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RESUMO

Os produtos de higiene e cuidados pessoais (PCPs) sdo amplamente utilizados pela
sociedade e os residuos desses produtos atingem as Estacfes de Tratamento de
Esgoto (ETE), sendo essa a principal via de introducdo para o ambiente aquatico,
uma vez que essas ndo possuem tecnologia para reter ou degradar na totalidade
essas substancias. Os PCPs séo considerados poluentes emergentes, uma vez que
nao possuem regulamentacdo na legislacao vigente. Dentre os PCPs, a classe dos
conservantes, tais como Metilparabeno (MP), Propilparabeno (PP) e o
Butilhidroxitolueno (BHT) compreendem produtos comumente utilizados em
formulagbes de xampus, condicionadores, filtro solar e creme dental, devido a
eficiente agdo antimicrobiana e antioxidante. No presente estudo foi utilizado o
ourico-do-mar Echinometra lucunter para avaliagcdo de toxicidade aguda (taxa de
fertilizagé@o) e cronica (desenvolvimento embriolarval) do MP, PP e BHT, de acordo
com o protocolo da USEPA e a norma técnica NBR 15350. Além disso, com 0s
resultados obtidos nos ensaios, as substéncias podem ser classificadas quanto a
toxicidade no ambito da diretiva 93/67/CEE da Unido Européia. Nos ensaios para
avaliacdo de toxicidade aguda, o BHT apresentou o menor valor de Clso (38,14
mg/L), enquanto MP e PP apresentaram valores de 74,47 e 73,20 mglL,
respectivamente, sendo as trés substancias classificadas como “nocivas”. Nos
ensaios para avaliacdo de toxicidade cronica, o0 BHT novamente apresentou maior
toxicidade de Clso (6,85 mg/L) sendo este classificado como “téxico”, enquanto MP e
PP apresentaram valores de 20,09 e 15,57 mg/L, respectivamente, sendo estes
classificados como “nocivos”. Os resultados obtidos contribuem para um melhor
entendimento do potencial toxico das substancias estudadas sobre o sucesso
reprodutivo de invertebrado marinho e podem subsidiar avaliacbes de riscos e
decisdes com relacdo a continuidade do uso desses conservantes. As empresas de
produtos de higiene e cosméticos tem a necessidade de desenvolver moléculas
menos perigosas ao ambiente e buscarem avaliar os efeitos das substancias.

Palavras-chaves: Sucesso reprodutivo. Parabenos. Embriolarval. Toxicidade.
Ourico-do-mar Echinometra lucunter.



ABSTRACT

Personal hygiene and care products (PCPs) are widely used by society and the
waste from these products reaches the Sewage Treatment Stations (STS), which is
the main route of introduction to the aquatic environment, since they do not have
technology. to retain or completely degrade such substances. PCPs are considered
emerging pollutants as they have no regulation in current legislation. Among the
PCPs, the class of preservatives such as Methylparaben (MP), Propylparaben (PP)
and Butylhydroxytoluene (BHT) comprise products commonly used in shampoo,
conditioner, sunscreen and toothpaste formulations due to their efficient antimicrobial
and antioxidant action. In the present study, the Echinometra lucunter sea urchin was
used to evaluate acute (fertilization rate) and chronic (embryolarval development)
toxicity of MP, PP and BHT, according to the USEPA protocol and the technical
standard NBR 15350. In addition, with the results obtained in the tests, substances
can be classified for toxicity under European Union Directive 93/67 / EEC. In tests for
acute toxicity assessment, BHT presented the lowest ICs value (38.14 mg / L), while
MP and PP presented values of 74.47 and 73.20 mg / L, respectively, and the three
substances were classified as as "harmful”. In the tests for chronic toxicity evaluation,
BHT again showed higher ICso toxicity (6.85 mg / L), which was classified as “toxic”,
while MP and PP presented values of 20.09 and 15.57 mg / L, respectively, which
are classified as “harmful”. These results contribute to a better understanding of the
toxic potential of the studied substances on the reproductive success of marine
invertebrates and may support risk assessments and decisions regarding the
continued use of these preservatives. Hygiene and cosmetics companies have the
need to develop less environmentally hazardous molecules and seek to assess the
effects of substances.

Keywords: Reproductive success. Parabens. Embryolarval. Toxicity Sea urchin
Echinometra lucunter.
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1. INTRODUCAO

Recentemente a Organizacdo das NagOes Unidas - ONU, que compreende
193 Estados-membros, aprovou a Agenda 2030 que prevé 17 Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel, os quais devem ser cumpridos até 2030 (ONUBR,
2015).

Especificamente o Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel 14, estipula
como meta conservar e utilizar de forma sustentavel os oceanos, os mares e 0s
recursos marinhos. A destinagdo de poluentes de qualquer natureza nos oceanos
enseja danos a vida marinha, prejudicando a diversidade da fauna e flora oceénicas
e a sustentabilidade global. O objetivo 6 por sua vez, visa assegurar a
disponibilidade e gestao sustentavel da agua e saneamento para todos, revelando a
importancia do tema agua e sua protecéo para a Agenda 2030 (ONUBR, 2015).

O crescimento populacional e a ocupacédo urbana, sdo uma das ameacas a
suficiéncia e qualidade da nossa agua doce e aguas costeiras, que compromete a
saude, a economia e a qualidade de vida. Estima-se que entre 2017 e 2050 a
populacdo mundial crescera cerca de 33%, aumentando de 7,7 bilhdes para
aproximadamente 10,2 bilhdes de pessoas (UNESCO, 2018).

De acordo com a ONU (2018) a populacéo das areas urbanas, nesse mesmo
periodo, passara de 3,6 bilhdes para 6,3 bilhdes, com isso aumentara a demanda
por alimentos, energia, agua potavel, consumo de medicamentos e por produtos de
higiene e cuidados pessoais, tais como, cremes de barba, sabonetes, dentifricios,
shampoos, maquiagens, protetores solares e perfumes.

Segundo o IBGE-Cidades, em todo o Brasil, a poluicdo aquatica geralmente
ocorre devido a auséncia ou insuficiéncia de adequado tratamento de esgoto, sendo
despejado diretamente detritos e produtos quimicos nos corpos hidricos. No Brasil,
em fevereiro de 2019, com uma populacdo estimada de 209.510.900 pessoas e
5570 municipios, apenas 3069 municipios possuem servicos de esgotamento
sanitario (IBGE, 2019), isso significa que apenas 55,10% possuem rede coletora.
Em razao disso, poluentes de diferentes classes sdo destinados diretamente nas
aguas.

A emissao constante desses poluentes revela grande preocupacéo, uma vez
gue em 44,90% dos municipios do Brasil, o esgoto ndo possui nenhum tratamento
(IBGE, 2019).


https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pesquisa/30/30051(IBGE
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pesquisa/30/30051(IBGE

O avanco da quimica analitica nas Ultimas décadas, permitiu a identificacao
de poluentes orgéanicos, denominados Substancias Quimicas Emergentes (TERNES,
1998). Estdo inseridos nessa classe de poluentes ambientais, os farmacos e os
produtos de higiene e cuidados pessoais (PPCPs — Pharmaceuticals and Personal
Care Products).

De acordo com BILA e DEZOTTI (2003), a contaminacdo dos ambientes
aquaticos por residuos de Produtos de Higiene e Cuidados Pessoais (PCPs), podem
ser provenientes dos esgotos domésticos, efluentes domésticos e hospitalares
(figura 1). Destaca-se que também podem ocorrer contaminagdes por outras fontes,
por despejo de residuos e descartes inadequados desses produtos (NARVAEZ &
JIMENEZ, 2012).

[ Aplicagdo [ Produgdo
Medicina Farmacos/Produtos de ."\qlliculturu [ndustria
Veterindria uso pessoal
Excrecdo/Descarte ]

t Y

¥
| Esterco \ l Esgoto l_ [ Scdimento
| Solo ' I ETE l1 Atu.:r.rq stagdo de
Sanitario lratamento

de efluentes

inclustrinis
) N
{ ¢ £l
I Agua de Subsolo H Apuas Superficiais *
Estagio de Tratamento de Agua = | Aguva Potivel

Figura 1: Possiveis rotas de PCPs no ambiente, com destaque a rota de eliminacdo de PCPs
pelo uso humano destas substéancias.
Fonte: modificado de VETTORELLO, 2017.
Os PCPs séao continuamente inseridos no meio ambiente, em razédo de sua
larga utilizacdo na sociedade. Esses produtos, uma vez lancados no meio ambiente
aquatico, podem ser acumulados em sedimentos e/ou organismos. Os PCPs sédo

considerados poluentes emergente, uma vez que nao possui regulamentacao



dessas substancias na legislagéo brasileira (VETTORELLO et al, 2017; BRAUSCH e
RAND, 2011).

Em adicdo a esses fatos, evidéncias das Ultimas duas décadas apontam para
0S organismos aquaticos como importantes organismos-alvo para a agdo toxica
dessas substancias quimicas (SANTOS et al., 2010).

Dentre os PCPs, tornam-se importante ressaltar o amplo uso de substancias
com funcdo conservante, antimicrobial e antioxidante em suas formulagbes. O
Metilparabeno (MP), Propilparabeno (PP) e o Butilhidroxitolueno (BHT) presentes em
muitos PCPs, sdo substancias quimicas utilizadas pela industria de cosmeéticos
desde 1930 (GRAJALE et al., 2017).

O amplo uso de PCPs pela sociedade moderna, associado a ineficiéncia ou
auséncia de tratamento de esgoto, gera a ocorréncia dessas substancias de
preocupacao emergente em efluentes municipais, bem como em diferentes matrizes
ambientais, tais como aguas e sedimentos de ambientes dulcicolas, estuarinos e
marinhos (BILA e DEZOTI, 2007, GRAJALE et al., 2017).

Diante desse cenario, cabe ressaltar que ainda ndo se tem conhecimento
sobre a toxicidade e € de suma importancia conhecer os possiveis efeitos biolodgicos
adversos dessa classe de contaminantes em organismos nao alvo. Nesse sentido,
no presente estudo, foi realizada uma avaliacdo ecotoxicolégica do MP, PP e BHT,
empregando o ourico do mar Echinometra Lucunter, para avaliar os efeitos agudos e

cronicos das substancias de interesse.

2. Revisao Bibliografica

2.1 Aspectos legais

A 4gua é fundamental para o desenvolvimento sustentavel, inserida dentre os
bens ambientais protegidos para a presente e futura geragdes, como prevé o artigo
225 da Constituicdo Federal, que merece especial atencdo através da legislacao
vigente (BRASIL, 1988).

Cabe destacar que no ano de 1930 a industria quimica produzia cerca de 1
milhdo de toneladas, passando para 400 milhdes de toneladas em 1999, com

projecdo para 2020, que a producdo seja 85% maior e dentre essas substancias



inseridas no mercado, h& pouca informacéo sobre os riscos a saude humana e meio
ambiente (OECD, 2001).

