crescimento do biofilme ndo houve, novamente,
remocéao do biofilme ja desenvolvido nos discos. O 3° ensaio iniciou-se com uma concentracdo
de CQO de 250 mgO:2L! e os seus resultados foram ja visiveis. A Figura 6.2 apresenta algumas

imagens do crescimento de biofilme no 3° ensaio.

Figura 6.2 Crescimento de biofilme no 3° ensaio.

As elevadas concentragbes de CQO introduzidas no reator, ao longo dos trés ensaios, permitiram
um crescimento significativo do biofilme com um aumento na sua espessura. Durante 0 3° ensaio
observou-se ainda uma alterac¢éo na cor do biofilme, de um tom branqueado para um tom mais

rosado, esta mudanca pode estar associada a proliferacéo de alguma bactéria ou fungo.

Experiéncias realizadas por Fernandes, (2016) e Vicente, (2016) demonstram que a proliferacéo
destes microrganismos ocorre nos meses mais quentes, visto que no Inverno o tom do biofilme

nas suas experiéncias manteve-se branco/amarelado.

b) Crescimento de biofilme na fase B

Apb6s a fase A o reator foi lavado com agua e lixivia para que a nova fase se iniciasse sem
biofilme. O 4° ensaio iniciou-se com uma concentracgéo inicial de CQO de 210 mgO:L* e a Figura

6.3 apresenta algumas imagens deste ensaio.
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Figura 6.3 Crescimento de biofilme no 4° ensaio.

Os vestigios de biofilme formados pelo 4° ensaio foram removidos, para que o 5° ensaio se
iniciasse novamente sem biofilme, mas como uma concentra¢éo de CQO inicial mais baixa, de

100 mgO:L™1. A Figura 6.4 apresenta algumas imagens do 5° ensaio.

Figura 6.4 Crescimento de biofilme no 5° ensaio.

Para o 6° ensaio optou-se por manter os vestigios de biofilme formados pelo ensaio anterior e
manteve-se a mesma concentracdo de CQO. A Figura 6.5 apresenta algumas imagens do 6°

ensaio.
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Figura 6.5 Crescimento de biofilme no 6° ensaio.

Na fase B o crescimento de biofilme so6 foi visivel no 4° ensaio que, comparando com 0s outros
ensaios, tinha uma concentracao de CQO de alimentacéo superior. As baixas concentra¢ces de
CQO durante o0 5° e 0 6° ensaio estédo associadas ao fraco desenvolvimento do biofilme, mesmo
tendo este sido mantido no 6° ensaio. Nao se observou uma clara mudanga de cor nesta fase,

provavelmente devido ao fraco desenvolvimento de biofilme.

O modo operatério em batch, em que os reagentes sao introduzidos no reator apenas uma vez,
€ outro parametro que podera estar na origem de uma fraca formagéo de biofilme e associada a

rapida degradacao do substrato obtido.

6.2 Curva de calibracéao

A curva de calibracdo e a respetiva equagdo para E2 e para EE2 apresentam-se nas Figuras 6.6
e 6.7, respetivamente. A curva de calibragdo do E2 foi utilizada para as duas fases dos ensaios

e a curva de calibracdo do EE2 apenas foi utilizada na fase B, ensaios 4, 5 e 6.
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Figura 6.6 Curva de calibragcéo do E2 utilizada na fase A e B dos ensaios.
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Figura 6.7 Curva de calibracédo do EE2 utilizada na fase B, ensaios 4, 5 e 6.

A curva de calibracdo para o E2 apresenta a equacao de y = 1,9628x — 25,261 e um coeficiente
de correlagcdo de R? = 0,9963. A equacdo da curva de calibracdo do EE2 é y = 3,1572x — 62,739
e apresenta um coeficiente de correlagdo de R2 = 0,9878. Estas equacdes permitem calcular a

concentracao dos farmacos no reator, e deste modo avaliar a sua remocao.

As curvas de calibragdo, para os dois compostos, foram elaboradas com concentragfes de 25,

50, 100 e 200 pg.L™1. Cada padrao foi injetado em triplicado. O Anexo VIl apresenta um exemplo

de cromatograma analisado para a obtencdo das curvas de calibracdo com as areas obtidas.
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Determinacao do limite de detecdo e quantificacdo

O limite de detecao e quantificacdo do HPLC-DAD, utilizando uma coluna Luna 5um C18 (2) 100
A (OOF-4252-YO) (2), é apresentado na Tabela 6.2. O Anexo IX apresenta mais pormenores da

sua determinacao.

Tabela 6.2 Limite de detecdo e quantificacéo para o E2 e o EE2.

178 (ug.L ) 170 (ug.L )
Limite de Detecao 24,06 22,10
Limite de Quantificacéo 42,47 24,51

Durante os ensaios, e para alguns dias, a concentracdo de E2 foi inferior ao limite de
quantificacdo e dete¢cdo. No entanto, o fato de ser inferior ndo significa a auséncia do composto,

mas sim que a sua leitura ndo é tao credivel comos as restantes.

6.3 Ensaios de biodegradabilidade

ApOs a realizagéo dos ensaios foi analisada a degradacao dos farmacos, associada as diferentes
concentracdes de CQO e aos diferentes estados de desenvolvimento do biofilme. A Tabela 6.3
e a Figura 6.8 apresentam a degradacao dos farmacos e da CQO ao longo de cada ensaio. O
Anexo X apresenta um exemplo de cromatograma analisado para determinacdo das

concentracdes dos farmacos.

Durante os ensaios foram ainda determinados os SST e 0s SSV, que podem ser consultados no

Anexo XI.
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Tabela 6.3 Degradacéo dos farmacos e da CQO de cada ensaio.

Ensaio 1
Biofilme ao
inicia( o Nao
ensaio
CQO 178
Objetivo (mgO2L?)  (ug.L?)
125 100
Tempo (d)
0 89 63
1 37
2 19 21
3 18 42
6 14 0
Ensaio 3
Biofilme ao
iniciar_ 0 Sim (desenvolvido)
ensaio
CQO 178
Objetivo (mgOaL™Y) (Mg.L™h)
250 100
Tempo (d)
0 231 149
1 74 31
2 60 17
3 14 24
4 9 0
Ensaio 5
Biofilme ao
iniciar_ o] N&o
ensaio
CQO 178 17a
Objetivo ~ (MgO2L™)  (ug.L?)  (ng.L?)
100 100 100
Tempo (d)
0 90 83 99
1 47 45 92
2 9 27 88
3 0 81

Ensaio 2
Biofilme ao .
P Sim (pouco
iniciar o )
; desenvolvido)
ensaio
CQO 178
Objetivo (mgOzL?)  (ug.L?)
250 100
Tempo (d)
0 182 21
1 69 26
2 36
3 32
Ensaio 4
Biofilme ao
iniciar o N&o
ensaio
CQO 178 17a
Objetivo ~ (MgO2L?)  (ug.L™)  (ug.L?)
210 100 100
Tempo (d)
0 193 99 106
1 100 49 92
2 23 19 91
3 18 24 89
Ensaio 6
Biofilme ao
iniciar o Sim (pouco desenvolvido)
ensaio
CQO 178 17a
Objetivo (mgOaL)  (ug.L?)  (ug.L?)
100 100 100
Tempo (d)
0 92 97 103
1 32
2 9 19 91
3 S 0 87
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Figura 6.8 Degradacéo dos farmacos e da CQO em cada ensaio.
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Todos os ensaios iniciaram-se com a mesma concentracéo de E2, sendo esta de 100 ug.L L. No

entanto, os ensaios da fase A apresentam valores inicias muito diferentes do valor objetivo.

O ensaio 1 apresenta uma concentracéo inicial de 63 pg.L 1 e passadas 24 horas n&o foi possivel
obter o resultado da sua concentracéo devido as interferéncias existentes no seu cromatograma,
podendo supor-se sim ou ndo que o composto tivesse sido integralmente biodegradado. As
oscilacbes encontradas entre o dia 0 e o dia 3 ndo permitem tirar conclusdes. Outro fator muito
importante refere-se ao Ultimo dia, o 3° dia de analises ocorreu huma sexta-feira e o 6° dia de
andlises ocorreu na segunda-feira seguinte, ou seja, ndo é conclusivo o tempo que o farmaco

demorou para ser removido do reator.

O ensaio 2 € o que apresenta resultados mais descontinuos, a concentracgao inicial de 21 pg.L1
apresentou o valor mais distante do valor objetivo. Passadas 24 horas a concentracdo aumentou
ligeiramente e nos ultimos dois dias a concentragcdo de farmaco nao foi detetada, possivelmente
pela sua baixa concentracao inicial. Os resultados apresentados no ensaio 1 e 2, devido a falta

de robustez, ndo foram comparados com 0s restantes ensaios.

O ensaio 3 apesar de apresentar uma concentragdo inicial de 149 ng.L-l mostrou uma
degradacédo completa do farmaco, que no 4° dia ja néo foi detetado. Este é o Unico ensaio da

fase A comparavel com as restantes experiéncias.

De forma geral, os ensaios da fase B iniciaram-se com valores de E2 proximos ao objetivo e
apresentaram uma eficiéncia de remocé&o constante de tal forma que ao 3° dia o farmaco ja ndo
€ detetado. O ensaio 4 constitui-se como uma exceg¢ao, pois € o0 Unico que ao 3° dia o farmaco
néo s é detetado como a sua concentracdo ainda parece aumentar.

Relativamente ao EE2 da fase B os valores iniciais também se aproximam ao valor objetivo de
100 pg.L1, mas nunca ha uma remogéo completa do farmaco. Para o dia 1 do 62 ensaio n&o foi
possivel obter o valor da concentracdo de E2 e de EE2 devido as interferéncias existentes no

seu cromatograma.
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6.3.1 Biodegradabilidade do 17B-Estradiol

A curva de degradacgéo do 17B-Estradiol ao longo dos ensaios 3 a 6 encontra-se na Figura 6.9.

Ensaio 3 —@— Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
160

140
120
100
80
60

40

0 1 2 3 4

Dias de ensaio

Concentracdo em pg.L?

Figura 6.9 Curva de degradagao do 17(3-Estradiol ao longo dos ensaios de 3 a 6.

Apesar das concentragdes inicias ndo serem as esperadas a remoc¢do do farmaco foi sempre
eficaz, a excecéo do que se registou no ensaio 4. Este ensaio provavelmente necessitaria de

mais um dia para remover o farmaco de forma completa.

Para analisar de forma correta as remocdes diarias do E2, teve-se em conta as suas diferentes
concentracdes iniciais para cada ensaio. Através de uma analise a Figura 6.9, verifica-se que
passado 24 horas apoés o inicio de cada ensaio no maximo 79% (ensaio 3) e ho minimo 46%
(ensaio 5) do composto foi removido. Passado 48 horas do inicio dos ensaios a remogédo maxima
foi de 89% (ensaio 3) e a minima foi aproximadamente 68% (ensaio 5).

Li et al. (2005), estudou a remocédo do E2 num sistema de lamas ativadas em batch, em que a
concentracdo inicial deste composto variou entre 10 a 50 ng.L-l e obteve passado 1,5 h
eficiéncias de remocao aproximadamente de 99%. Por outro lado Layton et al. (2000), observou
uma remocao de E2 de 75% em 24 horas com concentragdes iniciais mais comparaveis

nomeadamente de 58 ug.L1.

E ainda necessario compreender melhor como ocorre a remogéo do farmaco sob diferentes
condicdes, isto é, o papel da concentracao inicial da CQO, da concentracao inicial do farmaco e
da quantidade de biofilme presente. Uma andlise da Figura 6.9 permite constatar que os ensaios
5 e 6 foram os que obtiveram melhores resultados na remocao do E2, que ao 3° dia ja néo foi
detetado. As caracteristicas em comum de ambos 0s ensaios séo a fraca presenca de biofilme

e uma concentracdo de CQO inicial baixa. Estes ensaios apresentam uma CQO inicial

semelhante e uma diferenca de 14 ug.L"1 na concentracéo inicial de farmaco, o que permite
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concluir que para uma baixa CQO as concentragfes de farmacos ndo séo relevantes (dentro de
certo intervalo) para a sua remocao e que o pouco substrato disponivel conduz a uma remocéao
mais eficaz. Li et al. (2005), nos seus trabalhos, também concluiu, que o fator concentracdes de

E2 nédo seria determinante, ainda que esses ensaios tivessem uma duracdo de apenas 16,5 h.

