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Resumo

Existem compostos retardadores de chama (RC) que se adicionam aos produtos de uso
comum para lhes conferir resisténcia ao fogo. Estes compostos sao de dificil degradacao,
pelo que podem ser facilmente absorvidos pela pele, inalados ou ingeridos, pelas diversas
formas de vida. Alguns estudos indicam que estes compostos contribuem para o
aparecimento de varias doencas tais como problemas hormonais, defice neurologico,
alergias e algumas formas de cancro. A Organizagdo Mundial de Saade (OMS), alertada
por esses estudos, tem desenvolvido acgdes no sentido de reduzir ou mesmo proibir a sua
aplicagdo. O presente estudo teve como objectivo estudar a biodegradabilidade de
compostos RC, por uma cultura mista de microrganismos existentes numa estacdo de
tratamento de 4guas residuais (ETAR). Os compostos RC estudados foram Eteres
Difenilicos Polibromados (PBDEs), pertencentes ao grupo dos halogenados bromados e
Esteres Organofosforados (OPEs), por serem considerados os mais toxicos. A utilizagio
da cromatografia liquida de alta precisdo com detector ultra violeta (HPLC-UV) foi
optimizada como metodologia analitica para deteccdo de todos os compostos em estudo.
Dois dos compostos em estudo (HBCD e TPhP) ndo foram detectados com esta
metodologia pelo que houve a necessidade de se utilizar a metodologia HPLC-DAD.
Verificou-se biodegradagdo dos compostos DBNPG, TBBPA e BPA através da
diminui¢do da sua concentragdo ao longo do tempo, no entanto ndo se verificou o mesmo

para os compostos HBCD e TPhP.

Palavras chave: Retardadores de chama, Biodegrabilidade, Dibromoneopentilgglicol,

Tetrabromobisfenol A, Hexabromociclododecano, Trifenilfosfato, HPLC
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Summary

There are flame retardant (FR) compounds added to product commonly used to give them
fire resistance. These compounds are difficult to biodegrade, so it can be easily absorbed
through skin, inhaled or ingested by various life forms. Several studies have determined
that the characteristics and composition of these compounds can lead to the emergence of
several diseases as hormonal problems, neurological deficit, allergies and even
cancer. World Health Organization (WHO), prompted by those studies, has developed
policies to reduce or even prohibit its application. The objective of this study was to
determine the biodegradability of flame retardant compounds (FR) by a mixed culture of
microorganisms from a waste water treatment plant (WWTP). The flame retardant
compounds choosed were polibrominated diphenyl ethers (PBDEs), belonging to the
group of brominated halogenated and organophosphorus esters (OPEs) for being
considered the most toxic. The use of high performance liquid chromatography with a
ultraviolet detector (HPLC-UV) has been optimized as an analytical method for detection
of all compounds under study. This method not show sensitivity to detect two of the
compounds (TPhP, HBCD) and was necessary to use HPLC method but with a
photodiode array detector (DAD). Biodegradation of DBNPG, TBBPA and BPA
compounds was demonstrated through the decline of its concentration versus time,

however the same was not observed for HBCD and TPhP compounds.

Keywords: Flame retardants, Biodegradability, Dibromoneopentilglycol,

Tetrabromobisphenol A, Hexabromocyclododecane, Triphenilphosphate, HPLC
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Capitulo 1 — Introducao

1.1 Retardadores de chama

Os retardadores de chama (RC) s3o compostos adicionados aos mais variados produtos
de uso comum tais como téxteis, madeiras, tintas, plasticos, etc, conferindo-lhes
resisténcia ao fogo. Desta forma sao utilizados em aparelhos eléctricos e electronicos,

mobilias, cortinas, sofas, tapetes, roupas, colchdes, brinquedos e em muitos outros.

A Portaria n.° 1532/2008 de 29 de Dezembro é um regulamento técnico de seguranca
contra incéndios em edificios e promove mesmo a sua utilizagdo, nomeadamente em
termos de seguranca contra incéndios para edificios de utilidade publica, tais como

hotéis, teatros, recintos balneares, jardins-de-infancia, escolas, etc.

A utilizacao de RC remonta a 450 a.C., quando os egipcios usaram Alum (sulfato de
aluminio e potassio) para reduzir a inflamabilidade da madeira [1]. Na tabela 1.1

apresenta-se um resumo da histdria da utilizagdo de compostos RC.

Tabela 1.1 — Historico da aplicagdo de compostos com efeito RC

Descoberta Composto, utilidade Ano

Egipcios Alum (sulfato de aluminio e potassio) na | 450 aC
madeira

Romanos Mistura de vinagre e alum, na madeira 200 aC

Nicolas Sabbatini Gypsum (sulfato de calcio di-hidratado) e | 1638

argila, nas cortinas dos teatros

Obadiah Wyld Alum, sulfato ferro e borax em papel e [ 1735
téxteis. Primeira patente (n° 551) em RC

Gay-Lussac (gases perfeitos) Fosfato de amonio, cloreto de amoénio e | 1821
borax em linho e canhamo

William  Perkin  (Quimico | Hexahidroxido de estanho e sodio e | 1912
inglés, 1838, ficou famoso | sulfato de amonio em algodao
pela descoberta acidental da
anilina)

Fonte: EHC 192 [2]
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Actualmente existem mais de 175 compostos quimicos classificados como RC existindo
varios grupos: inorganicos, organofosforados, azotados e os halogenados (bromados e

clorados). Na Figura 1.1 observam-se as estruturas quimicas de diferentes RC.

A_l D|]-I D_I CH,O0H

4 |

/ \ BrCH, — ©C —— CH,Br
OH OH |
CH,0H
Br
B E
2] @ .
? Br
O—P—0
|
0
Er Br

Br

Br Er

N HO OH

N
11
N

NH, NH, Br Br

Figura 1.1 - Estrutura quimica de diferentes RC: (A) Inorgénicos: hidroxido de aluminio;
(B) Organofosforados: trifenilfosfato; (C) compostos azotados: melamina; (D-F)
organicos halogenados: (D) alifaticos: DBNPG, (E) Ciclo alifaticos: HBCD e (F)
aromaticos: TBBPA. [3]
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1.1.1 Classes de compostos RC

Os compostos halogenados clorados ou bromados, possuem foérmulas adaptaveis a quase
todos os polimeros, além de possuirem baixo custo ¢ um bom desempenho contra a
propagacao de chamas [4]. Podem ainda ser enriquecidos com triéxido de antimdnio, o
qual ndo sendo um RC funciona como catalisador, facilitando a activagdo das moléculas

dos RC, ou seja, ao reagir com estes produzem compostos volateis de antiménio que

. + . . . .
removem a energia H' e os radicais OH" que alimentam a chama [4].

Os compostos RC bromados sdo mais utilizados do que os clorados devido a sua
eficiéncia e devido aos produtos da sua decomposicao a altas temperaturas serem menos
volateis do que os produtos da decomposi¢ao dos compostos clorados, dado que o bromo
(massa atomica de 79,904 u) € um elemento mais pesado que o cloro (massa atomica de

35,452 u) [2].

Os RC organofosforados sdo na sua maioria ésteres fosforados que também podem conter
bromo ou cloro. Sdo bastante utilizados em polimeros e fibras de celulose téxteis. Os RC
azotados inibem a formagdo de gases inflaméveis e sdo usados em polimeros contendo
azoto, tais como o poliuretano e a poliamida. Os compostos azotados mais utilizados sdo

a melamina e seus derivados [2].

Os compostos RC inorganicos (hidroxidos de metal tais como: hidréxido de aluminio,
hidréxido de magnésio, polifosfato de amoénio, sais de boro, antiménio inorganico,
estanho, zinco, compostos de molibdénio e fésforo vermelho elementar) sdo adicionados

como enchimento do polimero [3].

Dentro de cada grupo de RC existem compostos que sao utilizados como activos e outros
que sao utilizados como reactivos, ou seja, eles proprios sdo o retardador de chama e
podem ser usados, nas mais variadas matérias-primas de fabrico de produtos de uso diario
[2]. Os RC reactivos ligam-se quimicamente ao polimero e sdo exemplos o acido
cloréndico (HET), TBBPA, DBNPG ou alguns compostos organofosforados. Os RC
activos misturam-se com o polimero, sendo exemplo o HBCD, trihidroxido de aluminio,

hidréxido de magnésio e ésteres de fosfato [2].

Na tabela Tabela 1.2, encontram-se os grupos existentes destes compostos, alguns

exemplos de compostos pertencentes a cada grupo, bem como a sua utilizacao.
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Tabela 1.2 — Classes de retardadores de chama e respectiva utilidade

Retardadores de Chama | Abrev. | Nome Utilizagao como retardador de chama
HCCPD | Hexaclorociclopentadieno Intermediario na produgdo de RC
TCBPA | Tetraclorobisfenol A Epoxy
HET Acido cloréndico Resinas de poliéster ¢ tintas
Clorados
TCPA | Tetracloroftalatico anidrido Resinas de poliéster e tintas,
polietileno, poliestireno, PVC
Parafinas cloradas Polipropileno, borracha, téxteis
DP Declorano Plus Fios eléctricos, cabos
Halogenados -
DBNPG | Dibromoneopentilglicol Poliuretano rigido,
termoplasticos, poliestireno, ABS
DBDPE | Decabromodifeniletano Polipropileno, poliéster/algodao
Poliestireno, latex, téxteis, adesivos,
Bromados | HBCD | Hexabromociclododecano vestuario
Resinas epoxys, poliésteres,
TBBPA | Tetrabromobisfenil A policarbonatos, ABS, resinas fenolicas
Deca- Eter decabromodifenil (BDE- | Poliestireno, poliésteres, poliamidas,
BDE 209) téxteis
TEP Trietilfosfato PVC, resinas poliéster, polyurethane
PVC vinil, borrachas, plasticos, tintas,
TCEP Tris(2-cloroetil)fosfato vernizes,
PVC, solventes, borrachas, tintas,
TEHP | Tris(2-etilhexilfosfato) poliuretano
Organofosforados Solventes, aditivos para lubrificantes ¢
TCP Tricresil fosfato sistemas hidraulicos,
TBEP Tris(2-butoxietil)fosfato Plasticos e borrachas sintéticas
TPhP Trifenilfosfato PVC, resinas fendlicas
Plastizante, fluidos hidraulicos,
IPPP Isopropiltrifenilfosfato lubrificantes, termoplasticos
Melamina Polipropileno e polietileno
Teraftalatos(PET/PBT)
Fosfato de melamina Epoxy e poliuretano
Azotados . . poliamidas, Feraftalatos (PET/PBT)
Cianurato de melamina Epoxy e poliuretano
Melamina formaldeido Resinas thermoset
Outros sais de melamina e
guadinina Resinas thermoset
ATH Tri-hidréxido de aluminio Compostos de borracha, PVC
MDH Hidroxido de magnésio Termoplasticos, termosets, borrachas
Inorgénicos

Compostos de Boro
Outros compostos de Zinco e
Estanho

Celulose, téxteis

Poliamidas, borracha

Adaptado de EHC 192 [2]
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1.1.2 Consumo de compostos RC

Através de dados recolhidos em 2007, verificou-se que o consumo de RC nos Estados
Unidos, Europa e Asia rondou os 1,8 milhdes de toneladas, num total de 4,2 bilides de
dolares, sendo esperado que este mercado ascenda 3,7% ao ano durante o periodo 2007-
2012. Através da Figuras 1.2 e Figura 1.3 observa-se que, efectivamente, sdo os RC
bromados que apresentam o maior consumo, seguidos dos RC organosfosforados.
Observa-se ainda que o continente asiatico foi o maior utilizador destes compostos, com

um consumo de 918 milhdes de dolares. Na Europa ¢ onde se verifica o menor consumo

de RC bromados.