A Lei Federal 9.433, de 08 de janeiro de 1997 que instituiu a Politica Nacional
de Recursos Hidricos, em seu artigo 99 inciso | e Il, visa assegurar as aguas de
qualidade compativel com 0s usos mais exigentes a que forem destinadas; e busca
diminuir os custos de combate a poluicdo das aguas, mediante acdes preventivas
permanentes (BRASIL, 1997).

Anteriormente, a Lei Federal 6.938, de 31 de agosto de 1981, j& previa a
necessidade de controlar o langamento no meio ambiente de poluentes, proibindo o
lancamento em niveis nocivos ou perigosos para os seres humanos e outras formas
de vida (BRASIL, 1981).

Dessa forma, o Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA editou a
Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, para garantir a qualidade das aguas e
com isso 0 meio ambiente ecologicamente equilibrado, em beneficio da saude e
vida, estabelece as condicbes e padrdes de lancamento de efluentes (BRASIL,
2005).

Além disso, a Resolucdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, dispde
sobre condicdes, parametros, padrbes e diretrizes para gestdo do lancamento de
efluentes em corpos de agua receptores, alterando parcialmente e complementando
a Resolucdo CONAMA n° 357 (BRASIL, 2011).

Como estabelece o artigo 1, paragrafo Unico da Resolucdo CONAMA
430/2011 (BRASIL, 2011):

O lancamento indireto de efluentes no corpo receptor deverd observar o disposto
nesta Resolucdo quando verificada a inexisténcia de legislacdo ou normas especificas,
disposicbes do o6rgdo ambiental competente, bem como diretrizes da operadora dos
sistemas de coleta e tratamento de esgoto sanitario.

A Resolucdo CONAMA 430/11 incluiu definicbes tais como: aguas costeiras;
capacidade de suporte do corpo receptor, concentracdo de efeito ndo observado
(CENO); concentracdo do efluente no corpo receptor (CECR) expressa em
porcentagem; concentracdo letal mediana (CLso) ou concentragdo efetiva mediana
(CEsp); efluente; emissario submarino; esgotos sanitarios; lancamento direto;
lancamento indireto; nivel trofico; parametro de qualidade do efluente; testes de
ecotoxicidade e zona de mistura e, promoveu maior flexibilidade no uso da norma

para atuagdo dos 6rgdos de controle ambiental (BRASIL, 2011).



No entanto, essa regulamentac&o nao supriu a auséncia de parametros claros
guanto a destinacdo e limites de concentra¢cdes de PCPs nos corpos hidricos. De
acordo com Ceron (2012), para o detalhamento e atualizagdo dos parametros de
lancamento de efluentes, em razdo da evolugdo tecnolégica ocorrida nos
tratamentos, é necesséario dar énfase ao estabelecimento de novas condi¢cBes e
padrdes (BRASIL, 2011).

Em &ambito internacional, a Unido Européia, nos termos da Diretiva
2008/105/CE (politica da agua), estabeleceu uma lista de vigilancia de substancias
guimicas a serem monitoradas em aguas, que comtempla contaminantes de
preocupacao emergente tais como, horménios sintéticos e antibiéticos (CE, 2018).

Além disso, o Parlamento Europeu e o Conselho da Comunidade Europeia,
elaborou um sistema integrado sobre o registro, autorizacdo, avaliacdo e restricdo
de substancias quimicas denominado REACH. Esse sistema criou a Agéncia
Europeia de Produtos Quimicos (ABIQUIM, 2007). Conforme estabelece
mencionada legislacdo, os dados obtidos em estudos de toxicidade podem ser
interpretados de acordo com a Diretiva 93/67/CEE, a qual classificam as substancias
guimicas de acordo com as concentracdes de efeito estimadas (QUINN et al., 2008).
As substancias quimicas podem ser classificadas como extremamente toxico, muito

toxico, toxico, nocivo e nao toxico (Tabela 1).

Tabela 1. Classificac8o baseada na diretiva 93/67/CEE da Unido Europeia.

Nao téxico Nocivo Toéxico Muito téxico Extremamente téxico
Clso> 100 Clso 10 e 100 Clso entre 1,0 e 10 Clso entre 0,1e 1,0 Clso <0,1
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Fonte: Quinn et al., 2008

2.2 Ecotoxicologia aquatica

A andlise da toxicidade de PCPs e substancias quimicas em geral, pode ser
realizada por meio da ciéncia denominada “Ecotoxicologia”. Esse termo foi utilizado
pela primeira vez, em 1969, pelo toxicologista francés, Dr. René Truhaut, durante a
reunido do Committee of the International Council of Science, em Estocolmo
(JOLLEY et al., 2003). E uma ciéncia relativamente nova em relacdo & toxicologia

classica, da qual evoluiu por ser uma ciéncia que estuda os efeitos em substancias



naturais ou sintéticas, sobre os organismos vivos, populacdes e comunidades,
animais ou vegetais, terrestres ou aquéticos. (CAIRNS e NIEDERLEHNER, 1995).

A Ecotoxicologia Aquética, um dos campos da ecotoxicologia, se caracteriza
como uma ciéncia multidisciplinar, por envolver estudos e conhecimentos de outras
areas das ciéncias, como legislagdo ambiental, estatistica, andlises quimicas,
matematica, que sao utilizadas para quantificar e prever os efeitos biolégicos no
ambiente (RAND et al., 1995).

No presente estudo, o modelo biolégico adotado para os ensaios de
toxicidade foi o ourico-do-mar Echinometra lucunter, uma vez que essa espécie €
um representante do ambiente marinho e possui sensibilidade adequada para
detectar efeitos biol6gicos adversos de diferentes grupos de poluentes. (VENTURA
et al., 2007).

2.3 Produtos de higiene e cuidados pessoais

Os PCPs sédo definidos como produtos de higiene para uso externo,
destinados ao asseio ou a desinfeccdo, como o0s sabonetes, dentifricios,
condicionadores, desodorantes, xampus e cosméticos em geral (BRASIL?, 2019).

Para garantir ao consumidor a aquisicdo de produtos seguros e de qualidade,
a ANVISA é responsavel por autorizar a comercializacdo desses artigos, mediante a
concessao de registro ou notificacdo, bem como a fiscalizacéo de sua aplicacéo.

A Resolucdo 237/2018 e 288/2019, mencionam 0s requisitos técnicos para a
regularizacdo de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes alterando e
complementando a Resolucdo 7/2015. A Agenda Regulatéria Quadriénio 2017-2020
da ANVISA, menciona que a regularizacdo de produtos de higiene e cuidado
pessoal, cosméticos e perfumes ocorre por meio de registro ou notificagdo. Os
processos de registro sdo avaliados previamente a comercializacdo e avaliam a
adequacdo da documentacdo aos padrées de qualidade, seguranca e eficacia de
cada produto. Ja a notificacdo é uma condicdo em que os produtos sao isentos de
registro precisando apenas de um comunicado a ANVISA para que possam ser
comercializados. Os produtos notificados também apresentam documentacao
técnica que pode ser avaliada a qualguer momento. A ANVISA atua na
regularizacdo dos produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes para que a

populacédo tenha acesso a produtos seguros. Considerando que o Brasil faz parte do



Grupo Mercado Comum (GMC) Mercosul, resolugbes deste tema podem ter
interface com o Grupo (BRASIL?, 2019).

Os conservantes, sdo substancias adicionadas aos PCPs, cosméticos e
perfumes com a finalidade priméaria de preserva-los de danos e/ou deterioracdes
causados por microrganismos durante sua fabricacdo e estocagem, bem como
proteger o consumidor de contaminacdo inadvertida durante o uso do produto. O
anexo desta resolucdo, no Art.1°, menciona a aprovacgao da lista de conservantes
permitidos para PCPs, cosméticos e perfumes. E permitida a associacdo de
substancias conservantes obedecidos seus limites individuais. Em casos especiais,
guando houver necessidade de utilizar-se uma concentragcdo que ultrapasse 0s
valores individuais estipulados na lista, a empresa devera apresentar documentacao
técnico-cientificando justificando o seu uso (BRASIL?,2019).

A funcéo do BHT é atuar como antioxidante, que sao substancias capazes de
atrasar ou inibir a oxidacdo de um substrato oxidavel, ja os parabenos, obtém a acao
antimicrobiana, antibacteriana e antifingica, que tem a funcdo de manter-se livres de
microrganismos nocivos.

Na figura 2 a um exemplo de uma formulacdo de creme base para

condicionador.

FORMULA
Componentes Quantidade

Fase A (aquosa)
edetato dissodico 01¢g
solugdo conservante de parabenos 33¢g
agua purificada qsp 100 g
Fase B (oleosa)
petrolato liquido 20¢g
alcool cetoestearilico 30/70 40¢
alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE 0.8¢
butil-hidroxitolueno 005¢g

Fase C (complementar)

cloreto de cetiltrimetilamonio a 50% 2.0g

Figura 2: Exemplo de formulacéo tipica de creme base para condionador .
Fonte: (BRASIL?, 2019)



2.4 Produtos de higiene e cuidados pessoais como poluentes

emergentes

Os PCPs séo continuamente inseridos no meio ambiente, contudo, ainda ha
relativamente poucas pesquisas conduzidas para avaliar as ocorréncias dessas
substancias no ambiente aquéatico bem como os efeitos nocivos a biota (BRAUSCH
e RAND, 2011).

Considerando os estudos realizados por Montes-Grajales et al. (2017), 43
PCPs foram constatados em aguas superficiais de paises em todo o mundo, tais
como a Australia, Alemanha, a Antartida, Coréia do Sul, China, Republica Checa,
Dinamarca, Espanha, Franca, india, Japdo, Roménia, Cingapura, Suica, Taiwan,
Reino Unido e Estados Unidos (figura 3). Além disso, foi reportado a presenca de 23
PCPs em aguas subterraneas de oito paises, sendo que 0 maior numero de
produtos quimicos pertencentes a este grupo foi encontrado na China e na Espanha.

Conforme levantamento realizado em &guas residuais foi constatada a
presenca de um total de 64 PCPs, encontrados na Antartida, Australia, Austria,
Canada, China, Colémbia, Croacia, Bosnia-Herzegovina, Sérvia, Franca, Alemanha,
Grécia, india, Italia, Japdo, Holanda, Portugal, Cingapura, Coréia do Sul, Espanha,
Suécia, Suica, Taiwan, Estados Unidos e Reino Unido. A maior variedade de
produtos quimicos emergentes de PCPs foi reportada na Espanha com 36
compostos, seguido pelos Estados Unidos e Reino Unido, com 34 e 21,
respectivamente (MONTES-GRAJALES et al, 2017).

No Sul do Brasil, apesar de terem sido constatados a presenca de parabenos,
apresentou baixo risco para os organismos aquaticos (SANTOS et al, 2016).