Relativamente aos ensaios 3 e 4 a diferenca entre as suas concentracdes inicias e as

concentragdes passadas 24 horas é superior guando comparadas com o0s restantes ensaios. Por

outro lado, entre o 1° e o 3° dia as concentracdes estabilizam entre 17 e 49 pg.L"1, aumentando
em ambos os casos no 3° dia. S6 no 4° dia é que existe remocdo completa do farmaco, no

entanto, no existem valores concretos que 0 possam comprovar para o ensaio 4.

Apesar destes ensaios terem concentracdes elevadas de CQO, tém uma diferenca que reside
na concentragdo inicial de E2 e no estado do biofilme. Como uma CQO elevada prejudica na
remoc¢do do farmaco, pode-se concluir que o biofilme no ensaio 3 foi fundamental para uma
rapida remogéo de E2 quando comparado com o ensaio 4 que apresentava menos farmaco e
menos CQO. A presenca de um biofilme desenvolvido poderd estar associada a uma degradacgéo

de 80% nas primeiras 24 horas.

Fernandes (2016), em ensaios laboratoriais em tudo semelhantes, mas a funcionar em regime
de fluxo continuo e para a mesma concentragéo inicial de E2 atingiu eficiéncias de remoc¢éo
médias diarias semelhantes ao presente estudo, (70%). Ifelebuegu (2011), também analisou a
eficiéncia de remogé&o do E2 em discos bioldgicos, mas como tratamento secundario, no entanto
as concentracfes deste composto ensaiadas sao de ordem de grandeza 1000 vezes superiores

pelo que as eficiéncias alcancadas ndo devem ser comparadas.

Conforme ja assinalado a diferenca entre os ensaios 3 e 4 e 0s ensaios 5 e 6 reside na
concentracao de CQO da alimentacéo, sendo possivel afirmar que quanto menor a CQO inicial
maior serd a eficiéncia de degradacéo. Ensaios em que a presenca do biofilme é mais evidente
mostram eficiéncias de degradacdo superiores, mas apenas nas primeiras 24 horas, quando

comparado com ensaios com menores desenvolvimentos de biofilmes.

6.3.2 Biodegradabilidade do 17a-Etinilestradiol

Na figura 6.10 encontram-se 0s resultados da degradagéo do 17a-Etinilestradiol ao longo dos

ensaios 4 a 6 da fase B.

55



—@— Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6

110
o
np 100
3
IS
7}
zcg‘ 90 o ~ —— 5
©
b=}
c
7}
Q
c 80
o
o
70
0 1 2 3

Dias de ensaio

Figura 6.10 Curva de degradacao do 17a-Etinilestradiol ao longo da fase B, ensaios 4 a 6.

Conforme se pode constatar através da Figura 6.10, verifica-se que ao longo dos trés ensaios a
degradacéo varia entre aproximadamente 10 a 20%, nunca se obtendo uma remoc¢&o completa
do EE2.

Analisando a Figura 6.10 verifica-se que passado 24 horas apds o inicio de cada ensaio
aproximadamente 10% do composto foi removido, passado 48 horas houve pouca variagao e s6
no 3° dia € que a remogéo se aproximou dos 20% (ensaio 5). Por outro lado, Vader et al. (2000),
observou em culturas nitrificantes enriquecidas com aménio que a degradacgédo do EE2 é eficiente
durante 48 horas, a partir do 3° dia vai estabilizando e s6 é removido ao 6° dia. Contrariamente
a experiencia citada, estudos em batch indicam que ndo ha uma remog&o completa de EE2 em
processos de lamas ativadas (Koh et al., 2008). A remog¢édo de EE2 é ainda um assunto em
aberto, no entanto, varios estudos apontam para que a atividade nitrificante seja um fator chave
na sua degradacéo (Clouzot et al., 2010; Tran et al., 2009; Yi & Harper, 2007).

Os resultados do presente estudo ndo se afastam dos valores obtidos por Layton et al. (2000),
gue apresenta uma remogdo de 20% para uma concentracao inicial de 72 pg.L?, ao fim de 24
horas.

Uma andlise da sua remogdo deve incidir-se sobre os diferentes parametros analisados
nomeadamente, as concentracdes iniciais de CQO e de farmaco. Quando as concentracdes
iniciais de farmaco sao semelhantes e as concentracbes de CQO diferentes (ensaio 4 e 6)
verifica-se que a degradacdo é superior quando a CQO ¢é inferior. Para concentracdes de CQO
semelhantes e de farmaco diferentes, sendo uma diferenga minima entre o ensaio 5 e 6, observa-

se que a degradacéo é superior quando a concentracéo de farmaco é inferior.

Nenhum ensaio da fase B tinha biofilme visivel o que ndo permite comparar a remocao do EE2
em situacdes de diferentes estadios de crescimento de biofilme. No entanto, as experiéncias de

Vicente (2016), em fluxo continuo apresentaram em geral eficiéncias de remocao inferiores a
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50%, o que permite concluir que para a remocéo de EE2 o biofilme bem desenvolvido sera um
parametro essencial.

6.4 Parametros cinéticos dos processos de biodegradacéao

6.4.1 Ordem das reacfes parao E2 e EE2

ApOs os ensaios de biodegradabilidade foi determinada a ordem das reacdes e as suas
constantes cinéticas. Neste ponto tal como no 6.3 apenas serdo comparados os ensaios de 3 a
6. No Anexo Xll apresentam-se as tabelas utilizadas na sua determinacéo. As Figuras de 6.11 a
6.14 apresentam o resultado das hipéteses para ordem 0 e 12 ordem e a Tabela 6.4 o resultado
das ordens de reacéo para cada ensaio.
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Figura 6.11 Ensaio 3: Ajustamento grafico para determinacéo da ordem de reacao para E2.
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Figura 6.12 Ensaio 4: Ajustamento gréafico para determinacao da ordem de reacao para E2 e EE2.
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Figura 6.13 Ensaio 5: Ajustamento grafico para determinacédo da ordem de reacdo para E2 e EE2.

—e— 178 —e—17a —e— 178 —e— 170
120 5,00

. y =-5,1357x + 102,34 8-
:b 100 : ........................ R‘Z'.: 0,9953 S ..§.
2 ...'.. .‘\ ‘-_... y =-0,054x + 4,6287
g 80 4,00 R2=0,9974
O '...' — ..'.
@ 60 .. y=-33,263x + 94,078 %
e ... R*=0,9784 = ..
c 40 300
3 ’ ..
c .. *e
S 20 N
S \ y =-0,8152x + 4,574

0 2,00 Ri=1

0 1 2 3 ’
Dias de ensaio 0 ! . }

Dias de ensaio

Ensaio 6 -ordem 0 Ensaio 6 - 12 ordem

Figura 6.14 Ensaio 6: Ajustamento gréfico para determinacao da ordem de reacao para E2 e EE2.
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Tabela 6.4 Resultado das ordens de reacdo para o E2 e EE2.

Ensaio Farmaco Constante Ordem 0 Ordem 1
3 ®) k 30,5840 (ug.Lt.d?) 0,6101 (g1
R -0,8074 -0,8224
k 25,7591 (pg.L.d?) 0,5275 (d)
4 ®) R -0,8988 -0,8998
k 5,0678 (ug.Lt.d?) 0,0522 (d?)
R -0,8528 -0,8584
k 26,6346 (ug.Lt.d?) 0,5570 (d1)
®) R -0,9912 -0,9991
> k 5,5809 (ug.Lt.d?) 0,0622 (g1)
R -0,9960 -0,9961
k 27,1817 (ug.L.d?) 0,8152 (d-1)
®) R -0,7599 -1,0000
® k 5,1357 (ug.L2.d?) 0,0540 (d-1)
R -0,9977 -0,9987

Através de uma andlise ao coeficiente de correlacdo dos ensaios apresentados pode constatar-
se que este é sempre superior para a ordem 1, o que significa uma degradacao de primeira
ordem em todos os ensaios. Estes resultados estdo de acordo com experiéncias realizadas e
citadas por outros autores com 0s mesmos compostos (Clouzot et al., 2010; de Mes et al., 2005;
Layton et al., 2000; Li et al., 2005).

Segundo Li et al., (2005), para verificar se a degradagdo € de primeira ordem o grafico entre
In(C/Co) e o tempo deve apresentar um elemento linear independente das suas concentra¢des
inicias. De forma a analisar a ordem de reacao por este método construiu-se a Figura 6.15. O
grafico foi construido apenas para o E2 uma vez que é o Unico composto que apresenta
concentracdes iniciais muito diferentes, a Tabela 6.5 apresenta esses valores para uma melhor

compreensao da Figura 6.15.
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Figura 6.15 Ensaios 3 a 6: Ajustamento do modelo de 12 ordem para o composto E2.

Tabela 6.5 Valores inicias de E2 e CQO.

. Ensaio
Parametros
3 4 5
E 2inicial (p.gl_'l) 149 99 83 97
CQOinicial (MgO2L1) 231 193 90 92

O ensaio 3 e 0 ensaio 5 apresentam uma diferenca de 66 ug.L* de concentracéo inicial e pela
Figura 6.15 verifica-se uma tendéncia relativamente similar ao longo do tempo. A linha de

tendéncia do ensaio 5 esté sobreposta com a linha de tendéncia do ensaio 6.

z

Sendo reagBes de primeira ordem indicam que a velocidade de reacdo € diretamente
proporcional a concentragéo do reagente. O ensaio 3 apresenta um bom exemplo de uma reagao
de primeira ordem, inicialmente a velocidade de remocéo é elevada e a medida que a sua

concentracdo diminui a velocidade de remog&o também vai diminuindo.

Analisando as constantes cinéticas apresentadas com a degradacdo do composto EE2 verifica-
se que ha uma concordancia com os resultados apresentados no ponto 6.3.2. Ao analisar as
constantes cinéticas para o E2 os resultados ja ndo sao tao lineares quando comparados com o
EE2. Os ensaios 5 e 6 foram os Unicos que removeram o composto em 3 dias, no entanto, o
ensaio 6 apresenta uma constante cinética muito superior ao ensaio 5 e a Unica diferenga entre
0s ensaios € a sua concentracao inicial de farmaco de 14 pg.L*. A constante cinética apresentou
piores resultados para o ensaio 4, em que o composto nédo foi removido ao fim de 3 dias. O
ensaio 3 que apesar de demorar mais 1 dia a remover o composto relativamente ao ensaio 5
apresenta uma constante cinética superior, 0 que pode ser explicado pela elevada concentragédo

de farmaco neste ensaio e de como o biofilme aumentou a eficiéncia de remocéo no 1° dia.
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Na literatura existente néo foi encontrada nenhuma experiéncia sobre as constantes cinéticas de
degradacdo destes compostos em discos biolégicos, no entanto, os resultados obtidos séo
comparaveis com outros processos. Como as constantes de degradacao dependem dos fatores
ambientais dos ensaios antes de proceder a uma comparacao é necessario identificar 5 desses
fatores:

e Atemperatura nunca foi controlada, podendo variar aproximadamente entre 20 a 30 °C,;

e (Os SSV obtidos sdo muito inferiores relativamente aos SSV de lamas ativadas;
e A solucéo de alimentagdo simula uma agua residual;
e O pH da agua residual sintética é de 5,81;

e O reator funciona em batch.

As constantes de degradacao para o E2 variam entre 0,5275 a 0,8152 d1, e para o EE2 variam
entre 0,0522 a 0,0622 d-1. Comparando os resultados de E2 com as experiéncias em lamas
ativadas de Li et al. (2005), verifica-se que ha uma proximidade de valores quando alguns
pardmetros como a temperatura e SSV sdo semelhantes. De acordo com Li et al. (2005), quando
a temperatura é de 20 °C e a concentragdo de SSV de 435 mg.L? a constante de degradagdo

apresenta um valor de 0,85 h-L.

Analisando os dois compostos relativamente as constantes de degradacéo apresentadas por de
Mes et al. (2005), observa-se que também existe uma semelhanca de valores em condi¢des
similares. Em lamas ativadas em batch, quando a concentracdo inicial € de 58 pg.L! e a
temperatura varia de 22 a 25°C o E2 apresenta uma constante de degradacado de 0,252 h-1 e o
EE2 de 0,012 h1,

Outra experiencia citada pelo mesmo autor que também apresenta condigbes muito proximas as
deste estudo, (pH de 5,6, uma temperatura de 20 °C e uma concentracao inicial de 100 pg.L?) a

constante de degradacao para E2 tem um valor de 8,39 h! e para o EE2 um valor de 0,105 h.