10%
13% ' 34%

20% |

¥

Antimony Chisrinated Organo Aluminium

. Brominated Oxides Phosphorus Hydroxide . Other

Figura 1.2 — Consumo de RC em 2007 [4]

- United Stateg

k.

%0102 100 306 248 11

2
50 110 103 328 232 208 918 485 gg 204
79 8

Antimony

Crganc Aluminium
Oxidas Chlorinated . Other

. Eroningbed Phosphorus Hydroxide

Figura 1.3 — Maiores consumidores de RC em 2007 [4]
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1.2 Metodologia de accao dos RC

Quando um composto organico (papel, madeira, plastico, gas de hidrocarbonetos,
gasolina, etc.) susceptivel a oxidagdo, entra em contacto com uma substancia comburente
(oxigénio do ar) ao atingir a energia de activacdo, também conhecida como temperatura
de ignicdo, entra em combustdo. A energia para inflamar o combustivel pode ser
fornecida através de uma faisca ou de uma chama. Iniciada a reaccdo de oxidacao,
também denominada combustdo ou queima, o calor desprendido pela reacgdo mantém o

processo em actividade [4].

Desta forma, para que haja fogo tem de existir os trés vértices do chamado tridangulo do
fogo, o qual ¢ exemplificado na Figura 1.4: material comburente (0 que permite a
combustio, gases inflamaveis), o combustivel (que é o que arde) e a ignigdo (que ¢ a
energia de activagdo que provoca a reac¢do). E para que o fogo continue, para além
destes trés vértices tem de existir um 4° elemento, reaccdo em cadeia, passando a

designar-se tetraedro do fogo, Figura 1.5, bastando que um deles acabe para que o fogo se

extinga.
Combustivel Combustivel
(é o que arde) |
- Reaccdo em cadeia
Energia de activacio (4° factor; é o que permite
Comburente Energia de activacdo \./ u .
que a reacco prossiga)
(é o que permite (é o que provoca
a combustao) areaccio) tomburente
Figura 1.4 — Triangulo do fogo [4] Figura 1.5 - Tetraedro do fogo[4]

E neste sentido que os retardadores de chama actuam, ou seja, na eliminagdo de um dos

vértices, podendo fazé-lo de diferentes formas:

1? - Diluigdo do gas: envolve o uso de aditivos que produzem um certo nimero de
gases nao combustiveis que diluem o oxigénio fornecido a chama (comburente), ou
diluem a concentracdo do combustivel, baixando desta forma a energia de activagdo.

Agem desta forma compostos inorganicos e alguns compostos azotados, Figura 1.6.[4]
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2% - Témpera térmica: resulta da decomposi¢do endotérmica do composto,
diminuindo a temperatura superficial e a taxa de combustdo. Agem desta forma
compostos inorganicos (hidroxidos de metais e sais metalicos) e alguns compostos

azotados. [4]

3* - Camada protectora: formam um liquido ou barreira de proteccdo, o que limita
a quantidade de combustivel disponivel para arder, ou agem como uma camada isoladora
para reduzir o calor transferido da chama para o combustivel. Agem desta forma
compostos organofosforados e sistemas intumescentes baseados na melamina e outros

compostos azotados. [4]

4* - Diluigao fisica: baseia-se na aplicacdo de camadas inertes (fibras de vidro,
microesferas) e minerais (talco) que agem como resisténcia térmica para aumentar a

resisténcia do combustivel ao calor ou mesmo reduzir a sua disponibilidade [4].

5* - Interac¢@o quimica: alguns compostos halogenados e fosforados dissociam-se

em espécies radicais que competem com os passos do processo de combustao, Figura 1.7.

[4]

heat flammable 02
gases oxygen in air
OXYGEN mgﬁgﬂal “) ‘
VVVV\NVV / c 02
’WF et short- cham' and small “‘ T "‘ 20
molecules
rolysis free H* and OH™ radicals
i bmk':nﬂeculs down and
enable reaction with 0,
Figura 1.6 — Diluigdo do gas [4] Figura 1.7 — Interac¢do quimica [4]
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1.3 Toxicidade dos compostos RC

A deteccao de substancias, como Penta-, Octa- e DecaBDE, além de PBBs ¢ do HBCD,

tem ocorrido em locais remotos, tais como as camadas polares, onde a sua detec¢dao ndo

era esperada, demonstrando uma grande mobilidade destes compostos. Inclusivamente,

foram encontrados PBBEs na regido Arctica que demonstra a elevada mobilidade,

persisténcia e bioacumulagdo destas substancias quimicas.

Desta forma, os PBDEs apresentam caracteristicas que os classificam como POPs

(Poluentes Organicos Persistentes) de acordo com a Convengdo de Estocolmo em 2004

[43]. Varios estudos evidenciaram a presenca de RC no meio ambiente, (ver tabela 1.3)

onde podem ocorrer processos bidticos e abioticos que os transformam.

Tabela 1.3 — Ocorréncia de RC no meio ambiente

Compostos Amostras Local Ano Ref®
HBCD Ar Estados Unidos 2005 [44]
PBDEs P6 doméstico, escritorios € Canada, Reino Unido 2008 [45,46]

automoveis Estados Unidos 2008 [47]
Sangue e ovos de gaivotas Noruega 2007,2008 | [48]
Leite materno Corunha (Espanha) 2009 [49]
Dieta 4 base de peixe Noruega 2008 [50]
PBDEs Sedimentos varios rios Portugal 2005 [51]
Sedimentos (Drammenfjord) Noruega | 2007 [52]
Holanda 2007 [52]
Sedimentos Lake Woserin 2007 [53]
(Alemanha)
PCBse Sedimentos New York (Rio Niagara) | 2006 [54]
PBDEs
Tecidos adiposos, cérebros e | Dinamarca 2009 [55]
figados de focas e wursos
polares
Sedimentos, ar (gases e | Suica (Lago Maggiore) 200, 2010 [56, 57]
particulas)
PCBs, PBEs | Cérebros de mamiferos Atlantico Norte 2009 [58]
e DDT marinhos

Os processos abidticos sdao processos fisico-quimicos incluindo a fotodegradagao,

deposicao seca e humida, decomposicao a temperatura elevada, reacgdes quimicas com
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outros compostos ou radicais que estando presentes no meio ambiente alteram as
caracteristicas dos compostos devido a factores como temperatura e pH [3]. Os processos
bidticos sdo aqueles que advém dos compostos para o meio ambiente e incluem
bioacumulagdo, penetracdo na cadeia alimentar, biotransformacgao e biodegradagao. Estes
processos sao relevantes no sentido de prever o destino dos compostos RC, uma vez que
podem alterar as suas propriedades, incluindo a mobilidade, biodisponibilidade e
toxicidade [3]. Podera ocorrer que um composto RC podera ser alterado tornando-se mais

ou menos toéxico que o composto inicial [3].

Foi demonstrado em alguns estudos [6,41,42,43,48,55] que quando estes compostos sao
degradados pela luz geram-se produtos resultantes da perda de atomos de bromo,
conferindo-lhes maior solubilidade entrando facilmente na cadeia alimentar, acumulando-
se principalmente nos tecidos adiposos e no figado dos organismos que os ingerem. Na
Figura 1.8 ¢ apresentado um esquema do comportamento que os RC bromados podem

apresentar no meio ambiente.

| volatilizagzo | | Volatiliza3o | | Volatilizag3o |

Dissolucao ‘I

em agua
\ Br
Br Br e

ﬁ""' Bir s Br

Br
Acumulagio em Acumulagio em Acumulagio em
OTEanismos OTEaNismos OFEANismos
aguaticos aquaticos aguaticos

Adsorcdo a Adsorcdo a Adsorcdo a
sedimentos sedimentos

Polibromados Bromados

sedimentos

Compostos Clorados
Retardadores de chama bromados

Figura 1.8 - Representagdo esquematica do comportamento ambiental dos BFR [5]

Segundo o esquema da Figura 1.8, verifica-se que os RC polibromados apresentam uma
volatilizagdo, dissolu¢cdo na dgua e acumulagdo nos organismos aquaticos relativamente
baixa pelo facto de apresentarem uma forte adsor¢ao a sedimentos. Desta forma, ¢ natural
que a sua concentragdo seja mais elevada em sedimentos junto das suas fontes de

emissao, do que nos organismos aquaticos ¢ no Homem. Ainda segundo o esquema,
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observa-se que a decomposicao dos RC polibromados em outros compostos com menos
bromo, aumenta a sua volatilizagdo, dissolucdo em dgua bem como a sua acumulagdo em
organismos aquaticos, ja que a tendéncia para serem adsorvidos por sedimentos torna-se
menor, ficando assim disponiveis, mesmo em locais afastados da sua fonte de emissao.
Este comportamento torna-os semelhantes a compostos clorados considerados também

POPs, como ¢ o caso dos bifenilos policlorados (PCBs).[5]

Como se pode observar na Figura 1.9, as estruturas dos compostos RC, por exemplo do
TBBPA, tem semelhanca com alguns compostos usados até aos anos 70 como ¢ o caso
dos ja referidos bifenilos policlorados (PCBs) e do para-diclorodifeniltricloroetano
(DDT) cuja comercializacdo foi proibida, por alguns paises, nessa altura. Na figura ¢
ainda evidente alguma semelhanca com as hormonas tiroideanas, T4 ¢ T3 ¢ com o

aminoacido tiroxina.