Paises como a Dinamarca, mencionam que a tecnologia de tratamento
convencional de aguas residuais, sdo inadequadas para a remocéo de parabenos e
uma grande quantidade de PCPs sdo continuamente liberadas no ambiente por
meio de efluentes domeésticos e industriais. Portanto, as descargas de aguas
residuais poderiam ser a principal forma indireta de os parabenos entrarem no meio
aquoso (FENG et al, 2019).

Como os parabenos tém o potencial de prejudicar a salude humana e o
ambiente aquatico, a investigacdo de sua ocorréncia, exposicdo, toxicidade e
remocao de diferentes matrizes ambientais tem recebido atengao global. O MP e o

PP, que séo os parabenos mais comumente usados, bem como outros ingredientes



ativos utilizados em PCPs, tém sido detectados em diferentes matrizes ambientais
ao redor do globo (figura3) (DARBRE e CHARLES, 2010; MEEKER et al., 2011; WU
et al., 2017).
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Em um estudo realizado na China (FENG et al., 2019) foi observado que, em
comparacao com outros ambientes aquéticos de outras partes do mundo, 0s niveis
de parabenos foram relativamente altos nos sedimentos e mais abundantes nas
aguas superficiais, entretanto os riscos ecologicos foram considerados de baixo
nivel.

Embora a ocorréncia de PCPs (parabenos) tenha sido observada em zonas
costeiras (LEE et al., 2019; ZHAO et al., 2019), ha na literatura cientifica uma lacuna
de estudos sobre a toxicidade dessas classes de substancias com organismos

representantes desses ecossistemas.

3. Objetivo geral

Estudar a toxicidade de substancias utilizadas na producdo de produtos de

higiene e cuidados pessoais por meio de ensaios biolégicos.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos biologicos adversos dos conservantes MP, PP e BHT por
meio de ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo (taxa de fertilizacéo) e
efeito cronico (desenvolvimento embriolarval) com a espécie de ourico-do-mar

Echinometra lucunter.
4. Materiais e Métodos
4.1 Substéancia- teste
4.1.1 Metilparabeno
O metilparabeno (CAS 99-76-3), € um agente antimicrobiano utilizado como
conservante em medicamentos e cosméticos. Pertence a classe dos parabenos, que
sdo ésteres derivados do acido p-hidroxibenzéico, apresenta um amplo espectro de

acao antimicrobiana, sendo efetivo contra bactérias tanto gram-positivas quanto

gram-negativas, leveduras e fungos, € um dos conservantes de cosméticos de maior
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aceitacdo em todo o mundo (FERNANDES et al, 2013). A figura 4 apresenta a
estrutura quimica do metilparabeno.

O metilparabeno utilizado no presente estudo foi adquirido do fabricante
Salicylates And Chemicals Pvt. Ltd (Mumbai, india). Apresenta aspecto de pé fino

cristalino branco ou cristais brancos.

O

CH,
(o)

Figura 4. Estrutura quimica do metilparabeno.
Fonte: TOXNET?, 2019.

4.1.2 Propilparabeno

Pertencente a classe dos parabenos, o propilparabeno (CAS 94-13-3) é um
conservante antimicrobiano derivado do acido p-hidroxibenzoico, frequentemente
conhecido pelo nome comercial “Nipazol” (TOXNET, 2019). E utilizado nas industrias
cosméticas e farmacéuticas, sendo o0 preservante cosmeético, juntamente com o
metilparabeno, de maior aceitacdo em todo o mundo. A figura 5 apresenta a
estrutura quimica do propilparabeno.

O propilparabeno utilizado no presente estudo foi adquirido do fabricante
Ueno Fine Chemicals Industry (Hyogo, Japado). Apresenta aspecto de p6 branco

cristalino.
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Figura 5. Estrutura quimica do propilparabeno.
Fonte: TOXNET?, 2019.

4.1.3 Butilhidroxitolueno

O BHT (CAS 128-37-0) € uma substancia orgéanica lipossoluvel e antioxidante
usado como aditivo e conservante utilizados na industria de cosméticos com funcgéao ,
gue impedem a oxidacdo e sequestram radicais livres, sendo utilizado na producéo
de batons, sombras para os olhos, cosméticos para cabelos, como condicionadores
e xampus, protetores solares, antitranspirante, perfumes e cremes (TOXNET, 2019).
A figura 6 apresenta a estrutura quimica do BHT.

O BHT utilizado no presente estudo foi adquirido do fabricante Fagron

(Barsbuttel, Alemanha). Apresenta aspecto de po branco cristalino.

cH, OH Hc
H4C CH;

H.C CH,

CHs

Figura 6. Estrutura quimica do BHT.
Fonte: TOXNET?, 2019.

A tabela 2 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas e outras
informacBes ambientalmente relevantes das trés substancias selecionadas no

presente estudo, a partir de dados obtidos do Hazardous Substances Data Bank
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(HSDB, 2019). Outros dados foram obtidos a partir da Interface EPI SUITE® v.4.11
(ANEXOS A, B e C), que consiste num pacote de programas de estimativas de
propriedades fisico-quimicas e destinos ambientais desenvolvido pelo EPA’s Office

of Pollution Prevention Toxics e o Syracuse Research Corporation (USEPA?, 2012).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas outras informa¢gdes ambientalmente relevantes das
trés substancias selecionadas

Metilparabeno Propilparabeno BHT
Nimero CAS 99-76-3 94-13-3 128-37-0
Formula molecular C8H803 C10H1203 C15H240
Peso molecular 152,15 180,20 220,35
Solubilidade em agua 25°C 5 5,10 3 gy 5 x10+2 mg/L 0,6
(mg/L)
log Kow 1,96 3,04 510
Log BCF 0,96 1,67 2,81

*Fonte: TOXNET, 2019.

4.2. Preparo das solucdes e concentracdes-teste.

Antes do preparo da amostra, € necessario ter o conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas, a fim de se tomar os cuidados necessarios no
manuseio, bem como, contribuir na interpretacéo dos resultados.

Em uma balanca analitica foram pesados 100mg de MP, 100mg de PP e
100mg de BHT, posteriormente as respectivas concentra¢cdes foram diluidas em 0,5
mL de DMSO e posteriormente diluidas em 1 litro de agua do mar natural em um
frasco de vidro volumétrico e foram registrados os teores de oxigénio dissolvido, pH

e salinidade, nas respectivas fichas de controle.
4.3. Organismo-teste
O ourico-do-mar Echinometra lucunter, (figura 7) apresenta espinhos grossos,

bastante resistentes, coloracdo negra e normalmente é encontrado nas rochas e sua

alimentacéo provém de animais incrustantes e algas (MIGOTTO, 2009).
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Figura 7. Ourico do Mar Echinometra lucunter.
Fonte: Arquivo pessoal.

A coleta dos ouricos-do-mar foi realizada através de mergulho livre na llha
das Palmas e também foi realizada a coleta da agua do mar natural, utilizada nos
ensaios de toxicidade com ourico do mar Echinometra lucunter, que fica situada no
Municipio do Guaruja, SP, Brasil.

Os ourigcos foram posteriormente colocados em caixa térmica e cobertos com
algas e transportados para o laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa
Cecilia, onde foram mantidos em tanque/aquario com agua do mar até o momento
do inicio dos ensaios (figura 8).

Para ser utilizada na diluicdo de amostras, controle dos ensaios, manuseio de
gametas bem como a manutencdo dos organismos, foram realizadas a troca das
aguas, mantendo os parametros fisico quimicas do aquario, com analises de pH,
oxigénio dissolvido (OD), salinidade e temperatura de acordo com a norma técnica
NBR15350.

Figura 8. Tanque/aquério de Ouri¢os do mar.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4. Obtencéo e coleta dos gametas

Como estes organismos nao apresentam dimorfismo sexual externo, foi
realizada uma triagem, através do método que consiste em estimulo elétrico de um
transformador, com voltagem préxima a 35 volts, contra suas conchas por 30

segundos, para a obtencdo dos gametas (6vulos e os espermatozoides) (figura 9).

.. n i
Figura 9. Estimulo elétrico no Ourico do mar Echinometra lucunter.
Fonte: Arquivo pessoal
Os espermatozoides dos ouricos-do-mar, que sao identificados pela cor
branca, foram coletados com uma pipeta Pasteur de ponta fina, diretamente dos
poros genitais e colocados em um béquer e mantido dentro de uma placa de Petri

com gelo (figura 10).

Figura 10. Espermatozoides de Echinometra lucunter.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Os 6vulos identificados pela cor laranja, foram coletados em um béquer de

600 mL com agua de diluicdo a temperatura de (25 + 2°C), com a superficie aboral
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do ourigco-do-mar Echinometra lucunter voltada para baixo, de forma que os

gonoporos ficassem imersos na agua (figura 11).

Figura 11. Obtencao e coleta de 6vulos.
Fonte: Arquivo Pessoal.

4.5. Ensaios de toxicidade para avaliacao de efeito agudo com ourico do mar
Echinometra lucunter (taxa de fertilizagéo)

O método utilizado no presente estudo seguiu o protocolo da USEPA (2009) e
também foi utilizada a NBR 15350 (ABNT 2012), para a espécie de ourico-do-mar
Echinometra lucunter.

Para a avaliacdo dos ensaios agudos com o MP, PP e BHT, os
espermatozoides foram expostos as respectivas concentracfes: 100; 50; 25; 12,50;
6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 mg/L, e também um controle com agua e um controle com
DMSO. Importante estabelecer neste método, uma proporcdo de
espermatozoides/ovulo, que propicie uma taxa de fertilizacdo adequada superior a
70%.

Os espermatozoides, apds a exposicdo as respectivas concentracdes teste,
foram colocadas em camara incubadora, com temperatura controlada entre 24 e
28°C por 1 (uma) hora, posteriormente, foram adicionados os 6vulos aos frascos
teste e colocadas novamente em camara incubadora por mais 20 minutos. Apds o
tempo mencionado, os ensaios foram encerrados, adicionando 0,5mL de formol
tamponado com bérax, em todas as réplicas do teste.

As leituras dos ensaios foram realizadas através da contagem dos 100

primeiros ovos (identificados com a presenca da membrana de fecundagao para os
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ovos fertilizados) que foram utilizadas uma camara de Sedgwick-Rafter e um
microscopio optico (figura 12). O numero de Ovulos fertilizados e néo fertilizados,
foram anotados em uma planilha.

As analises fisico-quimicas (pH, oxigénio dissolvido, salinidade) das solucdes-
teste e controle dos ensaios de toxicidade aguda e crbnica estdo inseridas no

Apéndice A.

Figura 12. Camara de Sedgwick-Rafter e icroscépio Optico.
Fonte: Arquivo pessoal
4.6. Ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito créonico com ourico do

mar Echinometra lucunter (Desenvolvimento embriolarval)

O método adotado nos ensaios para avaliacdo de efeito crénico foi de acordo
com a NBR 15350 (ABNT, 2012).