6.4.2 Ordem das reagfes para a CQO

A ordem de reacdo também foi calculada para a CQO de cada ensaio. No Anexo XIlI,
apresentam-se as tabelas utilizadas na sua determinacdo. Nas Figuras de 6.16 a 6.19 o resultado
das hipoteses para ordem 0 e 12 ordem e a Tabela 6.6 o resultado das ordens de reacao para

cada ensaio.
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Figura 6.16 Ensaio 3: Ajustamento grafico para determinagdo da ordem de reagdo da CQO.
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Figura 6.17 Ensaio 4: Ajustamento gréafico para determinacéo da ordem de reacéo da CQO.
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Figura 6.19 Ensaio 6: Ajustamento gréafico para determinacédo da ordem de reacao da CQO.

Tabela 6.6 Resultado das ordens de reacdo para a CQO.

CQO (mgO.L™Y)

Ensaio Constante Ordem 0 Ordem 1

3 k 50,3536 (pg.L™.d?) 0,8155 (d?)
R -0,8822 -0,9784

4 k 60,1653 (pg.L.d?) 0,8593 (d1)
R -0,9460 -0,9663

5 k 30,8192 (pg.Lt.d?) 1,1394 (g
R -0,9685 -0,9707

6 k 28,5829 (ug.Ltd?l) 1,0273 (g1
R -0,9140 -0,9943

Através de uma analise ao coeficiente de correlagdo dos ensaios apresentados pode constatar-
se que este € sempre superior para a primeira ordem, o que significa uma degradacdo de
primeira ordem em todos os ensaios. Estes resultados estdo de acordo com a experiéncia

realizada por Pinheiro (2006), em que as rea¢fes para a CQO também eram de 12 ordem.

As constantes cinéticas da CQO neste estudo podem ser comparadas com dois parametros
sendo estes a concentragdo inicial dos compostos e a concentracgdo inicial da CQO, que variaram
a cada ensaio. Para uma melhor compreensdo devem-se analisar ensaios com as mesmas
concentracdes iniciais de CQO como o ensaio 5 e 6. Estes ensaios contém uma concentragdo
de CQO idéntica, mas, com base nas diferentes concentragcdes de farmacos a sua constante

cinética variou, sendo superior para 0 ensaio 5 que contém menor farmaco.
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6.5 Resumo dos resultados

Tabela 6.7 Resumo dos resultados

Avaliacéo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
’\(Aj:n;ﬁﬂriio N&o Sim Sim Né&o Né&o Sim
CcQO 178 CQO 178 CQO 178 CQO 178 1740 CQO 178 1740 CcQO 178 174a
Objetivo | (mgO-L™) | (ugL™ [ (mgO-L™) | (ugL™) | (mgO.L™) | (gLl™) | (mgO.L™) | (ol™) | (ugl™) | (mgO.L™) | (ugLl™) | (ugL™) | (mgO.L™) | (ugLl™) | (ugl™)
125 100 250 100 250 100 210 100 100 100 100 100 100 100 100
Tempo (d)
0 89 63 182 21 231 149 193 99 106 90 83 99 92 97 103
: > 1 37 69 26 74 31 100 49 92 47 45 92 32
Biodegradabilidade 2 19 21 36 0 60 17 23 19 o1 9 27 88 9 19 o1
S 18 42 32 0 14 24 18 24 89 0 0 81 5 0 87
4 9 0
6 14 0
Ro CQO -0,8573 -0,8869 -0,8822 -0,9460 -0,9685 -0,9140
ko CQO 16,9830 48,1170 50,3536 60,1653 30,8192 28,5829
R; CQO -0,9341 -0,9475 -0,9784 -0,9663 -0,9707 -0,9943
ki CQO 0,4467 0,5834 0,8155 0,8593 1,1394 1,0273
Ro17PB -0,8353 -0,8377 -0,8074 -0,8988 -0,9912 -0,7599
ko 178 13,1814 8,8417 30,5840 25,7591 26,6346 27,1817
Constante cinética
R: 178 -0,5437 1,0000 -0,8224 -0,8998 -0,9991 -1,0000
ki 178 0,1940 -0,2125 0,6101 0,5275 0,5570 0,8152
Ro17a -0,8528 -0,9960 -0,9977
ko17a 5,0678 5,5809 5,1357
R: 17a -0,8584 -0,9961 -0,9987
ki 17a 0,0522 0,0622 0,0540
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6.6 Testes auxiliares pelo método SBSE

1) Testar o sistema de filtracdo com Acrodisc

a) Teste direto com Acrodisc:

Neste teste de filtracdo direto com/sem Acrodisc os resultados ndo foram claros para perceber
se a utilizacdo deste equipamento dificulta ou nao as leituras no HPLC-DAD. Além disso, durante
a andlise do cromatograma com Acrodisc, no comprimento de onda 281 nm, néo era percetivel
se era realmente 0 composto que aparecia. A Tabela 6.8 apresenta os resultados deste teste e

0 Anexo XIV apresenta as areas obtidas pelos cromatogramas.

Tabela 6.8 Teste direto com Acrodisc.

Filtro 178 (ng.L?) 17a (ug.L )
Com Acrodisc 32 68
Sem Acrodisc 61 56

b) Teste direto em diferentes tipos de 4guas com Acrodisc e filtragao

O resultado do teste de filtracdo para diferentes tipos de aguas também néo foi conclusivo, o seu
motivo esta associado as dificuldades encontradas nas leituras dos resultados. De forma geral,
também nao era percetivel se era realmente 0 composto que aparecia no comprimento de onda
281 nm e em alguns casos 0 composto ndo aparecia ou ndo era possivel analisar. A Tabela 6.9
apresenta os resultados deste teste e o0 Anexo XV apresenta um exemplo de cromatograma

analisado e as areas obtidas.

Tabela 6.9 Teste direto com diferentes tipos de aguas com Acrodisc e filtragao.

Tipo de 4gua Filtro Acrodisc 178 (ug.LY) 17a (ug.L?)
Agua desmineralizada Sim Sim 43 38
Agua desmineralizada Sim N&o 25 36

Agua Sintética Sim Sim 36 62

Agua Sintética Sim N&o 29 -

Agua residual Sim Sim 23 45

Agua residual Sim N&o - -

Apesar do teste b) obter resultados mais favoraveis quando se utiliza Acrodisc, estes resultados
ndo podem ser tomados como certos devido as interferéncias encontradas nos cromatogramas.
Para além da incerteza que se manteve apés a realizacdo do teste a) e b) os resultados obtidos
nao sao consistentes, uma vez que sO existe uma amostra de cada. Seriam necessarios mais

ensaios que comprovassem que realmente os filtros tém potencial de adsorcdo dos farmacos.
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Assim, e através destes resultados inconclusivos, achou-se que o melhor método seria excluir

este passo e utilizar apenas a metodologia adaptada de (S. Fernandes, 2016; Vicente, 2016)
para a fase B.

2) Ensaio de fotodegradacédo direto:

Para determinar a possivel degradacdo dos farmacos, expostos a fatores fisicos como a
temperatura e a exposigdo a luz, foram preparadas duas solugdes mée guardadas em locais com
condicdes deferentes. As Figuras 6.20 e 6.21 apresentam os resultados para o E2 e 0 EE2, e 0s
seus cromatogramas do dia 0 e do dia 5 podem ser consultados no Anexo XVI.
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Figura 6.20 Resultados dos ensaios de fotodegradacédo para o E2.
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Figura 6.21 Resultados dos ensaios de fotodegradacédo para o EE2.
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Os resultados da fotodegradacgédo dos farmacos apresentam algumas oscilagdes durante os cinco
dias de ensaio. Comparando a fotodegradacéo do E2 e do EE2 observa-se que as oscilacfes
diarias com e sem luz séo idénticas. De forma geral, e ha excecao do 3° e 4° dia, pode constatar-
se que os padrdes de E2 e de EE2 quando expostos a luz e a temperatura ambiente nao se

degradam.

3) Curva de calibracdo com injecao direta

A curva de calibragao direta teve como objetivo calcular as concentragfes dos farmacos em
todos os testes diretos, acima descritos. A Figura 6.22 e 6.23 apresenta a equacao para a curva
de calibracdo do E2 e EE2 respetivamente e o Anexo XVII apresenta um exemplo de

cromatograma analisado e as areas obtidas.
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Figura 6.22 Curva de calibragdo direta para o E2.
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Figura 6.23 Curva de calibragéo direta para o EE2.

4) Ensaios para determinar a adsor¢éo dos fdrmacos aos materiais da instalacéo

Os ensaios de adsor¢do dos compostos aos materiais da instalagdo foram realizados por
(Fernandes, 2016; Vicente, 2016). Os seus resultados demostram que o EE2 e o E2 ndo ficam

adsorvidos aos reservatérios de armazenamento de alimenta¢céo nem as mangueiras.

5) Ensaio em branco

N

Nos ensaios em branco foram realizadas analises a agua desmineralizada e ao efluente
domeéstico simulado, para identificar se existe algo nas suas matrizes que pudesse interferir com

a leitura dos resultados.

Nos trés ensaios realizados em branco com agua desmineralizada identificou-se um pico aos 8,9
minutos. No entanto, este pico ndo vai interferir com as leituras dos farmacos uma vez que o seu
tempo de retencao € aproximadamente aos 4,46 min e 5,64 min para o E2 e EE2 respetivamente.
A partir dos ensaios em branco calculou-se o LOQ e o LOD e os seus resultados podem ser

consultados no ponto 6.2.

O efluente doméstico simulado ndo apresenta nenhum pico que pudesse interferir com as
leituras, mas de forma a garantir este resultado calculou-se o “ruido” existente no seu

cromatograma. A Tabela 6.10 apresenta o “ruido” calculado pela solugéo de alimentacéo.

Tabela 6.10 “Ruido” calculado pela solucdo de alimentacéo

Area Concentragéo (ug.L™?)
178 17 21,53
17a 3 20,82

68



Como o “ruido” obteve valores inferiores ao LOD significa que ha garantias que esta solugdo néo
vai interferir com os resultados. O Anexo XVIII apresenta os cromatogramas analisados para a

agua desmineralizada e para a solucao de alimentacao sem farmaco.

6) Curva de calibracdo com metanol

Este ensaio provou que na presenca de metanol os farmacos tém menor tendéncia em aderir a
barra SBSE. Para uma melhor comparacéo a Figura 6.24 e 6.25 apresenta 0 movimento dos

compostos com barra SBSE nos meios em estudo (metanol e agua desmineralizada).
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Figura 6.24 Curva de calibragdo do E2 com metanol e Agua desmineralizada.
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Figura 6.25 Curva de calibracdo do EE2 com metanol e 4gua desmineralizada.
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Através das Figuras 6.24 e 6.25 verifica-se que na presenca de agua desmineralizada os
farmacos tém tendéncia a entrar na barra SBSE, pois sdo compostos pouco sollveis em agua e
hidrofébicos. Por outro lado, estes compostos sdao mais sollveis em metanol e
consequentemente a sua tendéncia para entrar na barra serd menor, sendo por isso as areas
dos seus picos muito reduzidas. Assim, para determinar a concentracdo dos compostos em

estudo utilizou-se uma curva de calibracdo em agua desmineralizada.
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7 Conclusoes

A eficiéncia de degradacgdo de E2 é inversamente proporcional com a concentragéo inicial de
CQO. Nas experiéncias realizadas em batch a degradacéo do E2 ocorreu de forma mais rapida
na presenca de uma CQO mais baixa, traduzindo uma degradacéo linear de E2 ao fim de trés
dias. Para estas condigBes as concentracgdes iniciais de farmaco ndo sao relevantes, dentro de
certo intervalo, para a sua degradacdo. Por outro lado, uma CQO elevada e com biofilme
visivelmente desenvolvido s6 é eficiente na degradacdo de E2 nas primeiras 24 horas
apresentando um valor de 80%, a partir do 1° dia a sua concentracdo estabiliza e so é totalmente
degradado no 4° dia. Este fato pode indicar que a presenca de biofime desenvolvido é
fundamental na degradac@o do E2, mas mais estudos necessitam de ser efetuados. O E2
apresentou constantes cinéticas de primeira ordem que variaram entre 0,5275 a 0,8152 d-,

consenténeos com os referidos na literatura para ensaios em batch.