Por esta razdo, os PBDEs sdo considerados possiveis disruptores endocrinos, levando ao
aparecimento de problemas de tirdide, infertilidade, comportamentos “trocados” entre
sexos, cancro (algumas formas de cancro sdo de origem hormonal, por exemplo o cancro

da mama e do sistema reprodutor) [3,6].

H e

H H

0 0
x 2

B Br ¥y 2 2 3 9 %j @
S @ 0.9 o. 0

> N\ VI 4 4 " @ @

"N TN @ () e > (L.
— b ; b 4 . A HOOC -4 ~NH2 P! e o
i " <\n. A g c 0C~ r~hH. MO MH2  HOOC-§o1042

TBBFA — Tetrabromobisfenil A ~ PCB - Bifenilos Policlorados ~ DDT - Dicloro difenil tricloroetano Tirosina Tiroxina  Triiodotironina

(T (13

Figura 1.9 — Estruturas do TBBPA, PCBs, DDT e hormonas T4 e T3 [3,6]

Virias pesquisas [6,41,42,43] detectaram concentragdes de compostos RC bromados e
fosforados no Homem e alertaram que a exposi¢do crénica a baixas concentragdes pode
causar danos no figado, disfungdes reprodutivas, debilitagdo do sistema imunitario,

desordens enddcrinas e neurologicas e desenvolvimento infantil e intelectual retardado

[6].
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1.4 Limitagoes a utiliza¢do de compostos RC

Uma vez verificada a toxicidade e ecotoxicidade destes compostos, a Comissao Europeia
(CE) tomou algumas diligéncias no sentido de reduzir ou mesmo proibir a utilizagdo de

compostos RC, publicando as seguintes directivas e regulamentos:

» Directiva 2002/96/CE (WEEE) — Waste from Electrical and Electronic
Equipment - estabelece regras para a gestdao adequada de residuos eléctricos e

electronicos;

» Directiva 2002/95/CE (RoHS) — Restriction of Hazardous Substances) -
limita o uso de determinadas substincias perigosas nos equipamentos
eléctricos e electronicos (PBDEs entre outros) proibindo o uso do pentabromo
e do éter octabromodifenil e restringindo e controlando o uso de outros

PBDEs;

» Regulamento CE n° 1907/2006 (REACH) — Registration Evaluation and
Authorization of Chemicals - estabelece um quadro regulamentar inico para o
registo, a avaliacdo, autorizagdo e restri¢do de substancias quimicas, criando a
Agéncia Europeia de Substancias Quimicas (European Chemicals Agency -
ECHA). Estaentidade ¢ responsavel pela gestdo dos aspectos técnicos,

cientificos e administrativos do regulamento, a nivel comunitario.
Também a OMS determinou a nao utilizagdao de PBDEs sempre que existam substitutos
nao téxicos disponiveis.

Além dos paises pertencentes 4 Unido Europeia (EU), outros paises preocuparam-se em
tomar diligéncias de forma a reduzir ou mesmo eliminar o uso de certos RC, na tabela 1.4

encontram-se alguns exemplos:
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Tabela 1.4 — Diligéncias apresentadas por alguns paises ndo pertencentes & UE

Noruega

Proibe a utilizagdo de PBBs em produtos téxteis para uso em contacto com a

pele de acordo com as Directivas ECC 76/769, 83/264 e 89/677.

Suica

Proibe a producdo, fornecimento, importacdo e utilizacdo de PBBs e de
produtos que os contenham. Proibe o fornecimento e importacao de

condensadores e transformadores contendo PBBs.

Canada

Proibe a producao, utilizagdo, processamento, venda e importagdo de PBBs.

USA

Proibe, através da Toxic Substances Control Act of 1976 (TSCA), a produgdo ou
importa¢do de produtos quimicos que ndo pertencem ao Inventario TSCA. Os
produtores devem notificar a EPA (U.S. Environmental Protection Agency) 90
dias antes para que seja avaliada a producao ou importagdo de novos produtos

quimicos.

Brasil

As empresas que quiserem exportar para os paises da UE, deverdo comprovar
perante a Associa¢do Brasileira da Industria Eléctrica e Electronica (ABINEE)
que os seus produtos respeitam as restricoes impostas. Também a Comissdo
Nacional de Seguranca Quimica (CONASQ) elaborou planos de acgdo para

uma gestao segura e sustentavel de produtos quimicos.

Japao

Home Appliance Recycling Law - atribui aos produtores a responsabilidade de
desmontar e reciclar produtos como maquinas de lavar, televisdes, ar-
condicionado e automoveis. Aplica o conceito dos 3C (Clean/Cycle/Control)
equivalente aos 3R. Com base nesta Lei a producdo de PBDEs tem sido

voluntariamente substituida pela produgdo de outros compostos.

Fonte: EHC 192 [2] ¢ [7]
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1.5 RC nas ETAR e tecnologias de tratamento actuais

As aguas residuais resultam num conjunto de dguas residuais urbanas, provenientes dos
aglomerados populacionais, dguas residuais industriais, provenientes das industrias e
aguas pluviais. A manipulacdo didria de objectos contendo RC (tecidos, embalagens,
utensilios de cozinha, brinquedos, etc.) bem como a utilizagdo de equipamentos (TVs,
radios etc.) pode colocar os RC na atmosfera, uma vez que estes volatilizam-se podendo
pairar e aglomerar-se as particulas de pd, sendo depois depositados no solo e na agua.
Também a lavagem dos objectos contendo RC, nomeadamente os de uso didrio, podera
liberta-lo contaminando assim as dguas residuais urbanas com RC. O proprio processo de
fabrico destes compostos também produz efluentes, nomeadamente aguas residuais

contaminadas por RC.

Nas ETAR (estagoes de tratamento de aguas residuais), o tratamento da agua residual que
lhe aflui envolve processos fisico-quimicos e bioldgicos de forma a remover 6leos/
gorduras e solidos, diminuir a matéria organica biodegradavel e eliminar microrganismos
de forma a poder lancar no meio hidrico um efluente tratado com um impacto pouco

significativo.

A Figura 1.10 apresenta um esquema do tratamento da ETAR de Settbal, local onde
foram recolhidas as lamas para os ensaios deste estudo. Os RC ao chegar as ETAR
poderdo ser removidos no tratamento secundario bioldgico, através da biomassa

existente, em condicdes aerdbias ou anaerodbias, no terciario ou ficar adsorvido nas lamas.
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Figura 1.10 - Esquema do tratamento da ETAR de Settbal [8]

1.6 Estudos e técnicas para remoc¢ao de RC

A biodegradagdo, degrada¢do promovida por microrganismos, pode contribuir para a
reducdo ou eliminagdo dos compostos organicos no ambiente [9]. Desta forma, tém sido
realizados alguns estudos no sentido de verificar a biodegradacdo destes compostos, pelo
que tém sido relatados processos de biodegradacdo aerdbia e anaerdbia de compostos

organicos halogenados [9,10-11].

Os microrganismos podem usar os compostos organicos halogenados de vérias formas,
nomeadamente, como fonte de carbono e substrato oxidavel, como receptor de electrdes
no processo de halorespiragdo, na transformagdo co-metabolica e no metabolismo
fermentativo, no qual um intermedidrio halogenado serve como receptor de electrdes
[12]. Normalmente, a remoc¢do dos halogéneos reduz a resisténcia dos compostos para a
biodegradacdo e o risco de formagdo de metabolitos toxicos durante as etapas
metabolicas [12]. No entanto, isso nem sempre acontece, especialmente se ndo ocorrer a

completa mineralizagdo dos compostos € permanecerem os substituintes bromados.
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Segev et al (2007) estudaram a biodegradacio de dois RC bromados, (o
dibromoneopentilglicol (DBNPG) e o alcool tribromoneopentilico (TBNPA)), promovida
por um consoércio bacteriano, constituido por bactérias das espécies Rhizobium (com 97%
similaridade) e Paracoccus (com 97% similaridade). Neste estudo foram utilizadas 12
amostras de solo contaminado provenientes do parque industrial de Ramat-Hovav
localizado no deserto Negev em Israel. Utilizaram uma camara de anaerobiose (COY —
Laboratory Product INC., modelo n° AAT) para promover as condigdes aerobias e
anaerobias e a temperatura foi mantida a 30°C. Verificaram biodegradagcdo acompanhada

por uma libertagdo de bromo através de uma reac¢do bacteriana [13].

Brenner et al. (2006) estudaram a biodegradagdo de uma mistura de compostos organicos
contendo bromo, incluindo o TBBPA ¢ o TBP (2.,4,6-tribromofenol) através de um
sistema de reactores (5 reactores, agitados mecanicamente ¢ com pH mantido a 8,5).
Adicionaram 4 biomassa concentrada, proveniente de um sistema de tratamento de aguas
residuais domésticas e industriais, sedimentos contaminados provenientes do parque
industrial de Ramat-Hovav. Apesar de terem aplicado varias condigdes redox e testado
diferentes fontes de carbono nao observaram biodegradagdo do TBBPA. Verificaram que
o TBP, foi facilmente biodegradado por culturas aerdbias num processo de lamas

activadas [14].

Ronen et al. (2000) estudaram a biodegradagdo do TBBPA e do TBP em condicdes
aerobias e anaerdbias. A inoculagcdo anaerdbia de sedimentos provenientes do parque
industrial Ramat-Hovav em Negev, perante meio de cultura peptona-triptona-glucose-
extracto de levedura, foi realizada num reactor anaerdbio (Forma Scientific, Marietta-
Ohio) contendo 94% de N, e 6% de H, a uma temperatura de 30°C. Observaram um
decréscimo em 80% da concentracdo do TBBPA com a identificacdo, através de GC-MS,
do BPA como metabolito. Quanto ao TBP, verificaram a desalogenacdo do mesmo dando
origem a fenol sendo este ultimo metabolizado nas condi¢des anaerdbias. O BPA
persistiu em condi¢des anaerdbias, no entanto observaram a sua mineralizagdo em
condicOes aerobias através da estirpe WHI da bactéria gram-negativa do género
Sphingomonas, num reactor aerdbio, inoculado ao abrigo da luz, com agitacao de 200

rpm e a uma temperatura de 30°C [15].

Davis et al. (2005) demonstraram a biodegradagdo do composto HBCD em solo aerobio e
anaerdbio e em sedimentos aquaticos, onde 0 HBCD perdeu atomos de bromo através de

um mecanismo de desalogenagdo conhecido por dihaloeliminacdo onde, em cada etapa,
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ocorre a perda de dois atomos de bromo e forma-se uma ligagdo dupla entre os dois

carbonos vizinhos [16,17].