Para a avaliacdo dos ensaios crénicos com o MP, PP e BHT, as
concentracfes estabelecidas foram de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
mg/L e também um controle com agua e um controle com DMSO.

No momento da fecundacéo, foi preparado uma solucdo de espermatozoides
na proporcao de 0,5mL para 25 mL de agua de diluicdo, misturando bem para a
dissolucédo de grumos, posteriormente para utilizarmos no processo de fecundacéo,
acrescentamos 1mL de solucdo de espermatozoides nos 600 mL de solucdo de
ovulos. Apos verificar-se a fecundacao de no minimo 80%, atraveés de leitura em trés
aliguotas de 10 pL para contagem em camara de Sedgwick-Rafter, agitamos

levemente por 2 horas e posteriormente adicionamos aos tubos de ensaios com as
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respectivas concentracdes e foram colocadas em camara incubadora com
temperatura controlada entre 24 e 28°C por 42 horas (figura 13).

Figura 13. Ensaios de toxicidade no interior da camara incubadora
Fonte: Arquivo pessoal.

Ao término das 42 horas, foram finalizados adicionando 0,5mL de formol
tamponado com bérax e foi realizado a leitura do estagio de desenvolvimento dos
100 primeiros organismos de cada réplica.

Os resultados foram considerados validos no término do periodo de ensaio,
devido a porcentagem de pluteus normais no controle que foram superiores a 80%
NBR 15350 (ABNT,2012). S&o considerados anormal os estagios anteriores a larva
pluteos, ovo, mérula, blastula e gastrula, organismos deformados ou pluteos com

atraso no desenvolvimento em relacéo ao controle (figura 14).

Figura 14. Desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.7. Andlise estatistica

Para os ensaios de toxicidade foram utilizados o software TOXSTAT 3.5
(WEST & GULLEY, 1996). e software ICPIN (USEPA, 1988). Os resultados foram
expressos em concentracfes de efeito ndo observado (CENO), que € a maior
concentragcdo nominal do agente téxico que ndo causa efeito significativo na
sobrevivéncia e reprodugcdo dos organismos, concentracbes de efeito observado
(CEO), que é a menor concentracdo nominal do agente toxico, que causa efeito
estatisticamente significativo na sobrevivéncia e reprodu¢do dos organismos, em
concentragéo de inibicdo a 50% dos organismos (Clso), intervalo de confianga (IC)

superior e inferior e calculados o valor médio e o desvio padréo.

5. Resultados

5.1 Ensaio de sensibilidade

Os resultados dos ensaios de sensibilidade com os lotes de organismos
empregados no presente estudo estiveram dentro dos limites da carta-controle do

Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia (Anexo D).

5.2 Controle positivo de solvente Dimetilsufoxido DMSO

Com o propésito de avaliacdo de possiveis efeitos nos organismos-teste
relacionados ao solvente DMSO utilizado nas diluicdes do MP, PP e BHT, foram
realizados um controle positivo do solvente com a maior concentracao utilizada em
todos os ensaios.

O resultado mostra que ndo houve diferenca estatistica significativa entre o
controle de agua e a maior concentracdo do solvente DMSO onde (Teste t de
Student (p < 0,05)), (Tabela 3).

Tabela 3. Controle positivo de solvente Dimetilsufoxido DMSO

Desenvolvimento embriolarval

Tratamentos médio (%)

Desvio padréao P

Controle de agua 93,25 4,03 -
Controle de DMSO 98,25 1,25 0,122




5.3 Ensaios de toxicidade para avaliacao de efeito agudo

5.3.1 Metilparabeno

21

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda (taxa de fertilizagdo) com

metilparabeno estdo apresentados nas figuras 15, 16 e 17. Os resultados e os

valores de Clso, a média, DP (desvio padrao), CV (coeficiente de variacdo), o IC

(intervalos de confianga) superiores e inferiores, com metilparabeno, revelaram um

valor médio de Clso de 74,47 mg/L (tabela 4).

Tabela 4. Resultado dos ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo para o

Metilparabeno

Ensaios Clso;1h (mg/L)
1 74,19 (73,92 - 74,45)
2 74,55 (74,29 - 74,87)
3 74,68 (74,42 - 74,85)
Média 74,47
Desvio padréo 0,25
Coeficiente de variacéo (%) 0,33

() - Intervalo de confianga
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Figura 15. Resultado do 1° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicéao de
diferentes concentrac8es do metilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrdo para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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2° Ensaio

Clso; 1h - 74,55 mg/L

Controle  C.DMSO 6,2

Concentragbes mg/L

Figura 16. Resultado do 2° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposigao de
diferentes concentracdes do metilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrédo para cada concentragcdo testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 17. Resultado do ensaio 3° de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicéo de
diferentes concentrac8es do metilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrdo para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda (taxa de fertilizagdo) com

propilparabeno estdo apresentados nas figuras 18, 19 e 20. Os resultados e os

valores de Clso, @ média, DP (desvio padrao), CV (coeficiente de variacdo), o IC

(intervalos de confianca) superiores e inferiores, com propilparabeno, observando-se

o valor médio de Clsg de 73,20 mg/L (tabela 5).

Tabela 5. Resultado dos ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo para o

Propilparabeno

Ensaios Clso;1h (mg/L)
1 73,67 (73,33 - 74,22)
2 73,74 (72,96 - 74,48)
3 72,20 (70,96 - 73,18)
Média 73,20
Desvio padrédo 0,87
Coeficiente de variacado (%) 1,19

() - Intervalo de confianga
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Figura 18. Resultado do 1° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicéao de

diferentes concentrac8es do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrado para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 19. Resultado do 2° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposigao de
diferentes concentracdes do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padréo para cada concentragdo testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 20. Resultado do 3° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicao de
diferentes concentrac8es do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padréo para cada concentracéo testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda (taxa de fertilizagdo) com BHT

estdo apresentados nas figuras 21, 22 e 23. Os resultados e os valores de Clsg, a

média, DP (desvio padrdo), CV (coeficiente de variacdo), o IC (intervalos de

confianga) superiores e inferiores, com BHT, observando-se o valor médio de Clso de

38,14 mg/L (tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo parao

Butilhidroxitolueno

Ensaios Clso;1h (mg/L)
1 37,82 (36,52 — 39,11)
2 39,85 (37,54 - 42,41)
3 36,75 (34,77 - 38,14)
Média 38,14
Desvio padrédo 1,57
Coeficiente de variacdo (%) 4,11

() - Intervalo de confianga

1°Ensaio
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S 100 - -
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© 40
@
|_
20
0
Controle DMSO 0,78 1,56 3,12 625

Concentragdes mg/L

12,5 25 50

Clso; 1h - 37,82 mg/L

100

Figura 21. Resultado do 1° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicéao de
diferentes concentrac8es do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padrédo
para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 22. Resultado do 2° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposigao de
diferentes concentragdes do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padréo
para cada concentraco testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 23. Resultado do 3° ensaio de toxicidade aguda em E. lucunter frente a exposicéo de
diferentes concentracfes do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padréo
para cada concentragao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.



5.4 Ensaios de toxicidade para avaliacao de efeito crénico

5.4.1 Metilparabeno

27

Os resultados dos ensaios de toxicidade cronica (taxa de desenvolvimento

embriolarval) com metilparabeno estdo apresentados nas figuras 24, 25 e 26. Os

resultados e os valores de Clso, a média, DP (desvio padrdo), CV (coeficiente de

variacdo), o IC (intervalos de confianga) superiores e inferiores, CENO e CEO,

observou-se com o metilparabeno os valores médios de Clso de 20,09 mg/L, CENO

de 3,12 mg/L e CEO de 6,25 mg/L (tabela 7).

Tabela 7. Resultados dos ensaios de toxicidade para avaliagcdo de efeito crénico com

Metilparabeno.

Ensaios CENO CEO Clso;42h
1 3,12 6,25 35,19 (34,02 - 36,21)
2 3,12 6,25 9,52 (8,99 - 10,17)
3 3,12 6,25 15,57 (15,00 - 16,07)
Média 3,12 6,25 20,09
DP - - 15,06
CV (%) - - 74,96

CI50- Concentracdo Inibitoria 50%; CEO- Concentracao de Efeito Observado; CENO- Concentracdo

de Efeito Nao Observado; DP - Desvio Padrdo; CV — Coeficiente de Variacédo
1°Ensaio

120

. I
. ¢ 1.
.
.

20

Desenvolvimento embriolarval normal (%)

Controle DMSO 0,78 1,56 312 625 125 25 50 100

Concentragdes mg/L

Figura 24. Resultado do 1° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente a exposicéo de

diferentes concentrac8es do metilparabeno. Os valores expressados representam a média +

erro padrado para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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2° Ensaio

| | | | | *CEO

Controle DMSQO 0,7 1,5 31 625 125 25 50 100

Concentragbes mg/L

Figura 25. Resultado do 2° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente a exposi¢ao de

diferentes concentracdes do metilparabeno. Os valores expressados representam a média +

erro padrédo para cada concentragao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05
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Figura 26. Resultado do 3° ensaio de toxicidade crdonico em E. lucunter frente a exposicéo de

diferentes concentrac8es do metilparabeno. Os valores expressados representam a média £

erro padrado para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05
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5.4.2 Propilparabeno

Os resultados dos ensaios de toxicidade cronica (taxa de desenvolvimento
embriolarval) com propilparabeno estdo apresentados nas figuras 27, 28 e 29. Os
resultados e os valores de Clsp, a média, DP (desvio padréo), CV (coeficiente de
variagao), o IC (intervalos de confianca) superiores e inferiores, CENO e CEO,
observando-se com o propilparabeno os valores médios de Clsg de 15,57 mg/L,
CENO de 3,12 mg/L e CEO de 5,21 mg/L (tabela 8).

Tabela 8. Resultados dos ensaios de toxicidade para avaliagcdo de efeito crénico com
Propilparabeno.

Ensaios CENO CEO Clso;42h
1 3,12 6,25 30,79 (29,27 - 32,73)
2 <3,12 3,12 5,78 (5,40 - 6,51)
3 3,12 6,25 10,14 (9,75 - 10,47)
Média 3,12 5,21 15,57
DP - 1,81 10,50
CV (%) - 34,74 67,43

CI50- Concentracao Inibitéria 50%; CEO- Concentracao de Efeito Observado; CENO- Concentracao
de Efeito Nao Observado; DP - Desvio Padrdo; CV — Coeficiente de Variacédo

1° Ensaio
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I = ! * CEO
80 1 I

60 I

Desenvolvimento embriolarval normal (%)

40
20
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Figura 27. Resultado do 1° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente & exposicéo de
diferentes concentrac8es do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrado para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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2° Ensaio
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Controle DMSO 0,7 312 625 125 25 50 100

Concentragbes mg/L

Figura 28. Resultado do 2° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente a exposigao de
diferentes concentracdes do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padréo para cada concentragdo testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 29. Resultado do 3° ensaio de toxicidade crdonico em E. lucunter frente a exposicéo de
diferentes concentracdes do propilparabeno. Os valores expressados representam a média +
erro padrdo para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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5.4.3 Butilhidroxitolueno

Os resultados dos ensaios de toxicidade cronica (taxa de desenvolvimento
embriolarval) com BHT estéo apresentados nas figuras 30, 31 e 32. Os resultados e
os valores de Clsp, @ média, DP (desvio padrédo), CV (coeficiente de variacdo), o IC
(intervalos de confianga) superiores e inferiores, CENO e CEO, observando-se com
0 BHT os valores médios de Clso de 6,85 mg/L, CENO de 3,38 mg/L e CEO de 6,77
mg/L (tabela 9).