Nos ensaios que foram realizados em batch verificou-se que a degradagdo do EE2 é
inversamente proporcional com a sua concentragdo inicial e com concentragdo inicial de CQO,
no entanto, a maxima degradacao que este composto apresenta € de apenas 20%. A presenca
de biofilme desenvolvido podera ser um parametro fundamental para degradar o EE2, contudo,
este estudo ndo apresenta resultados sélidos para a sua conclusdo. O EE2 também apresentou

constantes cinéticas de primeira ordem que variaram entre 0,0522 a 0,0622 d-1.

Para a CQO, tal como nos compostos, obtiveram-se rea¢Bes de primeira ordem com as
constantes cinéticas a variarem de 0,8155 a 1,1394 d-1. Os valores obtidos para o0 E2, EE2 e a
CQO identificam-se com os valores existentes na bibliografia, quando as condi¢cfes de ensaio

sdo semelhantes.

Apesar do processo de lamas ativadas em batch ser mais rapido na degradagdo destes
compostos relativamente aos discos bioldgicos em batch, observou-se que ao fim de trés dias o
E2 foi totalmente degradado e o EE2 apresentou uma degradacéo de 20%. No entanto, mais
estudos devem ser feitos para analisar outros pardmetros que possam influenciar na degradagéo
destes compostos. Contudo, pelos resultados acima descritos pode-se afirmar que os discos

biologicos podem ter grande aplicabilidade como tratamento terciario/avancado.
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8 Perspectivas de trabalho futuro

e Com as mesmas condi¢ces do presente trabalho recolher amostras de hora em hora,

para uma melhor compreenséo da evolucdo da degradacdo dos compostos;

e Investigar a remocado de EE2 em batch com a presenca de biofilme com espessuras ou
tempos de desenvolvimento controlados, de forma a confirmar se este pardmetro tem
influéncia na sua remocado; e o mesmo procedimento para o E2 com CQO inferiores a

100 mgO2L-1 para confirmar o seu potencial de degradacao nas primeiras 24 horas;

e Com as mesmas condi¢des realizar ensaios com concentracdes de E2 e EE2 inferiores,

para aproximar o mais possivel das concentragdes encontradas em aguas residuais;

e Aplicar o mesmo processo em agua residual para comprovar se o comportamento dos

compostos é o0 mesmo e concluir da sua aplicabilidade em ETAR;

e Realizar ensaios em batch onde os parametros apresentem diferentes condi¢des, para
perceber qual a forma mais eficaz de remover os compostos. Alguns exemplos poderao
ser: ensaios a diferentes temperaturas, variagdes na concentracao inicial do composto e

testar meios com diferentes pH;

e Analisar se durante a biodegradacéo do E2 este ndo se oxida em E1.
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Anexo | - Lista original de substancia prioritarias (Adaptado
de Decisao n° 2455/2001/CE)

A lista original de substancias prioritarias com 33 elementos foi definida através da Deciséo n.°
2455/2001/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de Novembro de 2001, e encontra-

se representada na Tabela I.

Tabela 1.1 - Lista original de substancias prioritarias.

Miiimera CAS (1} Niimero UE (7 Dhesignagio ds substineia prioritiria 'dm‘i'ig:";:‘:r’iﬁmm
(1 1597 2-60-8 240-110-8 Alachloso
(2} 120-12-7 204-371-1 Antracenc [X) (™"
% 1912-24-9 75178 Atrazina %) (***
(4h 71-43-2 20M-753-7 Benzeno
(5h nio aplicivel miio aplicdvel Freres difenilicos bromados (*+) X )
(33 TA440-43-9 231-152-8 Cadmio ¢ compostos de cadmio X
7t | 85335848 187-476-5 C,, .,-cloroalquencs (*%) X
(B} 470-490-6 207-432-0 Clorfenvinfos
0} 2021-88-2 220-864-4 Clorpirifos (X) (**%)
{10} 107-06-2 2034581 1, 2-Mckoroetans
{11} T5-04-2 20h0-535-0 Diclorometano
12 117-81-7 2042110 D 2-enilhexilftalate {DEHP) (%) ()
{13} 330-54-1 206-354-4 Dhiuron [X) [***h
(14} 115207 304-079-4 Endosulfan X))
{15} 2006-44-00 205-912-4 (Flugrantena) (****)
{16} 118-74-1 204-273-9 Hesaclorbenzeno X
{17} A7-A8-3 -7 65-5 Hexaclorbutadieno X
{18} GiE-73-1 210-158-4 Hexaclorciclohexano X
1% 34123-59-6 I51-835-4 Isoproturon (X) =
{200 7439-93-1 31-100-4 Chumbe e composto de chumbao [X) [**#)
{21} TA439-97-6 E3l-106-7 Mercirio ¢ composto de mercino X
2% 91-20-3 202-049-5 Maftaleno [X) (***)
{23 Tad02-0 231114 Miguel ¢ compeste de niquel
24 25154.52.3 T46-6720 Nomilfendis X
{25} 1806-26-4 X17-302-5 Octilfendis [RAN fa]
{26} GlE-91.5 210-172-5 Pentaclorbenzenc X
{17} 87-86-3 201-778-6 Pentaclorfenal )+
{28} il aplicivel niio aplicivel Hidrocarbonetos poliaromidticos X
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Tabela 1.2 - Lista original de substancias prioritarias (Cont.).

{29 122-34-9 204-535-2 Simazina (%) ()
{30y 688-71-3 211-704-4 Composto de tributilieno X

{31} 12002-48-1 134-413-4 Triclorbenzenos (X))
{33 67-66-3 2W)-66 3-8 Triclorometano (Cloralirmiog

133 1382-09-8 I16-428-8 Trifluralina (K] "%

=

4
i

[ranny

ey

11
L&

Mo CAS08 £ Ui FoFam SEEcoRdos prupos 4o sulsTamis, MEnoenam-st S pariiiess reproseniantes Hpos individuais, Oomo pariinelnos mdsarives (et
parénlesis @ sem mimers). O estabekcimento de medidas de comralo serd feilo am fungio destas subdtincis, sem prejuize da eveniual ncledo de outres

representantes individuais, se for cso disso.

Estes prupns de substincizs inchiem em peral um prande nidmero de compaostos individuais. Mio ¢ acualmente pessivel apomar pardmetros indicativas adeguados.
Esta substincka prierivina estd sujeia a um exame para dentificagie como eventual “substinca perigosa prioreira”, & Comissio apresentanid ao Padamento Europew ¢
an Conselho ums proposta para a sua classificagio final num prazo mdo superior 4 12 meses apds & aprovagdo desa lista Esta revisdo ndo afoctard o calendidrio

eatabelecido no antige 160 da Directiva 2000/60/CF para & propestas de controles da Comissio.

Apenas ler puntahmrrmdil’cni“w fmimers CAS 32334-81-%0.
0 fucrantene figur na lista comn indicador de outros hidrocarbanetos mais perigoses.

CAS: Cherical Absracke Services
Mimern UE: lnventirio Europeu das subsinciss quimices notificadas (ELINCS)..
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Anexo Il - Lista de substancias prioritarias atual (Adaptado da
Diretiva 2013/39/UE)

A Diretiva n.° 2013/39/EU que diz respeito as SP no dominio da politica da agua, nomeadamente

na revisao da lista de substancias prioritarias, permitiu a identificacdo de novas substancias

existentes. A Tabela Il apresenta a lista de substancias prioritarias atual.

Tabela Il.1 - Lista de substancias prioritarias atual.

Mentificads como

Mimero Mimern CAS ') Muamers: LUE () Mome da suhstincia prioritina (%) Sl;l:l!ll'.nl.'ii! FL:r'r_l;l:-eu
priaritiria

11 1597 2-60-8 240-110-8 Alacloro

[ 1 20-12-7 204-371-1 Antraceno X

(3 1912249 21 7-017-8 Alrazina

14 T1-43%-2 200-733-7 Benzeno

(51 Nio aplicivel Mao aplicdvel Eteres difenilicos bromados X4

(4 T440-43-9 231-152-8 Chdrmio e compostos de cidmio X

171 BE3535-E4-8 2B7-476-3 Cloroalcanos, Cpaqs X

18 470-20-6 207-432-0 Clorfenvinfos

" 2921-88-2 220-864-4 Clorpirifos (Clospirifos-evilo)

(1 107-06-2 20 3-458-1 1, 2-Drickorostancs

(11} FE-0R-2 200-818-0 Driclorometanco

(12} 117-81-7 204-211-0 Fralato de dif2-eril-hexilo) (DEHF) X

(15) 350-34-1 206-354-4 L¥iurio

(14 115-29-7 204-079-4 Endossulfio X

(15} 204-44-0 205-912-4 Fluoranteno

(14} 118-74-1 204-275-0 Hezxaclorohenzenno X

17 B7-68-3 201-765-3 Hexaclormobutadieno X

N E:S] G08-73-1 210-168-9 Hexaclorociclo-hexano X

i | 3123508 251-535-4 Isoproturio

(2 T439-92-1 231-100-4 Chumbe e compostos de chumbo

(21} T430-97-6 231-106-7 Mercirio ¢ compostos de mercdrio X

(22 B1-20-3 202-049-5 Maltaleno

(23] Ta40-02-0 231-111-4 Migquel ¢ compostos de niguel

(] Nio aplicivel Mio aplicavel MNomnilfendis X3

[25) Mio aplicivel MNio aplicivel Cicrilfendis (%)

[Xa) B18-93-5 210-172-0 Pentaclorobenzencs X

(27} 87-B6-5 201-778-6 Pentaclorofenol

(X&) Mo aplicivel Mao aplicivel Hidrocarboneios aromiiticos X
policiclicos {7

(29 123-34-9 204-535-2 Simazina

(30} Mio aplicivel Mo aplcdivel Compostos de tribuitlestasnlo X5
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Tabela 1.2 - Lista de substancias prioritarias atual (Cont.).

(31) 12002-48-1 234-413-4 Triclorobenzenos
(32) 67 -6iE-3 200-663-8 Tricloromctano [cloroférmio)
(33 1 582-09-8 216-428-8 Trifluralina X
(+4) 115-32-2 204-0832-0 Cricelol X
(35) 1763-23-1 217-179-8 Acido  perflucrooctanossulfdnico ¢ scus X
derivados (PFOS)
(*a) 1244951 8-7 M aplicivel Quinoxifena X
(371 Nio aplicavel Mo aplicavel Dioxinas e compostos semelhantes a dio- X5
xinas
(38 TA0T0-46-5 277-704-1 Aclonifena
(e 42576-02-3 255-894-F Bifenox
(400 IR 59-98-0 248-872-3 Cibutrina
(41 | s2315-07-8 257-842-9 Cipermesrina (17}
(42} G2-T5-7 200-547-F Driclorvos
(43) MNio aplicavel Mic aplicdvel Hexzabromociclododecanos (HBCDD) X
(44) Th-44-8/1024- 200-962- Hepracloro ¢ epdxido de hepracloro X
57-1 3213-831-0
45 | s=6-30-0 212-050-5 Terbutrina
1"} CAS: Chemical Absiracts Service.
17 Mimern UE Inventina Fum'pu:u das Substincias Quimicas Existentes no Mercado [EINECS) on Lisa Fumpm das Substincias
Cuimices Motificadas (ELINCS).
1) Mos casos em que Foram selecionades gropos de substineias, ¢ a menm que sejam expliciamente indicados numa poa, definem-se

representanbes caracteristices dos mesmoes quando se estabelecemn as pormas de qualidade ambiental.