Outras publicacdes [18,19,20-21] demonstraram a perda de &4tomos de bromo de
diferentes PBDEs em meio anaerobio, incluindo do éter decabromodifenil (BDE-209),
através de bactérias isoladas, misturas de culturas e fungos em meios minerais, assim
como de sedimentos ou lamas de ETAR. No caso da perda de atomos de bromo do BDE-
209 verificaram que o metabolito formado apresentou ser mais toxico e bioacumulativo

que 0 BDE-209 [21].

1.7 Caracterizacao dos RC alvos do estudo

No presente estudo optou-se pelos RC bromados: dibromoneopentilglicol (DBNPG),
tetrabromobisfenol A (TBBPA) e hexabromociclododecano (HBCD) e pelos
organofosforados: tris(2-cloroetil)fosfato (TCEP) e trifenilfosfato (TPhP). Nao sendo um
composto utilizado como retardador de chama, o bisfenol A (BPA) também foi objecto
deste estudo, no sentido de se verificar a sua presenga ou ndo como metabolito da

degradagdo do TBBPA.

Na escolha dos compostos levou-se em consideragdo caracteristicas como a sua estrutura,
que sendo complexa nos indica o quanto o composto poderad ser, a partida, de dificil
degradacao, o logK,y, que nos indica a potencialidade para ser adsorvido, a solubilidade,
indicativo de como o composto pode estar disponivel no meio hidrico e também para a
preparacdo das solugdes para o estudo, a temperatura de ebuli¢do e a pressdo de vapor
que indicam a potencialidade do composto para se volatilizar. Na Tabela 1.5, estdo

resumidas estas caracteristicas.
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Tabela 1.5 — Caracterizagdao dos compostos RC alvos do estudo

Composto Numero Estrutura Peso logK,, | Solubilidade T. Presséo
CAS Molecular agua (25°C) ebulicao Vapor
(g/mol) (°C)
Br.
Dibromoneopentilglicol 261,97 2,29 19,40 mg.L" 270 (a) 2,0x10° Pa
(DBNPG) 3296-90-0 e “ar (a) (a) a25°C (a)
OH
HQC \C/CHQ B
)
TetrabromobisfenilA 79-94-7 o 543,87 8,024 1,26 mg.L™! 316 (b) 1,19x 10 Pa
(TBBPA) HO OH (b) (b) a20°C (b)
Br Br
Br Br
H icl 194-55-
(}%"g’[r)‘;m"m ododecano | - 3194-55-6 . ) 631,69 | 5625 | 340pgL’ | 230() | 62x10°Pa
'B 5 ' (© (© a21°C (c)
cl
-1 3
Tris(2-cloroetil)fosfato o K\ 285,48 1’31 91 r(rllg.L 119 (d) 1330)(01((:) (li’a
(TCEP) 115-96-8 o~ RO @ @ a @
(ol \O _/_
Q 326,28 5,12 0,04 pg.L" 260 (e) 13 Pa
Trifenilfosfato @—o © (© al155°C (e)
(TPhP) 115-86-6 0

CHa
Bisfenol A 80-05-7 Hﬂ-@-l—Q—DH 228,29 34 | 300mgL! | 361(H | 53x10°Pa

(BPA) Cria ® ® a25°C ()

(a) The Ameribrom, Inc., Robust Summaries & Test Plan: 2,2-bis(bromomethyl)-1,3-propanediol; Revised Summaries; (b) The
American Chemistry Council Brominated Flame Retardant Industry Panel (BFRIP), Robust Summaries & Test Plan: Phenol,
4,4'-Isopropylidenbis[2,6-dibromo-; Revised Summaries; (¢) U.S. Environmental Protection Agency Supporting Documents
for Risk-Based Prioritization, Supporting Documents for Initial Risk-Based Prioritization of High Production Volume
Chemicals3/18/2008; (d) Rhodia Inc., Robust Summaries & Test Plan: Tris (2-chloroethyl) Phosphite; Robust Summaries; (e)
Akzo Nobel Functional Chemicals LLC., Robust Summaries & Test Plan: Butylated Triphenyl Phosphate; Robust Summaries;
(f) General Electric Company, Robust Summaries & Test Plan; 2-Propanone, Reaction Product w/Phenol

1.8 Métodos de analise dos RC

Estudos realizados a estes compostos, utilizaram métodos analiticos envolvendo, na sua
maioria, cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS). No entanto,
verificou-se a existéncia de alguns estudos que também utilizaram cromatografia liquida
de alta resolucdo com detector de fotodiodos (HPLC-DAD). Na tabela 1.6 estao
resumidos os estudos realizados com HPLC e na tabela 1.7 os estudos realizados com
cromatografia gasosa (GC). Sao indicadas também as condi¢des de funcionamento para

estes dois tipos de equipamento e respectivos métodos analiticos.
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Tabela 1.6 — Estudos realizados com HPLC

Andlises com HPLC
Composto
Detector Coluna Fase movel Gradiente [socratico Ref.
Dibromoneopentilglicol
(DBNPG) DAD LC 18 Metanol 1:1 [13]
TBBPA ¢ BPA DAD LC 18 Fase A e Fase B 60%A:40%B** [15]
DAD - diode array detector Fase A - Metanol 1% &cido acético
LC - LiChrosorb® Fase B - Tampao acetato de amoniol 8 mM com 1% écido acético
** Aumentando linearmente até 100 % em 13 min.
Tabela 1.7 — Estudos realizados com GC
Analises com GC
Composto
Equipamento | Coluna | Cond. Rampa Gas arraste Ref.
Hexabromociclododecano
(HBCD) EI-MS PDMS | 110:1-320:5% | hidrogénio, 4 ml/min [22]
Tris(2-Cloroetil)fosfato (TCEP) ICP-MS HP 5 |70:1-270:5 ** | hélio 99,999%, 1,5 ml/min [23]
Trifenilfosfato (TPP) ICP-MS HP 5 |70:1-270:5 ** | hélio 99,999%, 1,5 ml/min [23]
* 12 °C/min PDMS - Polydimethylsiloxane
** 15°C/min HP 5 - 5% fenil metilsilicone

EI-MS - Impacto electonico em modo positivo-espectrometria de massa
ICP-MS - Espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo

1.9 Motivacao

Como ja foi referido anteriormente os RC sdo compostos utilizados principalmente para
proteger os materiais contra a igni¢do, sendo utilizados no fabrico de numerosos
utensilios. Entre os varios grupos de RC, os bromados e os organosfosforados sdao os mais
utilizados devido ao seu baixo custo € a sua alta eficiéncia. Recentemente, varios estudos
[44, 45,46,51,52,53,54] tém demonstrado a presenca de RC bromados no ar, no solo, na
agua, em aguas residuais e em sedimentos, mesmo em locais longe do local de fabrico,
evidenciando o facto de que estes compostos ndo sdao de facil degradacao e tem elevada

mobilidade.

Outros estudos [48,49,50,55,58] demonstraram a presenca destes compostos em plantas,
organismos aquaticos, aves e at¢ mesmo em humanos, inclusive em leite materno,
concluindo-se que, para além da exposicao externa a que o Homem esta sujeito (através
da manipulacao dos objectos e inalacdo de ar contaminado), também a alimentagdo ¢

fonte de contaminag@o, uma vez que estes compostos entram na cadeia alimentar.
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Uma eventual solugdo para este problema passa pela remoc¢ao destes compostos através
de processos bioldgicos. Existem alguns estudos [9,10,13,14,15,16,17,18,19] que
evidenciam a sua remoc¢ao total ou parcial. No entanto, existe ainda pouca pesquisa no
sentido de verificar os processos bioticos e abioticos que possam alterar as caracteristicas
destes compostos, tornando-os mais persistentes e toxicos, pelo que existe a necessidade
de se investigar as transformacdes bioquimicas, os microrganismos envolvidos e os

metabolitos gerados.

Foi com base na pouca investigacdo existente sobre a biodegradabilidade destes
compostos, o seu cardcter toxicoloégico e bioacumulativo e, principalmente, a
disponibilidade com que estes compostos nos sdo apresentados diariamente,
inclusivamente as nossas criangas, desde tenra idade, através, por exemplo, dos seus
brinquedos preferidos, que a motivacdo para a elaborag¢do deste projecto-tese surgiu, pois,
segundo uma frase de Mahatma Ghandi "Ndo sabemos que resultados virdo das nossas

acgoes. Mas se ndo fizermos nada, entdo nunca existirdo resultados.”
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Capitulo 2 - Materiais e métodos

2.1 Reagentes, compostos RC e consumiveis

2.1.1 — Reagentes RC padrao

Os compostos dibromoneopentilglicol a 98% (DBNPG), hexabromociclododecano a 95%
(HBCD), 3,3°,5,5’- tetrabromobisfenol A a 97% (TBBPA) e bisfenol A a 99% (BPA),
foram provenientes da Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Alemanha) e os
compostos tris(2-cloroetil)fosfato a 97% (TCEP) e trifenilfosfato a 98% (TPhP) foram

provenientes da Acros Organics (Acros Organics, Geel, Bélgica).

2.1.2 — Fase movel e preparacio de solucoes

Para a preparacdo da fase movel e dos padrdes das solugdes de alimentagdo foram
utilizados Metanol para HPLC e Acetonitrilo para HPLC (ambos da Panreac, Barcelona,
Espanha). A 4gua utilizada foi proveniente do sistema de desmineralizacdo de dgua ultra

pura, Diwe Water Max W2, Type II Water Station Technologies.