Tabela 9. Resultados dos ensaios de toxicidade para avaliagcdo de efeito crénico com
Butilhidroxitolueno

Ensaios CENO CEO Clso;42h
1 0,78 1,56 5,76 (5,16 — 6,60)
2 6,25 12,5 5,78 (5,40 - 6,51)
3 3,12 6,25 9,01 (8,75 - 9,28)
Média 3,38 6,77 6,85
DP 4,25 8,51 1,87
CV (%) 125,7 125,7 27,29

CI50- Concentracao Inibitéria 50%; CEO- Concentracao de Efeito Observado; CENO- Concentracao
de Efeito Nao Observado; DP - Desvio Padrdo; CV — Coeficiente de Variagédo
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Figura 30. Resultado do 1° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente & exposicéo de
diferentes concentrac8es do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padréo
para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 31. Resultado do 2° ensaio de toxicidade crénico em E. lucunter frente a exposigao de
diferentes concentragdes do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padrao
para cada concentraco testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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Figura 32. Resultado do 3° ensaio de toxicidade crdonico em E. lucunter frente a exposicéo de
diferentes concentracfes do BHT. Os valores expressados representam a média + erro padréo
para cada concentracao testada. ANOVA com teste posteriori de Dunnett: *p<0.05.
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6. Discusséao

No presente estudo, o BHT foi a substancia que apresentou a maior
toxicidade aguda e crbnica. Esses dados podem estar relacionados com os maiores
valores de logKkow e BCF dentre as moléculas estudadas.

Além dessas caracteristicas fisico-quimicas, de acordo com Soni et al. (2005),
o tamanho do grupo alquil na estrutura quimica dos parabenos pode influenciar nos
efeitos toxicos da molécula, uma vez que essa caracteristica estd relacionada a
maior hidrofobicidade, biodisponibilidade e reducdo da biodegradacéo. No presente
estudo, a maior toxicidade do PP em relacao ao MP, pode estar relacionada também
ao fato dessa molécula possuir uma cadeia alquil mais longa.

Com relacdo a toxicidade dos parabenos e conservantes em geral, torna-se
importante ressaltar que ha na literatura uma escassez de estudos realizados com
invertebrados marinhos.

Os dados obtidos nos estudos para a avaliacdo de efeito agudo,
demonstraram inibicdo na taxa de fertilizacdo de Echinometra lucunter em
concentracfes na ordem de mg/L, para todos os conservantes analisados. Nesse
caso, o BHT foi a substancia mais téxica (Clso'" 38,14 mg/L), seguido do PP (Clso!"
73,20 mg/L) e MP (Clso'" 74,74 mg/L). Kang et al. (2019), em estudo conduzido com
0 copépodo Tigriopus japonicus, também observaram maior toxicidade aguda do PP
(CLso%" - 0,11 mg/L) em relagéo ao MP (CLso%" - 29,75 mg/L).

A toxicidade do MP empregando o organismo Artemia franciscana foi
avaliada por Comeche et al. (2017). Nesse estudo o0s autores estimaram uma
concentracéo letal (CLso**") de 36,70 mg/L e consideraram o MP prejudicial para
Artemia franciscana.

Embora no presente estudo tenha sido empregado células espermaticas para
avaliacdo do efeito agudo, é possivel observar uma maior sensibilidade do copépodo
T. japonicus aos parabenos analisados, bem como da Artemia franciscana, fato que
pode estar relacionado ao maior tempo de exposicéo dos crustaceos em relacao aos
espermatozoides de ourico-do-mar.

Os dados obtidos com os ensaios de toxicidade para a avaliacdo de efeito
crbnico demonstraram inibicdo do desenvolvimento embriolarval de Echinometra
lucunter também em concentra¢des na ordem de mg/L, para todos os conservantes

analisados. Esses resultados seguiram a mesma tendéncia que os dados de efeito
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agudo, uma vez que o BHT apresentou maior toxicidade (Clso*?" 6,85 mg/L), seguido
do PP (Cls0*?" 15,57 mg/L) e MP (Cls0*?" 20,09 mg/L).

As regides costeiras recebem contribuicbes de contaminantes provenientes
dos lancamentos de esgotos residenciais e industriais. Diversos estudos tém
detectado variadas substancias quimicas em diferentes matrizes ambientais, entre
elas os conservantes MP, PP e BHT (MONTES-GRAJALES et al., 2017; ZHAO et
al., 2019).

Alguns aspectos fisico-quimicas das substancias de interesse do presente
estudo podem influenciar diretamente no grau de toxicidade. O coeficiente de
particdo octanol-agua (logkow) e o fator de bioconcentracdo (BCF) (tabela 10)
representam importantes indicadores, pois esses parametros possuem relagdo com

o grau de afinidade de um poluente a organismos vivos (RAND et al., 1995).

Tabela 10. Valores de log kow e log BCF parra as trés substancias testadas.

Substancia log Kow* log BCF**
Metilparabeno 1,96 0,960
Propilparabeno 3,04 1,673
BHT 5,10 2,810

* Log Octanol-Water Partition Coef. ** Log BCF from regression-based method. valor estimado pelo
software BCFBAF v3.01

O coeficiente de particdo log Kow € uma variavel fisico quimica amplamente
utilizada. Esta variavel possui aplicacfes praticas, dentre as quais a semelhanca no
comportamento da dispersdo de poluentes em sistemas, seres vivos, ambiente
aquatico e octanol-agua. Além disso, o log Kow € uma fase substituta para os
lipidios em organismos biolégicos e representa como um produto quimico que seria
distribuido entre os lipidios dos organismos biolégicos e a agua (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2014).

Os valores do BCF sdo estimados dividindo a concentracdo de equilibrio
(mg/Kg) de uma substancia quimica em um organismo ou tecido, pela concentracao
da mesma molécula no meio externo (ISNARD e LAMBERT,1988).

Comeche et al. (2017), também analisaram efeitos crénicos do MP sobre o

microcrustaceo Artemia franciscana, no entanto ndo foram observados efeitos
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significativos na sobrevivéncia e crescimento dos organismos com 9 dias de
exposicado sob concentragbes de 0,0085 mg/L e 0,017 mg/L, respectivamente. No
presente estudo a concentragdo de efeito ndo observado do MP (CENO) para
espermatozoides de ourico-do-mar foi de 3,12 mg/L.

Efeitos do MP e PP sobre o desenvolvimento e fecundidade de machos e
fémeas da espécie de copépodo Tigriopus japonicus foram observados por Kang et
al. (2019). Nesse estudo os machos apresentaram maior sensibilidade, com valores
de CENO para o MP e PP de 20 mg/L e 0,1 mg/L, respectivamente, enquanto as
fémeas apresentaram valores de CENO para MP e PP de 30 mg/L e 0,2 mg/L,
respectivamente. Os dados obtidos no presente estudo com relagdo ao MP
demonstram uma maior sensibilidade dos embrides de ourico-do-mar em relagéo a
machos e fémeas de T. japonicus, uma vez que o valor de CENO estimado foi de
3,12 mg/L.

Os resultados obtidos com o PP no presente estudo, coincidem com os dados
obtidos por Kang et al. (2019) uma vez que essa substancia foi mais toxica quando
comparado ao MP, para ambos 0s organismos empregados nos estudos. Porém, o
copépodo T. japonicus apresentou maior sensibilidade de machos e fémeas ao PP
em relacdo aos embrides de Echinometra lucunter (CENO - 3,12 mg/L).

Os dados sobre a toxicidade do BHT s&o escassos na literatura cientifica. No
estudo realizado por Yang et al. (2018) foi observado os efeitos do BHT em
diferentes endpoints com a espécie de peixe dulcicola Danio rerio. Concentracfes a
partir de 0,1 mg/L alteraram significativamente os batimentos cardiaco dos
organismos expostos enquanto os efeitos adversos no desenvolvimento embrionario
ocorreu na concentracdo maxima de 0,2 mg/L. Efeitos agudos tais como mortalidade
(embrides e larvas), bem como eclodibilidade de ovos nédo foram observados (0,2
mg/L).

Com relacdo aos efeitos nocivos do MP e PP, a maioria dos estudos
publicados foram realizados empregando organismos aquaticos dulcicolas (peixes,
microcrustaceos, microalgas e nematodo) com énfase em diferentes endpoints
(tabela 11).
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Tabela 11. Estudos realizados empregando organismos aquaticos.

Substéancia Espécie Endpoint Referéncias
: : Tniveis de vitelogenina, inibicao de Barse et al.
MP Cyprinus carpio atividade enzimatica (2010)
Oncorhynchus _— . . Bjerregaard et
PP mykiss 1 niveis de vitelogenina al. (2003)
Oryzias latipes . oo
MP / PP Daphnia magna Retardo no (i/ri?;((:)lmeenril;(;/ 1 niveis de Yama(\g:)oltcln)et al.
P. subcapitata 9
Daphnia magna .
MP/PP Pimephales Alteracdes no crescimento e reprodutivas Dob(glggge)t al.
promelas
Caenorhabditis Reducéo tamanho do corpo/ inducdo de  Garcia-Espineira
PP
elegans estresse celular et al. (2018)
Ates et al.
MP / PP Danio rerio Mal formagé&o / I_|pop~erOX|dagao/ _(2017)
feminizacéo Mikula et al.
(2009)

A ocorréncia de PCPs em efluentes de estacOes de tratamento de esgoto,
bem como em matrizes ambientais (agua e sedimento) tem sido demonstrada
(MONTES-GRAJALES et al., 2017). No entanto, € necessario aprofundar o
conhecimento sobre a ocorréncia dessa classe de contaminantes, especialmente em
zonas costeiras, estas muito menos investigadas que ambientes de agua doce
(UNESCO, 2017; Mezzelani et al., 2018).

De acordo com Lee et al. (2019) os estudos com parabenos e outros
conservantes utilizados em cosméticos séao limitados em zonas costeiras. Nesse
mesmo estudo foi reportado pela primeira vez uma ampla ocorréncia de MP em
amostras de sedimento (100% de frequéncia de deteccdo) da costa da Coréia, com
concentragcfes que variaram de 0,13 ng/g a 11,2 ng/g, enquanto o PP foi detectado
na concentracdo maxima de 0,10 ng/g.