1% .kpcru.s 0% flerss feira, penita, hexa = I'upr:hrmnnd:l'cnﬂim n'™ CAS 40088479, FI554-8]1-9, 36485-60-0, A8928-80-3, respe-

{'i

Tvamene)
MNonilfenol " CAS 25154-52-3, " UE 246-67 240, incluinde os isdmeros 4-nonilfenol " CAS 104-40-5, 0. UE 203-19%-4) ¢
denumilfenol ramificado (n." CA% 84852.15-3, n” UE 284-325.5)

1% Oetilienol 0% CAS 1806-26-4, 0. UE 207-302-5), inclaindo o isdmero 401,103, Vaetrametilbutillfenal (n.” CAS 140-66-%, n® UE

205-426-2),

) Inchui o benzedgipireno n® CAS 50-32-8, 0" UE 200-028-5) o bemzolbilucrantens (" CAS 205-99-2, 0" UE 205-911-%, o

benzolghijperilena [ CAS 191-24-2, " UE 205-883-8), ¢ benzolkdluoraniens (n.” CAS 207-08-9. n® UE 205-916-6). o
in-dr:nn[].!.i-ndlpimnn i CAS 193-30.5, n UE M5-80%-2), mas ndo o animacena, o fluarantena e o nafialena, que =10 emume-
o separadamente,

Innchui o catido cributibestanho " CAS 36643-28-4),

Rifere-s 208 siguintes compostas:

Sete dibenzeno-pedioxinas polickiadas (PCDDE 2,37.8T40DD 0° CAS 17460016, 1.2,378.-P500 in." CAS 40321-76-4),
1.2, 54,7 8-HOCTHD {n® CAS 39227-28-6), 1.2, 56,7 8- HOCTHY n" CAS 57653857 L2378 5-HACDH) {n" CAS 19408-74-5),
1.2,3.4.6,7 8-HTCDD 0" CAS 315822-46-9), 1.2.54.6,78.0-08C00 (n." CAS 31268-87-0)

Dz dibenzofurancs  policlorados  [PCDF: 23,7 8-T4CDF in® CAS 51207-31-9. 1.237.8-P3COF (n®™ CAS 57117-41-6)
L1347 8FFCOF (n." CAS ST117-31.4), 1,2,3.4,78-H6CDF {n" CAS 7O648-26-9), 1.2,3%,6,78-HG6CDF [ CAS 57117-44-0),
12578 -HACTHF (n." CAS T2908-201-9), 2,54.6,7 8-H4CDF (n" CAS G0851-34-5), 1,2.3.4,6,7 8-HMCDF {n" CAS 67562-559-4),
1.2, 347 80-HTCDF (n" CAS 55675-80-7) ¢ 1,L5,4.6.7 8, 0-08CDF (n® CAS 30001020},

Doge biferilos policlorsdos semelharmes a dioninas (FCB-DL): 3,374 4-T408 (FCB 77, " CAS 32598-13-3), 3, 3.4.5-T4CH [PCR K1,
" CAS T0362-50-4), 2,3.34.4-P5CH PCB 105, n® CAS 321598-14-4), 2.34.4.5-P5CE (PCB 114, n® CAS T4472-37-04,
LV A45PRCE (PCE 118, n® CAS YI50800-65, 2,¥44 5-P3CR (PCR 1235, n" CA% 65500-44-5), 5V 4.4 5-P5CH (PCH 124,
nt CAS 57465-28-8), L3 Y44 5-HeCH (PCB 156, n® CAS 3RI80-08-4), 2,35 4.4.5-HoCR (PCR 157, n" CAS &0781-90-7),
LI 445 5-HACE (PCB 167, 0" CAS 52663-72-6), 3,344 55 -HaCh (PCH 169, n® CAS 32774-16-0), 2,39 .4.4.5,5-HTCE (PCB
189, n." CAS 39635-31-00

") O n® CAS 523) 507-8 refere-se 2 uma mistura de isameros de ciprmer.riru. u-:i.'pnrmurim n" CAS 67375-30.8), fl-l.'ipcrmmli.n:

n® CAS 65731-84-21, terp-clpermerring (0™ CAS 716%7-50-1) ¢ zera-cipermetring (n" 52%15-07-8),

Refere-se a0 11,3570 1 1-hexgbromeciclododecane (0" CAS 25637-99-41, 1,156,921 0-hexabromociclododecane (n"  CAS
3194-55-6), o-hexabromociclododecane (™ CAS 134237-50-6), f-hexabromoeciclododecano (n." CAS 134237-51-T) ¢ y-hexabro-
muociclododecane in® CAS 134237518
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Anexo lll - Ficha de seguran¢ga do composto 173-Estradiol (E2)

SIGMA-ALDRICH siqma-akrichcom

FICHA DE DADOS DE SEGURANGA
de acordo com a Regulamento (CE) Mo, 180772006

Versdo 5.2 Data de revisdo 21.06.2014
Data de impressic 23.10.2016

SECCAD 1: Identificagio da substdncia/mistura e da sociedade/empresa

14

1.2

1.3

1.4

Identificadores do produto

Nome do produto : B-ESTRADIOL

Referéncia do Produto : EBBTS

Marca . Sigma

MNo. REACH : Um ndmero de registo ndo esta disponivel para esta substancia, ja que a

sebcstannia OU 05 SeUs Usos estio isent@ do registo, a tonelagem anual
nao requere registo ou este registo esta previsto para uma data posterior
No. CAS : 50-28-2
Utilizagdes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
Utilizagdes identificadas . Produtos quimicos de laboratorio, Fabrico de substincias
Identificagio do fornecedor da ficha de dados de seguranga

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

132-134,

P-2711 801 SINTRA
Telefone T +351219242355
Nimero de Fax T 351219242610
Email endereco . eurtechservi@sial com

Mumero de telefone de emergéncia

HNinero de Telefone de o +{351)-308801773 (CHEMTREC)
Emergéncia

SEC@AD 2: ldentificagdo dos perigos

241

2.2

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 lactagio, H362

Para o pleno texto das DECLARﬁ.QfJES H mencionadas nesta Secgdo, ver a Secgdo 16.

Classificagdo de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
T Taxico RE0, R40, RE3, R4

Para o texto completo sobre as frases R mencionadas nesta Secgao, ver a Secgdo 16.
Elementos do ratulo

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 127272008

Pictograma

Palavra-zinal Perigo
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2.3

Declaragdo de perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H3B0Fd Pode afectar a fertilidade. Suspeito de afectar o nascituro.

Hag2 Pode ser nocivo para as criangas alimentadas com leite matemno.
declaragfo de precaucio

P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo.

P263 Evitar o contacto durante a gravidez! o aleitamento.

P281 Usar o equipamento de protecgdo individual exigido.

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

Adicionais

Reservado aos utilizadores profissionais.

Outros Perigos - nenhumia)

SECCAO 3: Composigio/informagio sobre os componentes

31

Substancias

Sinonimos o 3, 17B-Dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene
1,3,5-Estratriene-3, 17 3-dicl
Dihydrofolliculin
17R-Estradiol

Formula ; C18H2402

Pezo molecular o 272,38 gimol

MNo. CAS : 50-28-2

No. CE o 200-023-8

Ingredientes perigosos de acordo com o Regulamento (CE) N° 127212008

Componente | Classificacéio | Concentracéo

Estradiol
MNo. CAS S0-28-2 Carc. 2; Repr. 14; Lact. ; == 100 %
No. CE 200-023-8 H351, H360Fd, H362

Ingrediente perigoso de acordo com a Directiva 1999/45/CE

Componente | Classificacio | Concentrago
Estradiol

No. CAS S0-28-2 T, RE0 - R40 - RE3 - RE4 == 100 %

No. CE 200-023-8

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

SECQED 4: Primeiros socormos

4.1

88

Descrigdo das medidas de primeiros socorros

Recomendagdo 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 néo respirar, dar respiragio artificial. Consultar um

meédico.
Mo cazo dum contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita agua. Consultar um medico.

Mo caso dum contacto com og olhos
Lavar os olhos com agua come precaugdo.




4.2

4.3

Se for engolido
Nunca 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 impertantes conhecidos descrevem-se na etiqueta (ver secgdo 2.2) e/ ou na

secgdo 11

Indicagées sobre cuidados médicos urgentes & tratamentos especiais necessarios
dados ndo disponiveis

SECCAD 5: Medidas de combate a incéndios

541

5.2

5.3

5.4

Meios de extingio

Meios adequados de extingdo
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao dlcool, produto quimico seco ou didxido de carbono.

Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbono

Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragéo auténome para combate a incéndios, se necessario.

Outras informagdes
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 respiragio do
vaporinévoalgas. Assegurar ventilagdo adequada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar
de respirar o po.

Para a protecgao individual ver a secgéo 8.

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

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

Remissdo para outras secgdes
Para efiminagdo de residuos ver secpdo 13.

SECCAO T: Manuseamento & armazenagem

T4

1.2

1.3

Precaugdes para um manuseamento seguro

Evitar a exposigdo - obter instrugdes especificas antes da utilizagdo.Evitar o contacto com a pele e os
olhos. Evitar a formagdo de pd & aerossois.

Providenciar uma adeguada ventilagdo em locais onde se formem posiras.

Ver precaugdes na seccio 2.2

Condigdes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades

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

Aparte dos usos mencionados na secgdo 1.2 ndo se estipulam outros usos especificos

SECCAD 8: Controlo da exposigdo/protecgao individual

84

Parametros de controlo

Componentes a controlar com relagio ao local de trabalho
M&o contem substincias com valores limites de exposicdo profissional.
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8.2

Controlo da exposigio

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

Protecgio individual

Protecgao ocular/ facial

Oculos de protecgdo com um lado protector de acordo com EN 166 Use equipamento de protegio
ocular testade e aprovado de acordo com as normas govemamentais adequadas, tais como
MNIOSH (US) ou EN 1686 (EU).

Protec;io da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizacdo. 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 apds o uso, em conformidade
com &z leis e boas praticas de laboratario . Lavar e secar as méos.

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

Substancia: Borracha de nitrilo

espessura minima da capa: 0,11 mm

Pausa afraves do tempo: 430 min

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

Contacto com salpicos

Substancia: Borracha de nitrilo

espessura minima da capa: 0,11 mm

Pausa afravés do tempo: 430 min

Material ensaiado:Dermatrit® (KCL 740 f Aldrich 2677272, Tamanho M)

fonte de dados: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Telefone +49 (06659 87300, e-mail
sales(@kcl.de, Método de ensaio; EN3T4

Se for utilizade em solugdo, ou misturado com outras substdncias, e sob condigdes que diferem
da EN 374, contactar o forneceder de luvas da CE. Esta recomendago & apenas desejdvel e
deve ser avaliada por um responsavel de seguranga e higiene industrial familiarizade com a
situagdo especifica de utilizagio pretendida pelos nossos clientes. Nao deve ser interpretado
como uma oferta de aprovag8o para qualquer cendrio de uso especifico

Proteccio do corpo
roupas impermedaveis, O genero de equipamento de proteccdo deve ser escelhide de acordo com
a concentragdo e a quantidade da substincia perigosa no lugar de trabalho.

Proteccio respiratoria

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

Controlo da exposigio ambiental
Prevenir dispersdo ou derramamento ulterior =& for mais seguro assim. Mo permitir a entrada do
produto no sistema de esgotos.

SECCAD 9: Propriedades fisicas e quimicas

9.1

90

Informagdes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspecto Foma: pa
Cor: branco
b} Odor dados nao disponiveis



]

Limiar olfactivo

dados ndo disponiveis

d) pH dados néo disponiveis

g) Ponto de fusBoiponto Pontofintervalo de fusdo: 176 - 180 *C - lit.
de congelagdo

f) Ponto de ebuligio inicial dados ndo disponiveis
e intervalo de ebulicio

g) Ponto de inflamagéo dados ndo disponiveis

h) Taxa de evaporagdo dados néo disponiveis

i) Inflamabilidade (solido, dados ndo disponiveis
gas)

il limites de dados ndo disponiveis
inflamabilidade superior
! inferior ou explosivas

k) Pressdo de vapor dados ndo disponiveis

[} Densidade de vapor dados ndo disponiveis

m) Densidade relativa dados ndo disponiveis

n) Hidrossolubilidade dados néo disponiveis

o) Coeficiente de particho  dados ndo disponiveis
n-octanol/agua

p) Temperatura de auto-  dados ndo disponiveis
ignigao

q) Temperatura de dados ndo disponiveis
decomposicio

) Viscosidads dados ndo disponiveis

s) Propriedades dados néo disponiveis
explosivas

t} Propriedades dados néo disponiveis
comburentes

92  Outrainformagio de seguranga
dados ndo disponiveis

SECCAD 10: Estabilidade e reactividade

10.1 Reactividade
dados ndo disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
Estavel sob as condigtes recomendadas de armazenamento.

10.3 Possibilidade de reacgbes perigosas
dados ndo disponiveis

10.4 Condigdes a evitar
dados ndo disponiveis

10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes

10.6 Produtos de decomposigao perigosos
Outros produtos de decomposicdo perigosos - dados ndo disponiveis
Em caso de incendio: veja-se secgdo 5



SECCAD 11: Informagdo toxicologica

11.1

Informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxicidade aguda
dados ndo disponiveis

Corrosaofirnitagio cutanea
dados ndo disponiveis

Lesdes oculares gravesfirritagdo ocular
dados ndo disponiveis

Sensibilizagio respiratdria ou cutinea
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
ratazana

Outros tipos celulares

Danificagio do DNA

ratazana
Transformagéo morfolagica.