2.1.3 — Preparacio de solucoes padrao

Prepararam-se solu¢des de cada composto tendo em consideragdo a sua solubilidade,
desta forma, devido a sua baixa solubilidade em agua, foram dissolvidos em Metanol os
seguintes compostos: TCEP (2003 mg.L™"), DBNPG (1000 mg.L™"), TPhP (1128 mg.L™),
BPA (280 mgL"') ¢ TBBPA (75 mgL™). O composto HBCD foi dissolvido em
acetonitrilo (16 mg.L'l). Estas solucdes foram preparadas quinzenalmente, guardadas ao

abrigo da luz a +4°C, até a sua utilizacao de forma a evitar a sua degradacao.
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2.2 Metodologia de quantificaciao analitica

2.2.1 Determinacdo do comprimento de onda por

espectrofotometria

De forma a se proceder 4 andlise e quantificacdo dos compostos RC por HPLC-UV foi
necessario determinar o comprimento de onda para o qual a absorvéncia apresentou o
valor maximo. Estes comprimentos de onda foram determinados através do
espectrofotometro de duplo feixe (ThermoScientific Evolution 160 UV-Vis). Para tal,
tragcou-se a linha de base colocando o solvente, em que os compostos foram dissolvidos,
em duas células de quartzo com um percurso optico de 1 cm, fazendo-se depois a leitura
da célula com a amostra. O comprimento de onda foi determinado para as solucdes de
cada composto nas concentragdes descritas no ponto anterior, tendo-se obtido os

varrimentos dos espectros na gama de comprimento onda de 190 a 400 nm, Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Varrimento de espectros no espectrofotometro

Pelos varrimentos nos comprimentos de onda demonstrados na Figura 2.1 determinou-se
que o que melhor se adequava para analise simultanea era de 210 nm para os compostos
TCEP, DBNPG, HBCD e TPhP. Para os compostos BPA e TBBPA foi utilizado o

comprimento de onda de 275 nm de acordo com a literatura [15].
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2.2.2 Analise e quantificacdo dos RC por HPLC-UV

Para a detecgdo e analise dos compostos utilizou-se o aparelho de HPLC Varian Prostar
210 com uma coluna de cromatografia LiChroCart 250-4 HPLC-Cartridge Purospher Star
RP-18 endcapped (Sum) (Merck, Portugal), com pré-colunas LiChroCart 4-4, Purospher
Star RP 18-e (5um) (Merck, Portugal). A fase moével utilizada foi metanol:dgua, (70:30),
acidificada a pH = 3 com 4cido férmico, filtrada em vacuo apos preparagao através de um
filtro de membrana de nylon 0,45 pm (Whatman, Portugal) e desgaseificada por ultrasons
durante 30 minutos antes da sua utilizagdo. A coluna funcionou em regime isocratico,
com um caudal de 0,6 mL.min" durante 20 min. O volume injectado dos padrdes e
amostras foi de 20puL. O detector UV Prostar 325 UV-Vis foi utilizado nos comprimentos
de onda de 210 nm (para TCEP, DBNPG, HBCD e TPhP) e 275 nm (para BPA e

TBBPA) de acordo com previamente estudado no espectrofotdmetro.

No entanto, aquando da analise dos compostos HBCD e TPhP obteve-se dificuldade na
detecg¢do por HPLC-UV, pelo que se utilizou outro equipamento de HPLC (Waters) com
detector DAD (photodiode array detector, Waters 996) com coluna (LiChroCART 250-4
Purospher Star RP18 column, Merck) e amostrador automatico (Waters 717 plus)
acoplado a bomba e controlador (Waters 600) com desgaseificador (X-Act-4 channels,
Jour Research). As condigdes de funcionamento foram as mesmas utilizadas em HPLC-

UV.

2.2.3 Analise e quantificacio da amonia por fotometria. Método

Palintest

A determinagdo da concentragdo de azoto foi realizada através do fotometro (Palintest
Photometer 5000%). Os valores de concentragio de azoto (sob a forma de NH4") foram
obtidos pelo procedimento sugerido pelo método Palintest (Ammonia PHT.4.). Foi
determinada a recta de calibragdo do método para padrdes nas gamas de concentragdo de
20 a 2000 ppm cujas leituras foram realizadas no fotometro a 640 nm de comprimento de

onda (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 — Comprimento de onda, linearidade coeficientes de correlagio para NH,"

Composto | Comprimento Linearidade Coef. Correlaciao
de onda (nm) (C em mg N.L™")
NH," 640 A=10x10"C + 8,4x10~ R2 =0,9998

2.2.4 Analise e monitorizacdo do crescimento da biomassa

Para se estabelecer a relagdo entre o valor da biomassa em sélidos suspensos volateis
(SSV) e a absorvéncia, de forma a monitorizar os reactores em termos de crescimento da
biomassa, fizeram-se cinco dilui¢des (1:10, 1:25; 1:50, 1:100 e 1:200) de uma solucao de
concentragio 800 mg.L™" SSV e determinou-se a concentracio de solidos [24]. Mediu-se
a absorvéncia de cada uma das dilui¢des no comprimento de onda de 610 nm usando o
espectrofotometro e determinou-se a recta de calibragdo da absorvéncia versus

concentragdo de SSV.

2.2.5 Linearidade e validacio do método: limites minimos de

quantificacao e deteccao

As rectas de calibragdo para a avaliagdo da linearidade em HPLC, na gama de
comprimentos de onda seleccionada do HPLC, foram determinadas através da preparacdo

de solugdes padrao:

> nas gamas de concentra¢io de 5 a 90 mg.L™ (5, 10, 25, 50 ¢ 90 mg.L™") para os
compostos TCEP, DBNPG, TPhP, BPA;

» nas gamas de concentragdo de 0,25 a 4,5 rng.L'1 (0,25, 0,50, 1,25, 2,50 e 4,50
mg.L™") para o composto HBCD

» nas gamas de concentracdo de 1,25 a 22,5 mg.L'1 (1,25, 2,50, 5,00, 12,50 ¢ 22,50
mg.L'l) para o composto TBBPA

A validacdao do método foi feita com base na determinacdo dos limites de deteccao
(LDD) e quantificagdao (LDQ) para os compostos RC alvo. LDD e LDQ foram
determinados com base na analise de 5 brancos com metanol, injectados no HPLC nas
mesmas condi¢des dos compostos RC alvo e determinadas as alturas de pico no tempo de

retencdo do respectivo composto. Com base nisto, foi determinado o desvio padrdo e o
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valor de LDD e LDQ, os quais foram calculados através de 3 e 10 vezes o desvio padrao,

respectivamente em relagdo ao declive da recta de calibragdo do composto RC alvo

obtida em HPLC.

2.3 Ensaios de biodegradaciao em descontinuo com lamas
activadas

2.3.1 Preparacao do inoculo e da agua residual sintética

Para preparagao dos reactores foram usados meios de crescimento com as concentragdes
apresentados na Tabela 2.2. Todos estes meios foram separadamente autoclavados

durante 15 min a 121 °C e armazenados a +4°C até a sua utilizacao.

Tabela 2.2 - Composi¢ao dos meios de crescimento

Reagente Concentracao

Meio mineral, pH = 7,15

NaHPO, 1,35 mM
KH,PO, 1,35 mM
(NHy),SO, 4 mM
Solu¢ao de micronutrientes

HCI 25% 10 mM
ZnCl, 0,5 mM
MnCl,.6H,O 1 mM
H;BO; I mM
CoCl,.6H,0 0,8 mM
CuCl,.2H,0 0,1 mM
NiCl,.6H,0 0,1 mM
NaMo0,.2H,0 0,15 mM
Solucio de macronutrientes

NaCl 1,26 M
MgCl,.6H,0 0,35M
FeCl,.4H,O 0,87 mM

Solu¢ao de cloreto de calcio
CaCl, 02M
Fonte: Barreiros et al., 2003 [25]
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2.3.2 Preparacio da biomassa

Como inoculo foi utilizada biomassa (cultura mista) colhida na ETAR de Setubal, tendo
sido previamente lavada com o meio mineral da seguinte forma: um volume de 150 ml de
amostra foi centrifugado durante 10 minutos a 10000 rpm, desprezando-se o
sobrenadante. Seguidamente adicionou-se um volume de 150 ml de meio mineral,
voltando a centrifugar-se a solugdo através do método descrito anteriormente. Repetiu-se
a ac¢do até obtengdao de um sobrenadante limpido. Desta forma rejeitou-se toda a agua
residual que acompanhava a biomassa. Retirou-se 10 ml da biomassa e colocou-se num
erlenmeyer com 250 ml de meio mineral e fez-se a determinag¢do da concentracdo de
solidos, calculada de acordo com o procedimento para a determinagdo da concentragao de
solidos [24], tendo-se obtido o valor de 800 mg.L'1 SSV. O inoculo dos reactores foi
preparado da mesma forma, retirando-se 10 ml de biomassa para cada um deles e

medindo-se a sua absorvéncia (absorvéncia inicial).

2.3.3 Preparacao dos reactores

Os reactores consistiram em erlenmeyers de vidro de 500 ml, rolhados com tampa de
algodao cardado envolta em gaze e tapados com folha de aluminio para evitar a entrada
da luz. Foram preparados com 250 ml de meio mineral, suplementado com 0,25 ml de
solugcdo de micronutrientes, 1,5 ml de solu¢ao de macronutrientes, 0,25 ml de solugao de
CaCl, (Tabela 2.1) e 10 ml de biomassa preparada da forma descrita no ponto 2.3.2.
Como fonte de carbono (solugdo de alimentagdo) foi adicionado apenas os compostos RC
em estudo, provenientes das solucdes stock (descritas em 2.1.3), nas seguintes
concentragoes: 100 ppm para TCEP, DBNPG, TPhP e BPA; 25 ppm para TBBPA e 5
ppm para HBCD.

2.3.4 Manutencio dos reactores

Os reactores foram mantidos a temperatura ambiente, em constante agitacdo através de
placas de agitacdo e barras magnéticas e em condi¢gdes aerdbias, tendo sido arejados

através de bombas de ar com pedra difusora., Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Reactores com os compostos RC

Apo6s 7 dias, a biomassa de cada reactor foi centrifugada a 10 000 rpm durante 10 min,
desprezado o sobrenadante e recolocada no respectivo reactor ao qual se adicionou o
meio mineral, macronutrientes, micronutrientes, fonte de calcio e composto RC, repondo-

se as concentracoes iniciais.

2.3.5 Monitorizacao dos reactores

Os reactores estiveram em funcionamento durante 16 semanas e foram monitorizados
diariamente nos parametros pH (Crison Micro pH 2001), oxigénio dissolvido e
temperatura (WTW oxi 330i com célula WTW Cell-Ox 325). Semanalmente, aquando a

mudanca do meio, foi determinada a concentra¢do de biomassa nos diferentes reactores.

Para a andlise e monitorizagdo dos compostos foi, diariamente, colhida uma amostra de
cada reactor e centrifugada a 10 000 rpm durante 8 minutos de onde se retirou 1 ml do
sobrenadante, voltando o restante ao respectivo reactor. A amostra foi conservada em

“vial” de vidro ambar a -22°C para a posterior analise em HPLC-UV.

De forma a observar a concentracao de azoto em cada reactor, fez-se colheita de amostra

diariamente durante um ciclo de 5 dias.
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2.4 Parametros cinéticos dos reactores

A cinética de remogao destes compostos pode ser realizada por biodegradacao e/ou por
adsor¢do. O termo de adsor¢cdo foi minimizado neste trabalho apenas se tendo

considerado maioritariamente a componente biologica.