Em amostras de agua superficial da costa da Antartica, Emnet et al. (2015)
detectaram concentracdes de MP e PP que variaram de 1,9 ng/L a 33,3 ng/L e 1,5
ng/L a 3,0 ng/L, respectivamente. Nesse mesmo estudo foi demonstrado a
bioacumulacdo do MP na espécie de ourico-do-mar Sterichinus neumayeri na
concentracdo de 5,7 ng/g. Na regido costeira de Portugal (Aveiro) MP e PP foram
detectados em agua marinha em um range de concentracdo que variou de 5,1 ng/L
a 62 ng/L e 0,5 ng/L a 6,1 ng/L, respectivamente (JONKERS et al., 2010). Zhao et al.
(2019), em um estudo conduzido em uma zona costeira do Sul da China,
observaram em agua superficial marinha, concentracdes de MP e PP de 4,87 ng/L e

1,96 ng/L, respectivamente.
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A ocorréncia de parabenos e outros conservantes em aguas e sedimentos de
zonas costeiras, aponta para necessidade de se conhecer os efeitos bioldgicos
adversos em organismos representantes desses ecossistemas. Porém, torna-se
importante observar que as concentracdes dessas substancias detectadas até o
momento, sdo ordens de grandeza menores que as concentracoes de efeito agudo e
cronico estimadas no presente estudo para ourico-do-mar. Nesse sentido, €
improvavel que ocorram efeitos como inibicdo da taxa de fertilizagdo e do
desenvolvimento embriolarval normal, no ambiente aquético.

Por outro lado, a estimativa de concentracbes de efeitos biologico em
organismos nao alvo é fundamental para subsidiar avaliacdes de risco ambiental.
Além disso, os dados de toxicidade obtidos podem ser interpretados usando a
diretiva 93/67/CEE (QUINN et al., 2008), que classifica as substancias de acordo
com as concentracdes de efeito estimadas (CEC, 1996). Considerando os dados
obtidos com todas as substancias analisadas, foi aplicado essa abordagem e, o MP,
o PP e o BHT foram classificados como “Nocivos” quando contemplado os
resultados dos ensaios de toxicidade aguda. A mesma tendéncia ocorreu quando
considerado os resultados de toxicidade crbnica, exceto para o BHT que foi

classificado como “Téxico”, conforme apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Resumo dos valores obtidos de Clso (para efeito agudo) e Clso (para efeito crénico) e
a classificagdo em relagéo a diretiva 93/67/CEE da Unido Europeia (CEC, 1996).

Nao téxico Nocivo Toéxico Muito téxico Extremamente téxico
Clso>100 Clsoentre 10e 100 Clsoentrelel1l0 Clspentre0,1e 1 Clso< 0,1
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
MP
PP
BHT

*a classificacdo € apresenta de acordo com o efeito agudo e efeito crénico, respectivamente.

Em geral, os resultados obtidos no presente estudo contribuem para um
melhor entendimento do potencial téxico das 3 substancias estudadas sobre o
sucesso reprodutivo (taxa de fertilizacdo e desenvolvimento embriolarval) de um

invertebrado marinho. No entanto, novos estudos que visam a analise dos efeitos de
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toxicidade sdo necesséarios para um melhor entendimento da dindmica destas

substancias em ecossistemas aquaticos.
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Conclusbes

No presente estudo, os resultados dos ensaios de toxicidade aguda
demonstraram que o BHT apresentou maior toxicidade no valor de Clso (38,14
mg/L), enquanto MP e PP apresentaram valores de 74,47 e 73,20 mg/L,
respectivamente, podendo ser as trés substancias classificadas como “nocivas” de
acordo com a diretiva 93/67/CEE da Unido Européia (CEC, 1996).

Nos ensaios cronicos, 0 BHT novamente apresentou maior toxicidade no valor
de Clso (6,85 mg/L) sendo este classificado como “t6xico”, enquanto MP e PP
apresentaram valores de 20,09 e 15,57 mg/L, respectivamente, sendo estes
classificados como “nocivos”.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram a necessidade do
estabelecimento de concentracbes seguras de PCPs em ambientes aquaticos para
futura regulamentacdo na legislagdo ambiental brasileira, bem como a
implementacédo de programas regulares que visem o monitoramento dos niveis de
PCPs em Estacdes de Tratamento de Esgoto, buscando solucbes que propiciem a
reducédo/eliminacéo da carga de produtos de uso pessoal para o ambiente aquatico.

Além disso, os dados podem subsidiar futuras avaliacdes de risco ambiental
em relacdo aos conservantes de interesse em ambientes tropicais costeiros, bem
como embasar o0 estabelecimento de limites de concentracdo para esse grupo de

contaminantes na legislacao pertinente.
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Ensaio ourigo-do-mar 12/12/2018
Metilparabeno - F/Q

inicio 12/12/18 as 17h15min
término 14/12/18 as 11h15min

Propilparabeno F/Q

inicio 12/12/18 as 17h15min
término 14/12/18 as 11h15min

BHT Butilhidroxitolueno

inicio 23/01/18 as 17h45min
término 25/01/18 as 11h45min

Apéndice
pH
inicial
Controle 8,31
0,78 8,21
1,56 8,38
3,12 8,36
6,25 8,33
12,5 8,29
25 8,27
50 8,24
100 8,14
Controle 8,3
0,78 8,29
1,56 8,32
3,12 8,44
6,25 8,41
12,5 8,35
25 8,32
50 8,3
100 8,18
Controle 8,25
0,78 8,23
1,56 8,24
3,12 8,23
6,25 8,25
12,5 8,25
25 8,24
50 8,3
100 8,4

final
7,8
7,86
7,75
7,84
7,92
7,8
7,77
7,76
7,8

7,85
7,94
7,91
7,91
7,82
7,75
7,86
7,87
7,89

8,32
8,12
8
8,23
8,24
8,24
8,34
8,34
8,37

oD
inicial
7,5
7.4
7.2
8,1
8,3
8,8
9,1
8,1
9,3

8,7
8,4
8,5
8,6
8,6
8,4
8,3
8,1
8,4

9,1
8,8
8,7
8,9
9,1
9,2
9,1
9,6
9,4

final
6,1
6,1
6,2
6
59
59
6
5,6
59

6,1
6,1
6,2
6
59
59
6
5,6
59

9,8
9,4
9,7
9,5
8,9
8,8
8,7
8,7
8,7
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Salinidade
Inicial  Final
37 39
37 39
36 39
36 38
35 38
35 39
35 39
34 37
33 36
36 38
36 37
35 39
35 38
35 38
35 37
36 38
35 38
35 36
34 35
34 35
34 35
35 35
35 35
35 35
34 36
37 36
37 35



ANEXOS

ANEXO A - Relat6rio gerado pela Interface EPI SUITE para o metilparabeno

EPT Suite Result= For CA3 G5-T76-2

O i

r—(H,

SMILEES : COC{=0)eclce=[celil
CHEM :

MOL POR: CE H3 Q3

MOL WT : 152.15

- EPI 3TMMARY {v<.11) ———- —
Phy=ical Froperty Inputa:

Log How (octanol-water): —————

Boiling FPoint {deg C) : _—

Melting Point {deg C) : —————

Wapor Prea=sure (mm Hg} : _————

Water Jplubility {mgfL): _—

Henry LC [atm-nl/mol=} : —_—

Log Cctanol-Water Partition Coe=f [3RC):
Log How (HORWIN wl.65 satimate) = 2.00
Log How (Exper. database match) = 1.5
Exp=r. R=f: HAN3CH,C ET 2L. {189&5)

Boiling Pt, Melting Pt, Wapor Pressare Estimation= (HEBEWE wl.23}:
Boiling Pt [(deg C): 252.18 {Adapted Stein §F Erown method)
Melting Pt [deg Cl: 51.47 [Me=an or Weighted MF]

VP {mm Hg, 2% deg C1: 0.000855 {Modified Grain method)

VP (Fa, 25 deq C} - 0.114 [(Modified Grain method]

MP [exp databas=ze]: 1231 deg C

EF [=xp databa=ze]l: 275 dec deg C

Suhcooled liguid WP: 0.00%86 mm Hg (25 deg O Mod-Grain method)

: 1.31 Pa {25 deqg O, Hod-Grain methad)

Water 3olubility Estimate from Log How (WSHOW wl1._42):
Water Jpolubility at 25 deq € {mg/L): 58381

log Eow waed: 1.5 {=xpkow database)

no-melting pt equation u=ed

Water 3ol (Exper. database match) = 2500 mg/L (25 deg C)
Exper. R=f: YALHOWSHY.3H & HE,Y ([2003]

Water 3pl Eatinate from Eragments:
Wat 3ol (wl.01 =at) = 4Z50.€ mg/L

ECOSER Cla=a Program [ECO32A +1.11):
Cla=ala=s) found:
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Exter=
Phenols

Henry= Law Constant (25 deg ) [HEHRYWIN +3_320]:

Eond Mathod : 2_€1E-DID atm-md/mal= [(2_.6EE-004 Pa-miZ/mole)

Group Hethod: 2.222-008 atm—ndfmol=e [(Z.2EE-004 Pa-m3/mocle)

For Henry LC Compari=on Porposes:

Dzer-Enteraed Henry LC: not entered

Henry= LC [wia WF/HJol e=stimate uwaing T==r-Entered or Estimated walues]:
HLC- 2_36iE-008 atp-mifmol= (Z2_9D0QE-002 Pa-—mifmol=}

WE: 0.300355 mn Hg [=ource: HEGFVF]

WE: 5.598E+002 my/Ll [=ourc=: WSHDWRWLH]

Log Cctanpol-Rir Partition Comfficient (23 deg C) [EOARWIN <1.101:
Log Eow gssed: 1_.8f [=2xp databa=e]

Log Eaw gssed: -£6_321 [Henrydin es=t]

Log Hoa (EORWIH wl_ 10 ssatimate): E_T51

Log Hoa (experimental database): E_5%0

Probability of Hapid Biodegradation {BIOWIN +v=2.10):

Biowinl (Linear Hodel} : d.%E5]

Biowin2 (Mon-Line=ar Model) : 1.5971

Expert Survey Bindegradation Resulta:

Bipwind (Ultimate Surwey Model): 3.0585 [weak= 1
Eiowind (Frimary Survey Model] - 3.39e3 {dayas 1
MITI Biodegradation Probability:

Eiowind (MITI Lin=ar Hodel} : a.£2e1

Biopwint [(MITI Hon-Linear Model): a.778¢€
Anamerobic Bicdegradation Probakility:

Biowin? [(Anaerobic Linear Model]: d.£274
E=ady Biodeqgradabkility Prediction: YES

Hydrocarbon Bipdegradation (BioHCwin vl.01):
Structare incompatible with current estimaticon method!