Carcinogenicidade

O programa Macional de Toxicologia (decima reportagem de carcinogéneos) determinou que os
estrégenos esteroidais s8o conhecidos como carcinogé- neos humanos baseando-se em evidéncias
suficientes de carcinogénecidade em humanos o qual indica uma relagdo causalefeito entre exposigio a
estrbgenos esteroidais & cancro em humanos. Este produto & ou contém um componente que foi relatado
como sendo carcinogénico segundo sua classificagdo pela IARC, OSHA, ACGIH, NTP ou EPA.

Carcinogénos suspeitos para 03 humanos

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

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

Téxico reprodutive conhecido para os humanos Efeitos na ou por lactago Pode afectar a fertilidade.
Suspeito de afectar o nascituro.

Toxicidade para drgdos-alvo especificos - exposigdo dnica
dados ndo disponiveis

Taoxicidade para drgdos-alvo especificos - exposigio repetida
dados ndo disponiveis

Perigo de aspiragio
dados ndo disponiveis

Informagdo adicional
RTECS: KG257:3000

Até onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicologicas ndo foram minuciosaments
investigadas.

Figado - Irregularidades - Baseado na prova sobre 03 humanos

SECCAD 12: Informagio ecoldgica

121

12.2

92

Toxicidade
Toxicidade em peixes CL50 - Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) - = 0,5mgll - 96 h

Perzisténcia e degradabilidade
dados ndo disponiveis



123 Potencial de bicacumulagio
dados ndo disponiveis

12.4 Maobilidade no solo
dados ndo disponiveis

12.5 Resultados da avaliagao PBT & mPmB
& valoragde de PBT / mPmB néo estd disponivel ja que a avaliago de seguranga quimica néo &
necessaria / néo se realizou

12.6 OQutros efeitos adversos

SECGAD 13: Consideragdes relativas a eliminagao
131 Métodos de tratamento de residuos

Produto

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

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mo utilizado.

SECGAD 14: Informagdes relativas ao transporte

14,1 MNamero ONU
ADRMRID: - IMDG: - |ATA: -

14.2 Designagdo oficial de transporte da ONU
ADR/RID: Mercadorias néo perignsas
IMDG: Mot dangerous goods

[&TA: Mot dangerous goods
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte

ADR/MRID: - IMDG: - IATA: -
14.4  Grupo de embalagem

ADRMRID: - IMDG: - [ATA: -
14.5 Perigos para o ambiente

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

14.6 Precaugdes especiais para o utilizador
dados ndo disponiveis

SECGAD 15: Informagio sobre regulamentagao

Esta folha de dados de seguranga obedece aos requerimentos da Regulamento (CE) No. 1307/2006
15.1 Regulamentagdollegislagio especifica para a substincia ou mistura em matéria de saidde,
seguranga & ambiente

dados ndo disponiveis

15.2 Avaliagdo da seguranga quimica
Para este produto néo se realizou uma avaliagdo de seguranga quimica

SECK;,AD 16: Outras informagoes

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

Carc. Carcinogenicidade

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360Fd Pode afectar a fertilidade. Suspeito de afectar o nascituro.

H3G62 Pode ser nocivo para as criangas alimentadas com leite materno.
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Lact. Efeitos na ou por lactagio
Repr. Toxicidade reprodutiva

Texto integral das frases R referidas nos pontos 2e 3

T Toxico

R40 Possibilidade de efeitos cancerigenos.

RE0 Pode comprometer a fertilidade.

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

Outras informagdes

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

Acredita-se que as informagdes acima estejam comectas, embora ndo pretendam ser totalments
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informagdo contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento e € aplicavel as precaugdes de seguranga
apropriadas para o produto. Mdo representa nenhuma garantia das proprisdades do produto. A
Corporagio 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 temos adicionais e
condigdes de venda.
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Anexo IV - Ficha de seguranga do composto 17a-Etinilestradiol

(EE2)

SIGMA-ALDRICH siqna akkioh oo

FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

de acordo com a Regulamento (CE) Mo. 18072006
Versao 5.2 Data de revisde 13.11.2012
Data de impressio 23.10.2016

IDENTIFICAGCAD DA SUBSTANCIAMISTURA E DA SOCIEDADE/EMPRESA

11  ldentificadores do produto
Nome do produto - 1TA-ETINILESTRADIOL
Referéncia do Produto . E4878
Marca : Sigma
Mo, CAS o aT-63-8
1.2 Utilizagoes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
Utilizagdes identificadas :  Produtos quimicos de laboratdrio, Fabrico de substdncias
1.3 Identificagao do fornecedor da ficha de dados de seguranga
Companhia :  Sigma-Aldrich Quimica, S.L.
Sucursal em Portugal
Caixa Postal 131
Av. Almirante Gago Coutinho,
132-134,
P-2711 901 SINTRA
Telefone o +351219242555
MNumero de Fax o +351219242810
Email endereco :  eurtechserv@sial.com
1.4  MNamero de telefone de emergéncia
Nunero de Telefone de © +(351)-308801773 (CHEMTREC)
Emergéncia
2. IDENTIFICACAQ DOS PERIGOS
21 Classificagio da substincia ou mistura
Classificagio de acordo com el Regulamento (CE) 1272/2008 [UE-GHSICLP]
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 4)
Carcinogenicidade (Categoria 1B8)
Classificagdo de acordo com as Directivas da EU 67/548/CEE ou 1999/45/CE
Pode causar cancro. Nocivo por ingestdo.
2.2 Elementos da etiqueta

Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]

Pictograma @

Palavra-ginal Perigo

Declarag&o de perigo

H3ao2 Nociva por ingestio.

H350 Pode provocar cancro.

declaragio de precaugdo

P201 Pedir instrugbes especificas antes da utilizagdo.

P308 + P313 EM CASO DE exposi¢io ou suspeita de exposigo: consulte um médico.
Declaragdes de Perigo nenhumi{a)

Adicionais
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Reservado aos utilizadores profissionais.

De acordo com a directiva Europeia 67/548/CEE, e emendas.

simbolo de perigosidade &

Frase(s) - R

R43 Pode causar cancro.

R22 Também nocivo por ingestio.

Frase(s) -5

553 Evitar a exposigdo - obter instrugdes especificas antes da utilizagdo.

545 Em caso de acidente ou de indisposicio, consultar imediatamente o
meédico (se possivel mostrar-lhe o rotulo).

536437139 Usar vestudrio de proteccdo, luvas e equipamento protector para os
olhos/face adequados.

Reservado aos utilizadores profissionais.

2.3 Outros Perigos - nenhum(a)
3 COMPOSICAO! INFORMAGCAOQ SOBRE 05 COMPONENTES
31  Substancias
Sinonimos o 1Ta-Ethynyl-1,3,5{10)-estratriene-3,17 -diol
19-Mor-1,3,5(10), 17a-pregnatrien-20-yne-3, 17 -diol
Ethinylestradiol
Formula ; Canzq_Oz
Peso molecular o 296,40 gimol
Componente | Concentragio
17a-Ethynylestradiol
No. CAS 57-63-6 -
No. CE 200-342-2
PRIMEIROS SOCORROS
41  Descrigio das medidas de primeiros socorros
Recomendagio geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao médico de senvigo.
Se for inalado
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respirago artificial. Consultar um
médico.
Mo caso dum contacto com a pele
Lavar com sabdo & muita dgua. Consultar um médico.
Mo caso dum contacto com os olhos
Lavar os olhos com agua como precaugio.
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 especiais necessarios
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MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS

51  Meios de extingio
Meios adequados de extingdo
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao dlcool, produto quimico seco ou didxido de carbono.
5.2 E’erigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Oxidos de carbono
5.3 Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragdo auténomo para combate a incéndios, se necessario.
54  Outras informagdes
dados ndo disponiveis
6. MEDIDAS ATOMAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
6.1  Precaugdes individuais, equipamento de protec¢do e procedimentos de emergéncia
Usar equipamento de protecedo individual. Evitar a formagdo de poeira. Evitar a respiragdo do
vaporinévoalgas. Assegurar ventilagdo adeguada. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Evitar
de respirar o po.
6.2 Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispersdo ou derramamento ulterior se for mais seguro assim. Nao permitir a entrada do
produto no sistema de esgotos. A descarga no meio ambiente deve ser evitada.
6.3 Meétodos e materiaiz de confinamento e limpeza
Apanhar os residuos sem levantar poeiras. \arrer e apanhar com uma pa. Manter em recipientes
fechados adequados, para eliminagdo.
6.4 Remissdo para outras secgdes
Para eliminagdo de residuos ver secgdo 13.
7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAGEM
7.4 Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar o contacto com a pele & os olhos. Evitar a formagdo de po e aerossois.Evitar a exposicio - obter
instrugdes especificas antes da utilizagdo.
Providenciar uma adegquada ventilagio em locais onde se formem poeiras Medidas usuais de protecgdo
preventiva contra incéndio.
1.2 Condigbes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco & bem ventilado.
Sensivel a luz.
7.3 Utilizagtes finais especificas
dados ndo disponiveis
B. CONTROLO DA EKPDSIQED.‘ PRGTECI;ED INDIVIDUAL
8.4  Parametros de controlo
Compenentes a controlar com relagdo ao local de trabalho
Mé&o contem substdncias com valores limites de exposico profissional.
8.2 Controle da exposigio

Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as beas praticas industrials de higiene e seguranga. Lavar as maos antes de
interupges, e no final do dia de trabalho.

Protecgdo individual

Proteccao ocular/ facial

Oculos de protecgdo com um lado protector de acordo com EN 166 Use equipamento de protegéo
ocular testado e aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como
NIOSH (US) ou EN 166 {EU).
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Proteccio da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizagiio. 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 |eis e boas praticas de laboratdrio . Lavar e secar as maos.

As luvas de protecg3o seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
BA/6BA/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Proteccio do corpo

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

Proteccio respiratoria

Mos casos em que a avaliagdo de risco mostrar que os respiraderes purificadores do ar sdo
apropriados, use um respirador de particulas do tipo N100 (E.U_A.) ou cartuchos de respiracdo do
fipo P2 (EM 143) como apoio a controlos de engenharia. Se o respirador for o dnico meio de
protecgdo, usa um respirador 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).
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9.

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

Informagdes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a)
b)
c)
d)

€)

f)

k)

m)
n)

o)

P)

q)

y

Aspecto

Odaor

Limiar clfactive
pH

Ponto de fusdo/ponto
de congelagdo

Ponto de ebulicdo inicial

e intervalo de ebuligo
Ponto de inflamagdo
Taxa de evaporagao
Inflamabilidade (sdlido,
gas)

limites de

inflamabilidade superior
! inferior ou explosivas

Presséo de vapor
Densidade de vapor
Densidade relativa
Hidrossolubilidade

Coeficiente de partigio
n-octanolfagua

Temperatura de auto-
ignigdo

Temperatura de
decomposigio
Viscosidade

Propriedades
explosivas

Forma: sélido

dados nao disponiveis

dados nao disponiveis

dados ndo disponiveis

Pontofintervalo de fusdo: 182 - 183 °C - lit.

dados ndo disponiveis

ndo aplicavel dados ndo disponiveis
dados ndo disponiveis

dados ndo disponiveis
dados ndo disponiveis
dados ndo disponiveis
dados ndo disponiveis
dados ndo disponiveis

dados nao disponiveis

dados nao disponiveis
dados ndo disponiveis
dados néo disponiveis

dados néo disponiveis

dados nao disponiveis



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
1.  INFORMAGAO TOXICOLOGICA
11.1 Informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxicidade aguda
DLS0 Cral - ratazana - 960 mgka

Corrosaolirritagdo cutnea
dados ndo dizponiveis

Lesdes oculares gravesfirritagio ocular
dados ndo disponiveis

Sensibilizagdo respiratoria ou cutinea
dados ndo disponiveis

Mutagenicidade em células 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 administracdo de estrogénios estd casualmente relacienada 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

ARC: Menhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% & identificado
comao carcinogénio provavel, possivel ou confimado pelo 1ARC.