Em 1898 Lagergren apresentou uma equagdo de primeira ordem, para descrever a sor¢ao
(ocorréncia simultanea de absor¢ao e adsor¢do) num sistema liquido/solido, baseado na
capacidade do soélido e, desde entdo tem sido largamente utilizada em diversos estudos
[26]. A equacdo de Lagergren, também conhecida por cinética de pseudo-primeira ordem

pode ser representada pela seguinte equacao:

& = — Kbio.Xss.Cl (Eq. 2.4.1)

em que Cf é a concentragio total de composto (mg.L™"), ¢ é o tempo (dias), Ky ¢ a
constante de velocidade de reaccao (L.g SS'd™"), Xss é a concentragio de solidos

suspensos (g SS.L™") e CI é a concentragio de composto em solugdo (mg.L'l) [26,27,31].

Considerando que a remocao pode ocorrer por transformacdo bioldgica e/ou adsorgdo,
devemos tomar em consideragdo o coeficiente de sor¢do, kd (L.g SS™), que da a razdo
entre a quantidade de composto adsorvido e a quantidade dissolvida na fase liquida, por

unidade de sélidos suspensos [26,31]:

__ Cads
" Xss.Cl

(Eq. 2.4.2)

Ct = Cads+Cl = kd.Xss.Cl + Cl = Cl(kd.Xss + 1) (Eq. 2.4.3)

onde Cads ¢ a concentragdo de composto adsorvido expressa por unidade de volume do
reactor (mg.L™"). Substituindo as Eq. (2.4.2) e (2.4.3) na Eq. (2.4.1), o decréscimo da

concentra¢do do composto em solugdo, Cj;, pode ser expresso por:

dcCliq _ — Kbio.Xss.Cl
dt ~ 1+kd.Xss

(Eq. 2.4.4)
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A forma logaritmica desta equagdo diferencial pode ser apresentada como:

In (%) = — (M) t (Eq 2.4.5)

1+Kd.Xss

onde Ct representa a concentragdao de substrato ao longo do tempo e C0 a concentragao
inicial de substrato. Tracando um grafico do semi-logaritmo da concentracdo Ln (Ct/C0)
em fun¢do do tempo de incubagdo, obtém-se uma representacdo linear, provando-se desta
forma que a reaccdo de degradacdo corresponde a uma cinética de pseudo-primeira
ordem. Através do declive das regressdes lineares obtidas para cada conjunto de pontos, €
possivel determinar o valor da velocidade de remog¢do bioldgica (K,) € do tempo de

meia vida 77, (d) para cada um dos compostos alvo [26].

Typ=In2/K (Eq 2.4.6)

Onde K’ representa a constante de velocidade da reac¢do sem ser afectada do coeficiente

de sor¢dao uma vez que so se teve sem consideragdo a concentracao na fase liquida.

Tal como na literatura [26,27,28,29,30,31], para a avaliacdo da adsor¢do apenas foi tido
em conta a facilidade ou dificuldade dos compostos poderem vir a ser adsorvidos a

biomassa através da analise dos Kow. Desta forma, pode considerar-se que para:

a) log Kow< 2,5 resulta num baixo potencial adsor¢do;
b) 2,5 > log Kow> 4,5 apresenta potenciais médios de adsorg¢ao;

c) log Kow> 4,5 leva a elevado potencial de adsorg¢ao.

A sor¢do depende ndo s6 da hidrofobia dos RC mas também das interac¢des
electrostaticas e do seu pKa. Segundo Soeiro, R., (2009), existe uma relagdo linear entre o
logaritmo do coeficiente de parti¢ao octanol/agua (log K,,) € o pH quando este ¢ alterado

de forma a manter a neutralidade dos compostos em causa [26].
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2.5 Mecanismos previsiveis de biodegradaciao dos RC

As vias metabolicas de transformacdo dos RC por microrganismos em meio aerobio
foram realizadas por um software que permite efectuar a previsdo dos mecanismos de
transformagdo quimica da molécula original, o PPS (Pathway Prediction System) [32].

Esta previsao ¢ mais precisa para os compostos que:

» sao semelhantes aos compostos cujos caminhos de biodegradabilidade existem em

literatura cientifica;

» estdo em ambientes expostos ao ar, no solo himido ou na agua, a temperaturas ¢

pH moderados e sem concorréncia de produtos quimicos ou toxinas;

» sdo a Unica fonte de energia, carbono, azoto ou outro elemento essencial para o

crescimento dos microrganismos.

A previsdo termina quando se alcancam pequenos compostos de facil degradagdo. Se
inicialmente se introduzir um composto com estas caracteristicas, a sua biodegradacao
ndo ¢ previsivel e o utilizador receberd uma ligagdo para a Enciclopédia de Genes e
Genomas de Kyoto (KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para pesquisar

0 composto.

Nao ¢ apresentada previsdo de degradagdo para moléculas muito pequenas com poucos
ou nenhuns atomos de carbono e alguns co-factores e derivados de enzimas comuns. Tal
facto limita a lista de previsdes para os compostos mais importantes. Desta forma, existe
uma lista de moléculas cujo caminho de degradacdo ndo € previsivel, disponivel no

sistema.

O PPS foi desenvolvido para compostos organicos que possam ser representados por uma
sO estrutura quimica conhecida com precisdo. Se o composto tiver uma composicao
variavel (tal como oligomeros, gorduras naturais ou mistura de produtos cuja composi¢ao
depende das condigdes ambientais) a sua estrutura representativa pode ser introduzida no
sistema, mas neste caso existe a possibilidade do resultado ndo reflectir a verdadeira

natureza dos produtos da biodegradagao.

Algumas reacgdes ambientais conhecidas ndo sdo previsiveis com este sistema, porque
ndo sdo reacgdes de biodegradacdo e também porque algumas reac¢des sdo de dificil

previsao:
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» reacgoes de desintoxicagdo, incluindo mas nao limitado a, conjugacdo com xilose,

glucuronato e sulfato;

» reaccdes de dimerizagdo, incluindo mas nao limitado a dissulfuretos formados a
partir de grupos sulfureto, ou compostos azo formados a partir de grupos de

amidas primarias;
metilagdo de grupos hidroxilo;
acetilacdo de aminas primarias;

formacao de anéis intermoleculares

YV V V V¥V

hidroxilagdo de atomos de carbono alifaticos em posi¢des onde culturas puras de

microrganismos, que metabolizam compostos semelhantes, ndo hidroxilam [32].

Estudo da biodegradagdo de retardadores de chama em aguas residuais: reactores a escala laboratorial monitorizados por HPLC Pag. 40



Capitulo 3 - Resultados e discussao

3.1 Validacao da metodologia de analise aos RC

O desenvolvimento da metodologia analitica para monitorizagdo dos compostos RC alvo,
com determinagdo do melhor comprimento de onda pelo varrimento no
espectrofotometro e uso posterior do seu valor no HPLC resultou numa boa linearidade e

limites de deteccdo e quantificagdo para os RC alvo deste estudo, Tabela 3.1

Tabela 3.1 — Comprimento de onda, linearidade coeficientes de correlagdo, LDD e LOQ

para os compostos RC

Composto Comp. de Linearidade Coef. LDD LDQ
RC onda (nm) (C em mg RC.L™Y) Correlacio (mg.L™) (mg.L™")
DBNPG 210 A =2,9x10*C + 7,4x10* R?=0,9967 0,565 1,883
TBBPA 275 A =2,5x103C + 8,4x103 R?=10,9821 1,795 5,985
BPA 275 A =2,4x105C +9,8x105 R?=0,9966 0,185 0,617
HBCD 210 A =35,1x103C - 8,6x103 R2=0,9564 0,015 0,052
TPhP 260 A =2,2x102C + 6,8x102 R?=0,9659 0,056 0,188

Para alguns destes compostos, apesar de poderem ser analisados por outras técnicas
analiticas com boas linearidades, a metodologia desenvolvida mostrou-se bastante
robusta, versatil e pratica para a monitorizagdo dos RC nos reactores bioldgicos objecto
deste estudo. Assim, praticamente todos os compostos apresentaram uma boa linearidade
para os comprimentos de onda seleccionados. No caso do TCEP usou-se o comprimento
de onda de 210 nm em HPLC, no entanto a sua deteccao nao foi bem sucedida, uma vez
que este composto ¢ mais adequado para ser analisado por GC-MS [13,15, 22] ou por
técnica de derivatizagdo para HPLC devendo a metodologia analitica ser optimizada em
trabalho futuro. O TBBPA também foi analisado por LC-APCI-MS-MS e apresentou

uma boa linearidade e detectabilidade tal como a determinagao por GC-MS [15].
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3.2 Aclimatizaciao da biomassa

A biomassa foi aclimatizada a uma temperatura média nos reactores descontinuos, nas 16
semanas de funcionamento, de 32 °C (temperatura ambiente no Verdo e com aquecimento
natural do funcionamento da placa de agitacdo) e o pH foi mantido a 7,02 em todos os
reactores. Segundo a recta de calibracdo da absorvéncia versus concentragdo de SSV,
Tabela 3.2, calculou-se a concentragdo da biomassa no final de cada semana, permitindo

avaliar a sua evolugdo, Figura 3.2.

Tabela 3.2 — Comprimento de onda, linearidade coeficientes de correlagcdo para biomassa

Composto | Comprimento Linearidade Coef. Correlagio

de onda (nm) (C biomassa em mg SSV.L™

Biomassa 610 A=9,0x10"C +9,7x10™ R?=0,9982

Na Figura 3.1 verifica-se uma oscilagdo na concentracdo da biomassa nas primeiras
semanas. A partir da quarta semana verifica-se um aumento da concentragdo da
biomassa, excepto no reactor com DBNPG, cujo aumento significativo s6 se comeca a
verificar a partir da sétima semana. A partir da terceira semana o reactor com TPhP teve
um aumento consideravel de biomassa, mantendo-se em crescimento até ao final dos

ensaios.

No reactor com HBCD verifica-se um decréscimo de biomassa na semana 12 que teve
origem num derrame ocorrido aquando a mudanga do meio. No entanto verifica-se que o

crescimento foi restabelecido nas semanas seguintes.

No geral, verifica-se que foi a partir da oitava semana que o crescimento da biomassa, em

todos os reactores, teve tendéncia a manter-se estavel.
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Figura 3.1 — Crescimento da biomassa nos reactores alimentados com os RC
3.3 Biodegradabilidade

A biodegradabilidade dos RC foi determinada pela andlise de ciclos consecutivos de 6
dias de monitorizacdo dos reactores em termos da concentracdo do RC, Amonia, pH e

oxigénio dissolvido (OD).