Sorption to aerosacls=s [Z5 Dec C) [RERCHIN <«1_00]:

Wapor pres=ure [(liquid/sukconled): 1_21 Pa (0_0D58E =m Hg)
Log Eoa (Exp databa=e}: E_3570

Ep (particlefga=s partiticn coef. [mifugl}:

Mackay mod=l = Z.2EE-DOE

Ortanclfairx {Hpa} mopdel: 9_1ZE-D0S

Fraction sorbed to airborne particulates=s {phil:
Jonge—-Fankow model : B.24E-DOS

Mackay mod=l o.apgias

Ortanclfair {Hpa} model: 0.00724

Atmoapheric Oxidation (25 deq C] [RopWim w1 _B2]:
Hydroxyl Radicalas Beaction:

OYVEALLL OH Rate Constant = 11_0640 E-13 om2/molecnle=-aecs
Half-Lifa= 0.567 Day= (li-hr dayr 1.5EE TH/cmi)
Half-Lifa= 11_€00 He=

Ogone Beractiomn:

Ho Ozone Re=action E=timation

Eeaction With Hitrate Badicals May Be Important!
Fraction sorbed to airborne particulate=s {phi}:
o0.0001l32 [Junge—FPankow, Mackay avgl

0.00724 [(Eoa method]
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Hote: the =orbed fraction may ke resistant to atmospheric oxidation

Joil Adsorption Cosfficient (EOCWIN +2.00):

Koo = E€.29 L/kg (HTI method}
Log Ho=: 1.D03E& (HZI m=thod}
Ear = 128 Lfkg (How method]

Log Ho=: Z.110 {How m=thod}

Aqueous Base/Rpid-Catalysed Hydrolgsis=s (25 deg C) [HYDRIWIN w32 _00]:
Total Bh for pH > 4 at 25 deqg € z £.3€3E-003 Lfmol-sec

e Half-Life at pl G: 32.451 years

Er Half-Life at pH 7: 344 _50& years

{Total Eb& applizs only to e=ters, carbmates, alkyl halid=as)

Fipaccumumlation E=xtimate= [ECEBAF +w3.01):

Lag BCF from regreasion-bassd method = 0_8£0 [(BECE = 5.124 L/kg wet—wt}
Log Biotranaformation Half-1ife (HL} = -1_£732 days [(HL 0D_02112 days]
Log BCF Ernot—-Gobas method {(upper trophic) = 0_35E% (BCEF = 2_E3d2)

Log BAF Arnot-Gobas method (upper trophic) 0.3ES (BAF = Z.E332)

log Eow osed: 1_5& {[=xpkow databa=e}

Wolatilization from Water:

Henry LC: 2_22E-D009 atm-mi/mole {estimated by Group 328 Method)
Half-Lif= from Maodel Riwer: 2. 22CE+005 honrs 11._348E+D04 dasr=}
Half-Lif= from Maodel Lake : 2.523E+00£ hours 11 472ZE+D0E dagy=}

Banonra]l In Wa=tewater Treatme=nt:

Total removal: £.21 perocent
Total biodegradation: 0.1 peroent
Total alodge ad=ozption: 2.13 peroent
Total to AiEr: 0.0 percent

{using 10000 hr Bio P, A.5)

Lewe]l IIT Fugacity Model: [MCI Method)
Ma== Ampunt Half-Lifa= Emi==icns=

ipero=nt) thc) [Eg/hr]

Bir O.0401 23.2 1a0d
Water 0 2E0 1004d
Soil T5.5 Tan 100d
Sediment DO.1086 2.24=sD02 o

Par=i=tence Tim=: 720 khr

Lewe]l IIT Fugacity Model: [MCI Me=thod with Water percents}

Ma== impount Half-Lifa= Emi=m=icn=
iprro=nt) thr) [Eg/hr]

Air bD.0401 23 Z 1004
Wat=r Z0 2E0 1404
wabe=r f20)

biota 9 . 11=-D05)

=uspended sediment {0.D00Z235)

Soil 785 T 1004
Sedime=nts 0[0.10E 2. 24=sD0Z D

Par=i=tence Tim=: 720 khr

Lewe]l IIT Fugacity Model: [EQT D=fanlt}
Ma== Emount Half-Lif= Emi=m=icn=
iprro=nt) thr) [Eg/hr]



Air D.0o4z3 23.2
Wasar Z3 .49 2E0
water (22.2)

biota {0 _J300107)

=suspended =ediment {3.00131)

Sail TE_5 T30
Sedim=nt D0.0793 2.2¢=sl0Z

Pear=i=tenc= Tim=: £85 hr

1004d
1000

1a0d
o
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ANEXO B - Relatério gerado pela interface EPI SUITE para o propilparabeno

EPT Buite Eesult= For CAT 04-12-2

i
__EL—H‘

CMILES : CCOOC{=0)elceoc(e=l)l
CHEM :

MOL FOR: Cl0 H1Z 03

MOL ®WT : 1E0.31

- EPI 3TMMRARY {vw2.11l) —--—- ——
Phy=ical Froperty Inputa:

Log How (octanol-watser)
Boiling Foint {deg O}
Melting Foint {deg O}
Vapor Fras=ure (mm Hgl
Water Jolubilisy {(mgilL)
Henry LT [atm-nd/mol=]

Log Octanol-Water Partitiom Coef [3RC):
Log How (HORWIN vl &% sstimate) = 258
Log How [(Exper. databas=e match) = 3.0%
Exper. R=f: HAN3CH,C ET ZL. {1585)

Boiling Pty M=lting Ft, Vapor Pressure Estimation= (HEBEWE wl.23}:
EBoiling Pt (deg C): 2E5.14 {Rdapted 3tein §F Erown method)
Melting Pt [deg C1: T1.E1l ([Mean or Weighted MF]

VP {mm Hoge2& deg C): 0.000207 (Modified Grain method)

VP (Pa, 25 deq C} - 0.0409 {Mpdified Grzin mathod)

MF (e=xp databa=e]: 87 deg C

Schzooled ligquid WP: 0.00153 mm Hg (25 deg O, Mod-Grain method]

- 0.205 Fa (25 deg O, Mod-Grain method]

Water Jolubility Eatimate from Log How (WOHOW +1_.42):
Water Jolubility at 25 deg C {mg/L]: 525.3

log How wsed: 2.04 {=xpkow databa==)

ne-melting pt equation usad

Water Jol {Exper. database match) = S00 mgfL {25 deg C]
Exper_ Be=f: YALEORSHY,3H & HE.Y ([2003]

Water Jol Eatinate from Fragments:
Wat Jol (wl.01 =at) = 4i4_53 mg/L

ECOZLE Cla=a Progran [ECD3ER +1.11):
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Cla=saia=] found:
Extar=
Phenola

Hanry= Law Constant (&5 deg C) [HEHRYWIN +3.30]:

Bond Method : € _3ATE-DIY atm-md/mol= [6_4ZE-004 FPa-m3/mole)

Group Method: q_25E-0089 atm-md/mal= (4.21E-004 Pa-m3/mol=)

For Henry LC Compari=zon Purposes:

O=epr-Enteraed Henry LC: not =ntered

Henry= LC [wia WF/RSol estimate using U=er-Entered or Estimated wvalues]:
HLC: 1.375E-007 atm-md/moles [1_3B84E-002 Pa-mdfmole}

VE: Q.000307 mm Hy [=ource: HESFVF]

Wa: 2% mg/L (scarce: WIHOWAIN)

Log Cctanol-2ir Fartition Comfficient (33 deg C) [EORWIN wl_10]:
Log How osed: 3.04 [exp datzba=e)

Log Haw used: -€.564 (HenryWin e=t]

Log Hoa (EORWIN +l1_ 10 e=stimate): O_G14

Log Eoa (experimental databhase): Hone

Probability of Hapid Biodegradation ({BIOWIN w<_10):

Biowinl (Linear Hodel} : 0.5317

Biowind (Hon-Linear Hod=l) : a.59:57

Expert Survey Biodegradation Resulta:

Biowind (Ultimate Survey Model): 2.8975  [wmalks= |
Bipwind (Primary Survey Model) : 3.3564 {daps 1
MITI Biodegradation Frobability:

Bipwini (HITI Lin=ar Hodel} : a_£335

Bipwint€ (MITI Hon-Limear Hod=l): Jq.77&8
Angerobic Biodegradation Probabkility:

Biowin®? (Anasrpbic Lin=ar Model]: d.£753
Feady Biodegradability Prediction: YES

Hydrocarbon Bipdegradation (BioHCwin wl_0l):
Structure incompatible with current estimation method!

Sorption to se=rosocls (I3 Dec C) [REROWIN «1.00]:

Vapor pres=oare (ligquid/subcooled): 0204 FPa [0.00152 mm Hgl
Log Hoa (Hoawin est  }: B.€34

Ep (particlef/ga= partition coef. [mdfogl}):

Mackay model - 1_47E-00S

Oztanclfairx {Hpa) model: 0.00103

Fraction sorbed to airborne particulates {phil:
Jong=—-FPankow model o 0.0Das53l

Mackay model : n.dplis

Oztanclfair {Hpa) model: 0_07E2

Atmoapheric Oxidation (25 deqg C] [RopWin wl1.52]:

Hydroxyl Radizala Reaction:

OVEARLL COH Ezte Constant = 14_0&7E E-13 omi/molecula-aec
Half-Lif= 0.760 Dag= (l12-hr days 1.5EE OHfcmi)
Half-Lif= 5.124 Hr=

Orpne Beractiom:

Hz Ozone Feaction Estimation

Eeaction With Nitrate Radicals May Be Important!