Toxicidade reprodutiva
Ag experiéncias no laboratorio mostraram efeitos teratogénicos

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

Toxicidade para drgaos-alve especificos - exposigao Gnica
dados ndo dizponiveis

99



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

Perigo de aspiragao
dados ndo disponiveis

Efeitos potenciais para a salde

Inalagio Pode ser perigoso se for inalagdo. Pode causar uma imitag&o do aparelho
respiratorio.

Ingestio Nocivo por ingesto.

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

Olhos Pode causar uma imitagdo dos olhos.

Informagio adicional
RTECS: RCE925000

12, INFORMAGAOQ ECOLOGICA
121 Toxicidade
12.2 Persisténcia e degradabilidade
dados ndo disponiveis
12.3 Potencial de bioacumulagio
dados ndo disponiveis
12.4 Mobilidade no solo
dados ndo disponiveis
12,5 Resultados da avaliagdo PBT & mPmB
dados nao disponiveis
12.6 Outros efeitos adversos
Muito toxico para oz organismos aguaticos com efeitos duradouros.
dados ndo disponiveis
13. CDNSIDERA[;IEJ ES RELATIVAS A ELIMIMA!}EG
131 Métodos de tratamento de residuos
Produto
Propor a enfrega 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 livo para descartar
esse material. Dissolver ou misturar o material com um solvente combustivel & queimar em incinerador
quimico equipado com pos-combustor & purificador de gases.
Embalagens contaminadas
Eliminar como produto Mo utilizado.
14, INFGRMA{,‘.E&ES RELATIVAS AQ TRANSPORTE
141 MNiumero ONU
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, N.5.A. (17c-
Ethynylestradiol)
IMDG: ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTANCE, SOLID, N.O.5. (17a-Ethynylestradiol)
IATA: Environmentally hazardous substance, solid, n.o.s. (17 o-Ethynylestradiol)
14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte
ADRRID: 9 IMDG: 9 [ATA 9
144 Grupo de embalagem
ADRIRID: 1 IMDG: 1l IATA: I
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14.5

Perigos para o ambiente

ADR/MRID: sim IMDG Marine pollutant: yes IATA: yes
14.6 Precaugdes especials para o utilizador
Outras informagdes
Marca-EHS requerida (codigos ADR 2.2.9.1.10 e IMDG 2.10.3) para embalagens (nicas e embalagens
combinadas que contenham embalagens interiores com Mercadonias Perigosas = 5L para liquidos ou =
5Kg para solidos.
15. INFORMAGAO SOBRE REGULAMENTAGAQ
Esta folha de dados de seguranga obedece aos requenmentos da Regulamento (CE) No. 190772006
15.1 Regulamentagiollegislagio especifica para a substdncia ou mistura em matéria de sadde,
seguranga & ambients
dados ndo disponiveis
15.2 Avaliagdo da seguranga quimica
dados nio disponiveis
16. OUTRAS INFORMACOES

Outras informagdes

Direitos exclusivos, 2012, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permiss&o concedida para fazer numero ilimitado
de copias em papel, soments para uso intermo.

Acredita-se que as informagdes acima estejam comectas, embora ndo pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas come um guia. A informag o contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento & & aplicavel as preca u;ﬁes de segurancga
apropriadas para o produto. M3o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporagdo Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, ndo responderio por nenhum dano
resultante do manuseio ou do contato com o preduto 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 V - CQO associada aos compostos

Tabela V.1 - CQO associada ao composto para a fase A.

CQO associado ao composto Fase A

Solucéo stock Volume Densidade Produto CEnErE:D
farmaco (ml) (Kg/L) @r) €QO (ar CQO (gn)
CQOlgr)
Baldo 10
Metanol 10 0,8 8 15 12
Farmaco 0,014 2,71 0,0379
TOTAL 12,0379
Farmaco E2 (g.L?) 1,4
Concentracdo do baldo
(mg.L* CQO) 1203794
Farmaco baléo
adicionado/dia 0,00121
CQO baldo (mgO2L?) 1456,6
Q diério (L/dia) 17
CQO (mgO2.L™) 85,68
Tabela V.2 - CQO associada ao composto para a fase B.
CQO associado ao composto Fase B
. Converséao
Solucgao stock farmaco Vo(:::lr)ne D?ES'ﬁﬁ;je Pr(()drl;to CQO (gr CQO (gr)
9. 9 CQO/gr)
Baldo 10
Metanol 10 0,8 8 15 12
Farmaco E2 0,014 2,71 0,0379
Farmaco EE2 0,014 2,71 0,0379
Farmaco E2 (g.L") 1,4 | ToTAL 12,0759
Farmaco E22 (g.L?) 1.4

Concentracédo do baldo
(mg.L* CQO) 1207588

Farmaco baldo
adicionado/dia 0,00121

CQO baldo (mgO2L")  1461,2
Q diério (L/dia) 17
CQO (mgO2.L 1) 85,95
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Anexo VI - Determinagao da Caréncia Quimica de Oxigénio
(CQO)

A determinacdo da CQO, da fase soluvel das amostras, foi efetuada pelo método de refluxo
aberto conforme o procedimento descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005).

A fracdo soluvel das amostras foi obtida a partir de um sistema de filtragcéo a vacuo, utilizando
filtros Macherey-Nagel de porosidade 0,4 ym e de didmetro 45 mm. A determinagéo da CQO
esta descrita abaixo:

e Adicionar 10 mL da amostra para um baldo de refluxo;

e Juntar ao baldo 5 mL de dicromato de potéssio (K2Cr207) e 15 mL da mistura de acido
sulfarico-sulfato de prata (H2S04-Ag2S0a4);

e Levar a mistura a ebulicdo durante 2 horas a aproximadamente 150 °C. A ebulicdo
ocorreu num aparelho de marca G. Vittadini Recod/6, visivel na Figura VI.1.

e ApGs a ebulicao, titular o excesso de dicromato com a solucéo de sulfato de ferro (Il) e
amonio [(NHa4)2Fe(S04)2], na presencga de uma ou duas gotas da solucao indicadora de
ferroina, Figura VI.2.

e Determinar o ponto de viragem, por observacgdo, através da mudanca brusca de cor de
cinzento-azulado para castanho-avermelhado;

e Em paralelo foi realizado um ensaio em branco, seguindo o0 mesmo modo operatério,

substituindo a amostra por agua destilada.

A CQO, expressa em mgOzL1, é determinada pela seguinte férmula:

)

8000 X C X (V1-V2)
Vo

CQO (mgO2L?) = (.

Onde:

C — Concentra¢éo (mol/L) da solucdo de sulfato de ferro (II) e amdnio calculada;
Vo — Volume (mL) da toma de amostra para o ensaio, antes da diluicéo;

V1 — Volume (mL) da solucao de sulfato de ferro (Il) e amoénio consumido no ensaio em
branco;

V2 — Volume (mL) da solug&o de sulfato de ferro (Il) e aménio consumido no ensaio com
a amostra;

8000 — Massa molar (mg.L?) de %2 de O-.

A concentracao da solucéo de sulfato de ferro (Il) e aménio é determinada pela seguinte férmula:

10 x0,04 x6 _ 2,4
C (mol)=——— =

Onde:
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V — Volume (mL) da solugdo de sulfato de ferro (II) e amonio, consumido na titulagéo.

Figura V1.2 - Montagem para titulagéo.
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Anexo VIl - Determinagao dos Sélidos Suspensos Totais (SST)
e Solidos Suspensos Volateis (SSV)

A determinacdo dos SST e SSV foi efetuada conforme o procedimento descrito no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). A sua determinacao esta

descrita abaixo:

e Preparar e pesar uma capsula de porcelana;

e Filtrar 50 mL da amostra com uma membrana de microfibra de vidro da marca Filter-Lab,
tipo MFV3, com porosidade de 1,2 um e 47 mm de diametro;

e Colocar a capsula com a membrana em estufa (Figura VII.1) a 103°C-105°C, durante
uma ou duas horas. Voltar a pesar a capsula com a membrana no final deste ponto.

e Colocar a capsula com a membrana filtrante e os SST secos na mufla (Figura VII.2) a
550 oC, durante uma hora. Voltar a pesar a capsula com a membrana no final deste

ponto.

Os SST e 0s SSV, expressos em mgL1, sdo determinados pelas seguintes formulas:

(B'-A")

SST (mgL?) = —— x10°

Onde:
V - Volume (mL) da amostra;
A’- Peso da cépsula de porcelana (g) com a membrana de microfibra de vidro;

B’- Peso da capsula de porcelana (g) com a membrana de microfibra de vidro apés sair da
estufa.

(B'-C")

SSV (mglL?) = = x10°

Onde:
V - Volume (mL) da amostra;

B’- Peso da capsula de porcelana (g) com a membrana de microfibra de vidro ap6s sair da
estufa.

C’- Peso da cépsula de porcelana (g) com a membrana de microfibra de vidro apds sair
da mufla.
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Figura VII.1- Estufa.

Figura VI1.2 - Mufla.
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Anexo VIIl - Cromatogramas para a obtengao das curvas de
calibracao

Para determinar a curva de calibracdo prepararam-se padrdes mistos em triplicado com
concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pg.Lt. Obtiveram-se trés cromatogramas para cada
concentragcdo, no entanto, durante a analise aos cromatogramas observou-se que um dos
ensaios, para cada concentracdo, apresentava valores muito distantes dos outros dois, o0 que
levou a sua excluséo. A Figura VIII.1 apresenta um exemplo de cromatograma analisado e a
Tabela VIII.1 apresenta o resumo das areas obtidas, os valores a vermelho n&o foram incluidos

na curva de calibracdo por se distanciarem muito dos restantes valores.

Endocrin Disruptors 1s030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
28 07_2016_padrao_200c 2 Diode Array
100+ 585570 281
23883
Area
48
39
n%
-20\""I""I“"\"“\““\“““““““"""I""I"""""“I“““““““““““"""""I""I""""““““““““““"“I""I""""I""I““““\““\“
28 07_2016_padrao_200a_2 Diode Array
100+ 556,59 281
21083
Area
444
i
%
-27\""I""I""\"“\“"\‘“‘\‘“‘\‘“‘\""\""I""I""\""\"“I““\““\““\“"\“"\‘"‘\'"'\""I‘"‘I""\""\““\““\““\““\““\""I""I'"'\""I""I““\““\““\“T‘me
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590

Figura VIII.1 - Cromatogramas da curva de calibragéo para o padrao de 200 pg.Lt (A = 281 nm).
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Tabela VIII.1 - Resumo das areas obtidas para a curva de calibracao.

178 17
Padrio Area Média Area Média
28 51
25 42 35,0 39 45,0
4 18
50 70 62,5 94 82,5
55 71
175 199
100 94 167,0 130 2215
159 244
370 598
200 193 370,5 281 584,0
371 570




Anexo IX - Limite de detecao e quantificacao paraoE2e o
EE2

O limite de detecdo e quantificacdo de E2 e EE2 foi determinado com base nas amostras
realizadas em branco e em triplicado, os seus cromatogramas podem ser consultados no Anexo
XVII. A Tabela IX.1 apresenta o resumo das areas obtidas pelos cromatogramas e a
concentracao respetiva de cada composto, o valor a vermelho néo foi incluido por se distanciar

muito dos restantes valores.

Tabela IX.1 - Resumo das areas obtidas para o LOD e LOQ.

Area 178 (ug.L?) Area 17a (ug.LY)
2,83 14,31 2,52 20,67
10,13 18,03 3,78 21,07
56,71 41,76 4,68 21,35
Média 16,17 Média 21,07
D.P. 2,63 D.P. 0,34

111



112



Anexo X - Cromatogramas dos ensaios

Este anexo apresenta um exemplo de um cromatograma analisados durante os ensaios. A Figura

X.1 e Figura X.2 apresentam os cromatogramas do ensaio 5 para o E2 e EE2 respetivamente.

Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
28 07_2016_coreia_ensaio5_dia3 1 Diode Array
281
1007 140e)
Y Area
gg"\"“l"“\""""""""""""""""""""""""""""\“
28 07 2016 comeia ensaiod dia? 1 Diode Array
LT 241
100 20
% Area
126 07_2016_correia_ensaiod_diat 1 Diode Array
446,64 21
100y 12483
% Area
55"\"“I"“\""""""""""""""""""""""""""""\“
26 07_2016_coreia_ensaio5_dia0 1 Diode Array
445137 241
1004 300
%7 Area
'12-"\"“|"“\""\""\""\""\""\"'w""\""\"'w"'w""\'"w"'w"'w“T‘me
40 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 45 470 475 480 485 490

Figura X.1 - Cromatogramas para o E2 do ensaio 5 (A = 281 nm).

Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
28 07_2016_correia_ensaiod a3 1 Diode Array
g 3,041 281
100 2,13
n % Area
42-\““\""\“"I"'‘\""I“"I""""I"“""““"““"““""“"I"“""I"“I""""I"“""““I"““"““"“\““I
2607 2016 comeia ensaiog dia? 1 Diode Array
1004 ] 281
3 5.66:14 125
% Are
A2 I R A R L R L L L R R R R R R L L L R LR R R LR R RN LR R
26 07 2016 comeia_ensaiod diat 1 Diode Array
100+ 564207 2%
2,233
% Area
45_\““\""\“"I"'‘\""I“"I""""I"“""““"““"““""“"I"“""I"“I""""I"“""““I"““"““"“\““I
2607 2016 comeia ensaiod diad 1 Diode Array
564,48 281
100y 13763
% Aez
1 T T T T T T T T e e
500 510 520 530 540 550 560 510 580 590 6,00 6,10 6,20 630 640

Figura X.2 - Cromatogramas para o0 EE2 do ensaio 5 (A = 281 nm).
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Anexo Xl - Resultados de SST e SSV

Os resultados dos solidos suspensos totais durante a fase A dos ensaios estéo representados

na Tabela XI.1 e na Figura XI.1. Os resultados da fase B encontram-se na Tabela XI.2 e na
Figura XI.2.

Tabela XI.1- Resultados dos SST e SSV para a fase A.

Fase A
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Dias
SST (mgL?) SSV (mgL?) SST (mgL?') SSV (mgL?') | SST (mgL?') SSV (mgL%?)
0 0 0 10 10 0 0
1 22 22 10 10 36 28
2 30 24 26 46 2 2
3 92 84 36 36 30 24
4 38 38 16 12
—@—ensaio 1 ensaio 2 ensaio 3
100
90
80
__ 70
Y60
oo
E 50
5 40
wv
30
20 /_
10
0 &
0 1 2 3 4

Figura XI.1 - Apresentacéo gréafica dos SST para a fase A.

Dias de ensaio
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Tabela XI.2 - Resultados dos SST e SSV para a fase B.

Fase B
Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
Dias
SST (mgLt) SSV (mgL?) | SST (mgL?) SSV(mgL?) | SST (mgL?') SSV (mgL?)
0 12 12 8 6 6
1 10 10 6
2 6 6 6
3 36 36 6
—@—ensaio 4 ensaio 5 ensaio 6

40

35

30

N
(%]

SST (mgL?)
_N
(6] o

Figura XI.2 - Apresentacéo gréafica dos SST para a fase B.
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Anexo Xll. Ordem das reagoes para o E2 e EE2

Na determinacao da ordem das reag@es e das suas constantes cinéticas utilizaram-se os valores
base da Tabela XII.1 até a Tabela XII.4.

Tabela XlI.1 - Ensaio 3: Valores base para determinar as constantes cinéticas do E2.

Ensaio 3
Ordem O Ordem 1
Tempo 178 (ug.L?) Ln(17B)
0 149 5,01
1 31 3,42
2 17 2,86
3 24 3,16
4 0

Tabela XII.2- Ensaio 4: Valores base para determinar as constantes cinéticas do

E2 e EE2.
Ensaio 4
Ordem O Ordem 1
Tempo 178 (Mg.L ) Ln(17B)
0 99 106 4,60 4,66
1 49 92 3,88 4,52
2 19 91 2,93 4,51
3 24 89 3,16 4,49

Tabela XII.3 - Ensaio 5: Valores base para determinar as constantes cinéticas do

E2 e EE2.
Ensaio 5
Ordem O Ordem 1
Tempo 178 (ug.L?) Ln(17B)
0 83 99 4,41 4,59
1 45 92 3,82 4,52
2 27 88 3,30 4,47
3 0 81 4,40
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Tabela XIl1.4 - Ensaio 6: Valores base para determinar as constantes cinéticas

do E2 e EE2.
Ensaio 6
Ordem O Ordem 1
Tempo 178 (ug.Lh) Ln(17B)
0 97 103 4,57 4,63
1 0
2 19 91 2,94 4,52
3 0 87 4,47




Anexo Xlll - Ordem das reacoes para a CQO

Na determinacao da ordem das reag@es e das suas constantes cinéticas utilizaram-se os valores
base da Tabela XIII.1 até a Tabela XIlIl.4.

Tabela XIII.1 - Ensaio 3: Valores base para determinar as constantes
cinéticas da CQO.

Ensaio 3
Ordem O Ordem 1
Tempo CQO (mgOaLY) Ln(CQO)
0 231 5,44
1 74 4,30
2 60 4,09
3 14 2,61
4 9 2,21

Tabela XIII.2 - Ensaio 4: Valores base para determinar as constantes
cinéticas da CQO.

Ensaio 4
Ordem O Ordem 1
Tempo CQO (mgOaL ) Ln(CQO)
0 193 5,26
1 100 4,60
2 23 3,12
3 18 2,89

Tabela XIII.3 - Ensaio 5: Valores base para determinar as constantes
cinéticas da CQO.

Ensaio 5
Ordem 0O Ordem 1
Tempo CQO (mgO2LY) Ln(CQO)
0 90 4,50
1 47 3,85
2 9 2,22
3 0
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Tabela XIII.4 - Ensaio 6: Valores base para determinar as constantes
cinéticas da CQO.

Ensaio 6
Ordem O Ordem 1
Tempo CQO (mgO2L?) Ln(CQO)
0 92 4,53
1 32 3,46
2 9 2,21
3 5 1,52
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Anexo XIV - Teste direto com Acrodisc

De forma a perceber se a utilizacdo dos Acrodisc interferiam com as leituras no HPLC realizaram-

se testes com e sem a sua utilizagdo. A Tabela XIV.1 apresenta o resumo das areas obtidas.

Tabela XIV.5 - Resumo das areas obtidas pelo teste direto com Acrodisc.

Filtro Pl
178 17a
Com Acrodisc 3,06 10,56
Sem Acrodisc 11,42 7,53
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Anexo XV - Teste direto em diferentes tipos de aguas com
Acrodisc e filtracao

Este teste teve como objetivo perceber se diferentes tipos de aguas (com ou sem filtragéo)
influenciam na leitura dos resultados. A Figura XV.1 apresenta um exemplo de cromatograma
analisado, em cima sem filtro e em baixo com filtro, e a Tabela XV.1 o resumo das &reas obtidas
para todas as aguas analisadas.
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Figura XV.1 - Cromatogramas da agua desmineralizada (A = 281 nm).

Tabela XV.1 - Resumo das areas obtidas pelo teste direto com diferentes tipos

de agua.
Tipo de dgua Filtro Acrodisc Gl
17 17a
Agua desmineralizada Sim Sim 6,32 2,63
Agua desmineralizada Sim N&o 1 2,038
Agua Sintética Sim Sim 4,23 9
Agua Sintética Sim N&o 2,13 -
Agua residual Sim Sim 0,59 4,58
Agua residual Sim N&o - -
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Anexo XVI - Cromatogramas dos ensaios de fotodegradacgao

Para determinar a possivel degradacdo dos farmacos, expostos a fatores fisicos como a
temperatura e a exposi¢do a luz, foram realizados ensaios durante cinco dias. A Figura XVI.1
apresenta os cromatogramas para o dia 0 e a Figura XVI.2 apresenta 0s cromatogramas para o
dia 5, em cima sem luz e em baixo expostos a luz. A Tabela XVI.1 apresenta o resumo dos

valores obtidos durante o ensaio.

Endocrin Disruptors 103070 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb

07_09_2016_teste_sem_|uz_3500_dia0_3 Diode Array
100 AN 281
91 938
Area
573
73
%
6
1g""\""\““\""I““I""""““""I““I""I""““""I““I"“I""““""I““I““I""““""I““““I""““""I“"““I""\
07 09 2016 teste uz 500 diad 3 Diode Array
; 57558 281
100 a0 231
Area
%
73 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
440 430 460 470 480 490 5,00 510 520 5,30 540 5,30 5,60 5,70 5,80 5,90

Figura XVI.1 - Ensaio de fotodegradacgéo: cromatogramas do dia O para o E2 e EE2 (A = 281 nm).
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Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb

07_00 2016 teste.sem_luz_500_dia5_3 Diode Array
45253 281
100 po
Area
57
“
%
33‘\""\""\""\"‘‘\““\“““““““““““"“"“"""""""'‘'‘I'‘'‘I'‘'‘I'‘'‘I“'‘I“'‘I“"I""I“"I“"I““I““I““I““I““I““I‘
07_00 2016 teste. luz_500_dia5 3 Diode Array
45186 281
100 . =
8 Area
%)

Figura XVI.2 - Ensaio de fotodegradac¢&o: cromatogramas do dia 5 para o E2 e EE2 (A = 281 nm).

Tabela XVI.1 - Resumos dos valores obtidos durante o ensaio de fotodegradacéao.

Dia Com luz Sem luz
178 (ug.L)  17a(ug.l™ 178 (ug.Ll™)  17a(ug.L?)
0 231 246 339 302
1 255 291 461 336
2 318 344 272 216
3 377 329
4 108 145 248 227
5 321 351 241 193
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Anexo XVII - Curva de calibracao direta

Para determinar a equacgéo prepararam-se padr8es mistos em duplicado com concentracfes de
200, 500, 1000 e 2000 pg.L*. A Figura XVII.1 e a Figura XVII.2 apresentam um exemplo de
cromatograma analisado e a Tabela XVII.1 apresenta o resumo das areas obtidas.

Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
20_10_2016_direto2000_a_1 Diode Array
100- 443 281

3,04e3

{

557
\

T L A et A e s
390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 58 590 600 610

Figura XVII.1 - Cromatograma da curva de calibracao direta para o padrdo de 2000 pg.L*
(A =281 nm).

Endocrin Disruptors Is030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb

20_10_2016_direto2000_a_1 327 (5,565) Cm (324:331) Diode Array
100+ 215 7.92e3
N %
261
Eio)
My
0 .

Figura XVII.2 - Espectro de absor¢éo do padrao direto de 2000 pg.L* (A = 281 nm).
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Tabela XVII.1 - Resumo das areas obtidas para a curva de calibracao direta.

178 17
Padrdo Area Média Area Média
51,35 55,33
200 51,9 48,1
52,36 40,88
122,03 118,63
500 134,5 1175
146,94 116,37
267,28 251,13
1000 283,5 266,7
299,78 282,19
522,33 481,59
2000 566,4 522,7
610,37 563,83
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Anexo XVIIl - Ensaio em branco

Os ensaios em branco tinham como objetivo analisar o padrdo dos cromatogramas na auséncia

dos farmacos. A Figura XVIII.1 apresenta os cromatogramas para a agua desmineralizada e a

Figura XVIII.2 para a solucao de alimentacdo, em cima pela vista geral e em baixo aproximado

para o tempo de retencdo dos compostos.

Endocrin Disruptors 1030-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb

07_09_2015_branco_c_2 Diode Array
100+ 150 475 1 4?311
8,85 ’
"%
190
1 219 157
27 S T T T T Ty
07_09_2015_branco_b_2 Diode Array
174 281
1007 e 11484
887
% 1.92
i 062
-46 T T T T T T T T T T T T T T 1
07_09 2016 _branco_a 2 Diode Array
g
100- 151 281
%
27

Figura XVIII.1 - Cromatogramas dos ensaios em branco (A = 281 nm).

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

04_§Z201E_a\lmeﬂtatau_e1_1 Diode Array
151 281
1004 TA2ed
o
175
2,36
B L L U LA ) s A L B A L A A A L A s LA R LA L A L LA AR R LA LA MRS A s s s A s aa b ML T
0,50 1.00 1,50 2,00 2,50 3,00 3.50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50 7,00 7.50 8,00 8,50 9.00 9,50 10.00
Endocrin Disruptors Iso30-70 Kinetex 2.6u XBC18 new Tamb
04_07_2016_alimentacao_e1_1 Diode Array
261
100 27
Area
% 443
B 17
545
3
14 ey T T T T T T RAARD T T T AARAR T T T ) Time
410 4,20 4.30 4.40 4.50 4,60 4,70 4.80 490 5,00 210 5.20 5,30 540 3

Figura XVII1.2 - Cromatogramas da solucdo de alimentacdo (A = 281 nm).
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