Os reactores funcionaram em regime aerobio, mas notaram-se variagdes significativas nas
concentragdes de OD ao longo do tempo. As Figuras seguintes representam a variagdo da
concentragdo dos RC, durante 3 ciclos, ou seja das ultimas 3 semanas (6 dias) com
resultados diarios de funcionamento, dos reactores com valores de concentragdo diarios e

sob diferentes concentragdes de OD.

A concentracdo de OD nos reactores nao foi constante, havendo alternancia entre
condicdes aerdbias e andxicas. A concentragao de OD influencia a cinética de remogao

destes compostos, verificando-se que as condi¢des aerobias favorecem a sua degradacdo.

Na Figura 3.2 verifica-se que a concentracdo do composto DBNPG vai baixando até ao 3°

dia a partir do qual se torna praticamente indetectavel.
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Figura 3.2 — Concentragao de DBNPG durante 3 semanas

O comportamento do TBBPA, Figura 3.3, é semelhante ao do composto DBNPG

apresentando também concentragdes indetectaveis ao 3° dia.

1,2
1,0
0,8

ci/co

Tempo (d)
e—g==TBBPA semana 1 «==illl==TBBPA semana 2 TBBPA semana 3

Figura 3.3 — Concentra¢do de TBBPA durante 3 semanas

O BPA, Figura 3.4, apresenta um comportamento semelhante aos anteriores no entanto,
através do declive das rectas, verifica-se que a velocidade de remog¢do foi mais lenta.

Ap0s 5° dia, as concentragdes tornaram-se praticamente indetectaveis.
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Figura 3.4 — Concentra¢do de BPA durante 3 semanas

Desta forma, verificou-se que o DBNPG, TBBPA ¢ o BPA sao removidos na totalidade
por via bioldgica. Ronen et al. sugerem que o TBBPA possa ser completamente
mineralizado se existir alternancia das condigdes anaerdbias e aerobias parecendo haver
uma deshalogenacdo em meio redutor levando ao aparecimento do BPA. O BPA seria

entdo removido em meio aerobio tal como sugerem resultados deste trabalho [14,15,33].

Quanto aos compostos HBCD e TPhP, Figura 3.5 e Figura 3.6, apresentaram um
comportamento semelhante entre si, em que a concentracdo praticamente se mantém,

havendo mesmo dias em que parece aumentar.
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Figura 3.5 — Concentragdo de HBCD durante 3 semanas
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Figura 3.6 — Concentra¢do de TPhP durante 3 semanas

De forma a comparar os valores obtidos para o OD e pH, concentragio de RC e
concentragdo de azoto e verificar a biodegradabilidade dos compostos, foram estudados
aqueles cuja concentracdo atingiu valores proximos de zero, nas semanas em andlise,
nomeadamente 0 TBBPA, o BPA e o DBNPG. Desta forma apresentam-se as figuras para
TBBPA, Figura 3.7 a) e b); para BPA, Figura 3.8 a) e b) e para DBNPG, Figura 3.9 a) e
b).

No reactor com TBBPA, Figura 3.7 a) e b), verifica-se que a concentracdo de azoto
desceu para valores proximos de zero, assim com a concentracdo do composto TBBPA

que, apesar de uma descia gradual, apresentou uma remogao de 100% ao quinto dia.

Os valores de pH e oxigénio dissolvido também decairam, tendo-se verificado uma
subida acentuada no valor de oxigénio até ao terceiro dia e um valor de pH praticamente
constante. Parece indicar que a degradacdo do composto ¢ acompanhada por uma descida

de pH e oxigénio dissolvido, devido a actividade da biomassa durante a degradacao.
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Figura 3.7 — (a) Concentracdo do TBBPA e de amonia no reactor durante 1 ciclo de 5
dias e (b) OD e pH no mesmo reactor durante mesmo ciclo

No reactor em que a biomassa estava em contacto com BPA, Figura 3.8, verificou-se uma
remocgao de 80% do BPA e uma remocao completa de azoto. Os resultados podem indicar
uma inibi¢cdo na remog¢ao de BPA devido aos valores baixos de azoto. Verificou-se neste

caso um aumento de pH e valores mais elevados de OD.
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Figura 3.8 — (a) Concentracdo do BPA e de amodnia no reactor durante 1 ciclo de 5 dias e

(b) OD e pH no mesmo reactor durante mesmo ciclo

No reactor com DBNPG, Figura 3.9, pode observar-se que, igualmente como nos outros
reactores, a concentragdo de azoto desce para valores proximos de zero ao primeiro dia e
a concentracdo do composto ao segundo dia. Esta ultima mantém-se indetectavel até ao
final do ciclo. Neste reactor as concentracdes de OD e pH desceram ligeiramente,

- -1 .
mantendo-se em valores proximos de 7 mg.L™ e 6,7 respectivamente.

Estudo da biodegradagdo de retardadores de chama em aguas residuais: reactores a escala laboratorial monitorizados por HPLC Pag. 48



a)

8 1.2 20 =~
=~ -
© %
1,0 + +16 E
0,8 + %
112 Z
06 +
10,8
04
02 f 104
0,0 —_— " 0,0
1 2 3 4 5
T
DBNPG == NH4+ empo (d)
b)
580 71 o
g 70+ t70 %
g 607 169
> 1
s 5,0 | 6s
o 40T
o T 6,7
8 3,0 +
2,0+ 16,6
1,0 + 16,5
0,0 | | : : 6.4
1 2 3 4 5
Tempo (d)

02 dissolvido === pH

Figura 3.9 - (a) Concentracdo do DBNPG e de amoénia no reactor durante ciclo de 5 dias
e (b) OD e pH no mesmo reactor durante mesmo ciclo

O azoto estd naturalmente presente nas aguas residuais na forma de azoto organico
(proteinas) e amoénia. A medida que o tempo vai passando o azoto organico ¢é
gradualmente convertido em amonia e se ocorrerem condicdes aerobias, esta € convertida
em nitritos e nitratos. Desta forma a determinacao da concentracao de azoto nos reactores
indicam-nos a presenca de actividade bacteriana. Nestes ensaios, o azoto foi introduzido
nos reactores através do meio mineral. Pode-se verificar que a sua concentracdo desceu
no primeiro dia em quase todos os reactores € se manteve em valores baixos, proximos de

zero. Este facto indica-nos a presenga de bactérias nitrificantes.

A determinacdo da concentracdo de azoto foi efectuada segundo procedimento descrito
em 2.2.3, de onde se obteve os resultados constantes na Tabela 2.1 e cuja determinacdo

da concentracao nas amostras foi obtida com recurso a recta de calibragao.
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3.4 Cinética de biodegradacao

Apos a aclimatizacdo da biomassa e a estabilidade da sua concentracdo nos reactores,
foram seleccionados o0s compostos em que se observou biodegradabilidade,
nomeadamente o TBBPA, BPA ¢ DBNPG para determinar os pardmetros cinéticos.
Assim, pelo comportamento apresentado nos resultados experimentais, a cinética segue

um modelo de Modelo Lagergren (Pseudo-primeira ordem, Eq 2.4.5), Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — ParAmetros cinéticos

Composto Declive Xss Ky Kyio T, vida
(mg.L™") (LKg-" (L.g'd") (d)
TBBPA -0,85 2533 6,18 [34] 0,34 2,03
BPA 0,32 2219 6,48 [35] 0,14 4,89
DBNPG -1,24 3098 o 0,001K4+0,401 n2/Ky,

* ndo foram encontradas referéncias

O valor de 6,18 LKg"' de Kd do composto TBBPA foi obtido num estudo para
determinar o efeito deste composto na larva de uma espécie de mosquito. Foi realizado
em amostras de 4gua provenientes de reactores com sedimentos com diferentes
concentragdes de carbono organico. Determinou-se o valor de Kd para um valor baixo de
carbono organico, um valor médio e um valor alto, sendo o valor apresentado na tabela

resultado da média destes [34].

O valor de 6,48 LKg"' de Kd do composto BPA foi determinado num estudo com
sedimentos marinhos com diferentes concentracdes de carbono organico. O valor
apresentado na tabela resulta na média dos valores obtidos no estudo [35]. Desta forma,
utilizando o valores de Kd, determinou-se uma Kj;, para o composto TBBPA de 0,34 L.g’
'd" com um tempo de meia vida de 2,0 d e para o composto BPA 0,14 L.g"'d”" com um

tempo de meia vida de 4,9 d.

Comparando com a literatura [34, 35] a degradacdo aerdbia e anaerdbia do TBBPA em
solos apresentou um tempo de meia via entre 28 - 67d. TBBPA também apresentou
fotodegradacdo quando em solug¢do (em agua) variando o tempo de meia vida entre 16
minutos a 6 d. Quanto ao BPA, alguns estudos [59,60,61,62] determinaram um tempo de

meia vida entre 1-4 dias, em condi¢des aerodbias.

Quanto ao composto DBNPG, ndo foram encontradas referéncias na bibliografia
consultada para o coeficiente de sorcdo (Kd), pelo que a Kj;, € o tempo de meia vida

serdo determinados em funcdo de Kd. No entanto, tendo em consideragdo a bibliografia
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consultada [26,27,28,31], considera-se Kd minimo pois como o processo de sor¢ao ¢ um
processo mais rapido que a biodegradacdo, a remogao que se observa deve-se entdo a

processo de biodegradagdo porque a capacidade para a sor¢ao satura rapidamente.

O mecanismo de remog¢ao dos RC pode ser por via biologica, por volatilizagdo ou por
adsor¢ao. Os valores elevados de K, justificam que grande parte dos RC estudados
apresentam elevada capacidade de adsorcdo, por exemplo o composto TBBPA, apresenta
logK,,, de 8,0 (Tabela 1.5). No entanto, apesar dos valores de K,,, serem elevados, nada
garante que a biomassa tenha capacidade para adsorver os compostos ja que o processo

de adsorgao traduz-se sempre num equilibrio entre adsor¢ao e desorg¢ao.

Se a biomassa nao teve capacidade para remover biologicamente por processo que tenha
conduzido a completa mineralizagdo do RC ou que o tenha transformado noutro
composto ou a adsor¢do se ocorreu, foi reversivel, ndo se pode concluir qualquer efeito

da remogao por esta via.

Quanto ao composto DBNPG, a pressio de vapor a 25°C ¢ de 2,0x10” Pa logo
susceptivel de se volatilizar 4 temperatura média a que os reactores se mantiveram
(32°C). Desta forma, um mecanismo possivel para reducdo da concentracdo deste
composto podera ter sido a volatilizacdo e em menor efeito a adsor¢do, no entanto esta

via necessitaria de estudo complementar, ja que nao foi objecto do presente estudo.