Fraction sorbed to airbarne particulate=s {phil:

0.000E52 [Junge-Fankow, Mackay avg)



D.07€2 {Hpa mathad)
Hate: the =orked fraction may be reais=tant So atmospheric oxidatiom

Joil Adsorption Coesfficient (EOCWIN »2.00):

Eoaro = Z3E6_6 Lfkg (HCI method}
Log Hoc: Z_457 (HCT method)}
Koo : 2l0.2 L/Eg {How method}
Log Koz: Z.70E {Kow method}

Aqueous Ba=efirid-Catalyzed Hydrolgai= (25 deg &) [HYDBOWIN w2 . 00]:
Tatal Bh for pH > 3 at 25 d=g C = 5.103E-Jd03 Lfmol-s=c

e Half-Life at pH E: 4_ 305 years=

Ee Half-Life at ph 7: 43.052 years

{Total Kb appli=a only to e=ters, carbmates, alkyl halides)

Bipaccumulation Estimates [BCEBAFT +w3.01):

Log BCT from regression-based metheod = 1.672 [ECE = 47.08 Lfkg wet-wt}
Lzg Biotranaformation Half-1if= (HL) = -1_36E89 days (HL 004287 days)
Lzg BCF Zrnot—Gokas method (upper trophic] = 1.1894 (BCF 15.£2)

Log BATF Zrnot—Gobaz method (upper trophic] = 1.154 (BAF 13.£2)

log Kow maed: 2.04% {=xpkow databas=)

Volatilization from Water:

Henzy LC: 4.25Z-D19 atm-mifmole destimated by Group 3A3 Method)
Half-Lif= from Maod=l Riwer: 1_.34CSE+005 hoar= {770E days)
Half-Lif=e from Mode=l Lake : 2_.018E+00E hoar= 13 _407TE+004 dasr=}

Eeanowal In Wastewater Treatme=nt:

Tatal removal: E_04 percent
Tatal kisd=gradation: 0.13 percent
Total sludge ad=ozption: 5.92 percent
Total to Rir: 0.00 percent

{using 10000 hr Bio PR3}

Lewel IIT Fugacity Mode=l: [MCI Method)

Ma== REmount Half-Lif= Emis=icon=
ipETo=nt) thr) (Egfkr]

Air 0D.0714 13 .2 1a0ag
Water 17.7% 2E0 1a04a
Sail E2.1 730 1a0ad
Sedimant DO_Z32 2-24=s003 0

Par=i=tenc= Tim=: 74£ hr

Lewel IIT Fugacity Mod=l: [MCI Mathod with Water percoentss}
Ma== Rmount Half-Life Emis=icn=

ipezoent) thri (Eg/kz]

Air 0D.0714 13 .2 1a0a
Water 17.7% 2E0 1a0ad
wat=r {17_65])

biocta (0. gobsed)]

=uspended =ediment {0_0DOTE9)

Sail E2.1 730 1a0ad
Sedim=nt D[0.2Z322 2.24=£0032 0

Par=i=tenc= Tinm=: 74¢£& hr

Lewel IIT Fugacity Mod=l: (EQT Defanlt}
Ma== PEmount Half-Lif= Emis=ion=



{pero=ns) thri [Egfhr)
Air OD.0703 18.2
Water 17.2 2E0
water (17_2)

biota f0.300541)

suspended =ediment {0.011&]

Soil E2 .14 730
Sedim=ns D.21 2.24=:s002

Pear=i=tenge Tim=: 751 hr

1004
1004

1ao0d
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ANEXO C - Relatorio gerado pela interface EPI SUITE para o BHT

EFL Suite Re=nlt= For CAZ 13E-27-0

SMILES : Cclec{c(c(el}C(C) (CHCHO)CC) (E)C
CHEM :

MOL POR: Cl3 HE4 01

MOL WT : 2Z0.3%

- EPI 3MMMARY {v2.1l) ———- --

Phy=ical Froperty Inputa:

Log How (octanol-water): — —-——-——
Boiling Point {deg O} - —————
Melting Point {[deg C) : —————
Wapor Pres=sure (mm Hgl : ————
Water Jolubility {mgfL]: _—
Henry LC [atm-nd /mol=} : —————

Log Cctanol-Water Partition Coef [3RC):
Log How (HORWIN w1l &% eatimate) = 5.02
Log How (Exper. databas=e match) = 5.10
Exper. Ref: T3CAT3

Boiling Pt, M=lting Pt, Vapor Pres=ure Eatimation=s (HPBEVE vl_23}:
Boiling Pt (deg C): 28£.49 ({Edapted 3tein §F Erown method)
Melting Pt (deg Cl: B2.01 [M=an or Weighted MF)

VP {mm Hog,25 deg Cl: 0.00177 (Modified Grain method)

VP (Pa, 25 deg C} - 0.226 ([Modified Grain method)

MP [=xp databa=ze]: 71 deg C

EF [=xp databa=ze]: 2EJ deg C

VP [(=xp databa=ze]: 5.16E2-02 mm Hy {£.848E-001 Pa) at 25 de=q C
Suhoooled liquid WP: 0.0147 mm Hy (25 deg C, exp databas=e WP |

: 1.56 Pa [25 deg O, exp datzba=ze VP ]

Water Splubility Estimate from Log How (WOSHOW +l1.42):
Water Jplubility at 25 deg € {mgfL]l: 5.7443

log KHow gsed: 5.10 {=xpkow databas=}

no-melting pt equation a=ed

Water 3ol (Exper. databas=e match] = §.€ mgfL {25 d=g C]
Expa=r_. Re=f: INUI,H ET ZL. (18783}

Water 3ol Eatinate from Eragments:
Wat Jol (wl.01 eat) = 10.25]1 mg/L

ECOSAR Cla=s Progran [ECO3EA w1.11):
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Clo=aifa=) Ffound:
Phenols

Henry= Law Constant (25 deg C) [HEHRYWINM wi3.20]:

EBEond Mathod : 4_12E-DQE atm-mifmal= ([(4.18E-001 Fa-mZ2/mole)

Group Hethod: J_JEE-DDIE atm—ndSmal= ([2_43E-001 Pa-m2/mole)

For Henry LC Compari=zon Purposes:

Te=pr-Enterad Henry LC: not entered

Henry= LC [wia VEF/WSol ==timate using U=er-Entered or Estimated walu=s]:
HLC: 4d.%2EE-00& aton—méd/mol=s [(S9_047E+000 Pa—m3/mol=}

WP Q00177 mm Hg (socarze: MPEEVE)

W3- 5.75 mgfL [=ource: WIHCWWIM]

Log Cctanol-Air Partition Coefficient [23 deg C) [EORWIN <=1_1381:
Log How oa=d: &£.10 [=xp databa=e)

Log Haw os=d: -3.774 [HenryWin e=t]
Log Hoa (HOAWIN w1l 10 estimate): E_E74

Log Koa (experimental database): Hone

Probability of Rapid Biodegradation {(BIOWIN v4.10):

Fiowinl (Linear Hodel] : 1.4453

Eiowind [(Hon-Linear Mode=l) z a.1105

Expart Survey Biodegradation Resulta:

Bipwind (Tltimate 3Jurwvey Modal): 2.26085 (|weaek=-month=)
BEipwind (Primary Jurvey Mod=l] : 3.15941 {wemzk= 1
MITI Bipdegradation Probzbility:

Biowind (HIII Lin=ar Hodel] : a.2532

Fiowint [(MITI Hon-Limear Model) : a.a<13
Anaercbic Eicdegradation FProbability:
Biowin® (Anaerobic Linsar Model]: -3.7917
Beady Biodegradakility Prediction: EZ

Hydrocarbon Eipdegradation (BioHCwin wl._01):
Structure incompatible with current estimztion method!

Sorption to a=roacls ([E3 Dec C) [RAERCWIN wl1_0D0]:

Wapor pres=ares {(ligquid/subecooled): 1_.896 Pa (0.0147 mm Hgl
Log Koa (Koawin ==t }: E_G674

Ep (particlefga= partition coef. [mdSag)}):

Mackay model : 1.52E-Do0d

Octanol fair {Hoap model: 0_0001834

Fraction sorbhed to airborme particulate= {phil:
Jung=—FPankow model : S5.92E-DO5

Markay mod=l : 0.0pdiaz

Octanol fair {Hoal model: 0.0145

Atmoapheric Ouxidation (25 dag C] [RopWin wl._B2]:
Hydroxuyl Radiczla Beraction:

OVEARLL OH Eate Cons=stant = 1E.2887 E-12 ome/molecnle-ams
Half-Lif= = 0.565 Day= (li-hr dayr 1.5EE OH/cmi)
Half-Lif= = 7.013 Hr=

JOgone Eeactiomn:

Ho Ozone Re=action Estimation

Beaction With Hitrate Radical=s May Be Important!
Fraction sorbed to zsirbarne particulate= {phil:
E_.BSE-J0% {Junge=-Pankow, Mackay awvg)

0.014% {Hpa =m=thod}
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Haote: the =orked fraction may ke resi=tant o atmospheric oxidation

Joil Adsorption Cosfficient (EOCWIN «2.00):

Eoro = 1.475E+004¢ LSEg (HCI method]
Log Hox: 4.1£0 tHCT method]
Eor : Bl1E3 IL/kg [Eow method)
Log Ho=: 2_012 {How me=thod]

Aqueogus Ba=efipid-Catalyzed Hydrolgai= (25 deg &) [HYDBOIWIN «+2.00]:
Bate con=tant=r can HOT be m=xtimated for this structure!

Bipaccunulation E=timate= [BCEBAF +3.01):

Log BCF from regreasion-bas=d method = 2_EBE10 [BCE = €45.& Lfkg wet—wt}
Log Biotranaformation Half-1ife (HL) = 0_DE€23 day= (HL = 1.154 dagya]
Log BCEF Zrnot—-Gokbas method (upper trophic) = 2.502 (BLCE TSE )

Log BAF Zrnot-Gobas method [upper trophic) 2.514 (BaF E20_5])

log How oaed: 5.10 {=xpkow databa=s=)

Valatiligation from Water:

Henry LC: 3_36E-DIE atm-m2/mole {estimated by Group 3AR Method)
Half-Lif= from Mode=l Eiirer: 268.7 hoar= 110_7E dasy=}
Half-Lif= from Maodel Lake - 254E hoar= 1123 _E dasy=}

E=nconral In Wastewater Treatm=nt:

Total remowval: db.&% peroent
Tatal biadegradation: 0.7 percent
Total aludge ad=orption: T4.92 perceant
Tatal to Air: 0.03 percent

ju=sing 13000 hr Bio P A S)

Lewe]l IIT Fugacity Model: [MCL Method)

Ma== Ampunt Half-Lif= Emis=icn=
iperoent) thc) [kgfhr)

Air O.4E3 14 1a0a
Water 14.7 = Talu 1000
Soil 72.3 1_8e+0D3 1000
Sediment 12_.5 8_le+0D3 ]

Par=i=tenpe Tim=: 1.21=+002 hr

Lewe=]l III Fugacity Model: [MCI Method with Water percents]

Ma=s= Rmpunt Half-Life= Emis=ion=
iperosnt) thr) [kgfhr)

2ir b.%£2 14 1a0da
Hater 147 = Feli| 1aod
water 114_21)

biota (0 _38Da)

=uspended =eadiment {0.217)

Soil T2.1 1_de+002 100d
Sediment 12Z.3 B.le+0D2 (K

Par=i=tenpe Tim=: 1._.321=+002 hr

Lewe]l IIT Fugacity Model: [EQC Defanlt]

Ma== Amoont Half-Lif= Emi==icn=
iperoent) thc) [kgfhr)

Aix D.zv2 13 1004a
Waser 1.7 apa 1a0d

water 19.38)



biota 10.08332)

suspended =ediment {0.7E€5)

Soil 5a._5 1.8=+0D02
Sedim=nt 20._4 g_let+0la

Par=i=tenpe Tim=: 1._5=+003 ke

1004d
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ANEXO D - Carta controle de sensibilidade de organismos
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