3.5 Previsiveis caminhos de biodegradaciao dos RC

Com base na simulagdo do software PPS, foi possivel prever as diferentes transformagdes
quimicas ocorridas biologicamente em meio aerobio e confirmar que na realidade se
formam compostos de maior biodegradabilidade para o composto BPA e para os
compostos TBBPA e DBNPG. Nas figuras seguintes estdo apresentadas as previsdes dos
caminhos de biodegradacdo dos compostos fornecidas pelo software, tendo sido

escolhido apenas o caminho mais favoravel.

Desta forma, para o composto TBBPA, de estrutura mais complexa, sdo previstos varios
caminhos de biodegrada¢do mas apresentando reduzida probabilidade de ocorrerem, no
entanto, seguindo o caminho mais favoravel, a biodegradacdo (Figura 3.10) leva ao
aparecimento de acidos carboxilicos de cadeia complexa como ¢ o caso do acido (2E)-
3,5-dibromo-2-[2-[2,4-dibromo-3-hidroxifenil)propano-2-il]-4-oxohex-2-enodioico.

Desta forma, surgem ainda outros caminhos para a biodegracdo destes metabolitos, até a
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mineralizacdo do composto, apresentando a formagao de outros metabolitos, incluindo o

BPA.

Figura 3.10 - Caminho de biodegradacao previsto para o composto TBBPA
Legenda: a — TBBPA; b, ¢, d — metabolitos intermediarios; e - acido (2E)-3,5-dibromo-2-[2-[2,4-dibromo-3-

hidroxifenil)propano-2-il]-4-oxohex-2-enodioico

Para o BPA prevé-se que a biodegradagcdo, em condi¢des aerdbias, provavelmente
ocorra através de 5 reaccdes (Figura 3.11) dando origem a 3 acidos carboxilicos (4cido
propanodioico ou malonico, acido butanodioico ou succinico e acido 2-oxopropanoico
ou piruvico). Sendo que a completa mineralizagdo destes ainda passard pelo
aparecimento dos acidos oxalico, formico, lactico, acético ou alcool etilico e didxido

de carbono, consoante os microrganismos envolvidos.
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Figura 3.11 - Caminho de biodegradagdo previsto para o composto BPA
Legenda: a— BPA, b, c, d, e, f, g, h, i — metabolitos intermediarios; j— acido maldnico; k— acido succinico ; I — acido

piravico

Para o composto DBNPG, também sdo previstos varios caminhos de biodegradagao,
sendo que apenas um ¢ apresentado como o mais favoravel para condi¢des aerdbias

(Figura 3.12). Mais uma vez, 4 semelhanca do composto TBBPA, as reaccoes
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envolvidas levam ao aparecimento de varios metabolitos até ao aparecimento do &cido

carboxilico propanodioico.

(=]

Be
Br L} L ¥ ow o o
o ] J
R — —_— o — o e R — R —
HO (171 * oM e "x_k a
Br - o -
Br 1 o= 2 I 3 o 4 3 OH o §

a b

¢ d 2 f
o
- a g @ &
B o o
@ o b [:]
o
— o — D—h"" [ — —
=71 d o o o a
- o !

o 8 8 9 \ 10 o
g h i j k

Figura 3.12 - Caminho de biodegradacao previsto para o composto DBNPG

Legenda: a— DBNPG, b, ¢, d, ¢, f, g, h, i, j — metabolitos intermediarios; k — acido malonico;

Desta forma, pelas previsdes dos caminhos de biodegradacdo dos compostos fornecidos
pelo software, verifica-se que, para ocorrer a mineralizagdo dos compostos RC, varios
outros compostos sdao produzidos. Por exemplo, na biodegradacio do TBBPA prevé-se a
formagcdo de BPA ¢ efectivamente, nos ensaios realizados pelo método HPLC-UV,
verificou-se a formagdo de um metabolito a medida que a concentracdo de TBBPA ia
diminuindo durante o ciclo. Ao comparar o tempo de retencdo do BPA com o do
metabolito, verificou-se que sdo semelhantes, levando a crer que seja 0 mesmo composto.
Assim, a formagdo deste metabolito aquando da degradacdo do TBBPA vem aumentar a
sua concentracdo no meio ambiente podendo permanecer no sistema durante certo
periodo de tempo, elevando o grau de toxicidade. Para os outros compostos (BPA e

DBNPG) nao foram detectados, pela técnica HPLC-UV, formacao de metabolitos.

Na tabela 3.4 estdo apresentadas as propriedades dos metabolitos, incluindo a dose letal

para provocar a morte a 50% de cobaias em estudo (DLs).
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Tabela 3.4 — Propriedades dos metabolitos gerados na biodegradag¢do dos RC em estudo

Propriedades Acido Acido Acido Acido
Piravico Maloénico Succinico Propanoico

Formula molecular C;H,0; C;H,0, C,HO4 C;HO,
Peso molecular (g.mol'l) 88,06 104,06 118,09 74,09
Densidade (g.cm”) 1,25 1,62 1,56 0,99
Ponto de fusdo (°C) 11,80 132-135 185-190 -22
Ponto de ebuli¢ao (°C) 165 157 235 141
Solubilidade a 20°C (g.L™) 1000 735 58 100
Pressdo de vapor a 25°C (mm Hg) 0,97 0,02 0,02 423
LogKow - 1,24 -0,91 -0,59 0,19
DLs, Rato (mg.kg™") 3533 1310 2260 2600
Via dérmica (VD); Oral (O) (VD) ©O) ©O) ©O)
Classificagdo C - Corrosivo Xn - Perigoso | Xi - Irritante | C - Corrosivo
Ref* [36] [37] [38] [39]

A Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémicos (OCDE) define a
DLsy como "a dose unica, calculada estatisticamente, de uma substancia capaz de
provocar a morte em 50% de animais de experiéncia". Nao sendo uma constante,
corresponde a um termo estatistico que descreve uma resposta letal a um composto de

uma determinada populagdo e sob condi¢des experimentais bem precisas.

A determinagdo da letalidade providencia uma medida de comparagdo entre substancias
toxicas cujo mecanismo de accdo possa ser marcadamente diferente. Contudo, este
parametro ndo pode ser encarado exclusivamente como o elemento absoluto que
caracteriza a toxicidade aguda, pois a letalidade constitui apenas um dos muitos indices
de avaliagdo de toxicidade aguda que se podem determinar em qualquer situagdo de risco

de exposig¢ao [40].

Da tabela 3.5 verifica-se que os metabolitos formados, segundo os seus valores de DLsy,
apresentam um grau de toxicidade 4 (ligeiramente toxicos), sendo necessario

aproximadamente um volume de 600 ml para causar a morte a0 Homem.
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Tabela 3.5 - Classes de toxicidade: Escala de Hodge e Sterner

Via de administracio

Oral DLs, Inalaciao CLs, Dérmica DL,
Grau de Termo usado (inica dose | (exposicio de ratos (inica Provavel dose
toxicidade em ratos) durante 4 h) aplicaciio na letal para
pele de coelhos) Homem
mg/kg ppm
mg/Kg
1 Extremamente <1 <10 <5 1 gota (1 grao)
toxico
2 Muito toxico 1-50 10 - 100 5-43 4 ml
3 Moderadamente 50 -500 100 - 1000 44 - 340 30 ml
toxico
4 Ligeiramente 500 - 5000 1000 - 10000 350 - 2810 600 ml
toxico
5 Praticamente 5000 - 15000 10000 - 100000 2820 - 22590 1000 ml
nao-toxico
6 Praticamente > 15000 100000 > 22600 1000 ml
inofensivo
Fonte: [40]
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Capitulo 4 — Conclusao

\

Neste estudo foi possivel verificar as condigdes favordveis a monitorizagdo dos
compostos RC por HPLC-UV e obter boas relagdes lineares com esta técnica analitica.
Verificou-se ainda que para alguns dos compostos, nomeadamente o TCEP nao foi
possivel a sua detec¢do por esta técnica, confirmando-se o que se apresenta na literatura
que refere que este composto ¢ mais adequado para ser analisado por GC-MS [10,23].
Quanto aos compostos TPhP e HBCD s6 foi possivel a sua deteccdo com outro tipo de
detector que ndo o de UV, mais precisamente o detector DAD, tendo-se verificado que a

concentragdo destes compostos se manteve ao longo do ciclo em analise.

Verificou-se ainda que aquando da renovacdo dos meios de crescimento a concentracao
de azoto desceu consideravelmente evidenciando a actividade da biomassa e que alguns
compostos apresentaram maior € menor variagdo da sua concentragdo em presenca de

diferentes teores de oxigénio dissolvido.

Foi evidente também a formacdo de um metabolito no reactor com o composto TBBPA e,
comparando o tempo de retencdo do composto BPA com o deste metabolito formado,
indica realmente ser o BPA. Também, Ronen et al. (2000), verificaram a formagao de

BPA como metabolito da bidegrada¢do do TBBPA [15].

Para os compostos que apresentaram biodegradabilidade, foram determinados os
parametros cinéticos, baseados num modelo de pseudo-primeira (modelo de Lagergren).
Desta forma, comparando os resultados obtidos no presente estudo com os da literatura

consultada observa-se que os mesmos sao convergentes.

De forma a prever o mecanismo de degrada¢do dos compostos, foi realizada com apoio
de software, a previsdo dos possiveis caminhos de degradacdo e identificados os

metabolitos dai provenientes.

Verificou-se ainda que, dos compostos que apresentaram biodegradabilidade, os possiveis
metabolitos finais sdo acidos carboxilicos cujo grau de toxicidade ¢ ligeiro, no entanto

ndo se previu as quantidades formadas desses metabolitos.
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Capitulo 5 - Trabalho futuro

De forma a continuar o estudo da biodegradabilidade dos compostos RC, propde-se a

realizacdo de outros ensaios, nomeadamente:

» verificacdo da adsor¢do dos compostos a biomassa, utilizando-se uma técnica de

extrac¢do dos compostos da biomassa, por exemplo, ultrasons;

» verificagdo da volatilidade dos compostos onde se devera utilizar as mesmas

condicdes mas na auséncia de biomassa;

» caracterizagdo da biodeversidade da biomassa de cada um dos reactores através de

técnicas microbiologicas de forma a identificar as bactérias envolvidas;
» verificacdo do mecanismo de degradacao previsto pelo software;

» identificacdo ¢ quantificacdo de todos os metabolitos formados aquando da

biodegradacdo dos compostos.
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Anexos

Anexo A.1

O Anexo A.l ¢ apresentado na pagina seguinte.

Estudo da biodegradagdo de retardadores de chama em aguas residuais: reactores a escala laboratorial monitorizados por HPLC Pag. 64



