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RESUMO

Compostos fendlicos sédo substancias de dificil degradacdo natural, o que os
torna persistentes no ambiente e, consequentemente, passiveis de bioacumulacao e
efeito adverso na biota exposta. A legislacdo vigente estipula o limite de 0,5 mg/L
para os compostos fendlicos, mas este valor ndo diferencia compostos de baixa e
alta toxicidade. Adicionalmente, o método quantitativo preconizado utiliza o fenol
como padrdo Unico, o0 que pode resultar em erros analiticos significativos,
dependendo do composto fendlico avaliado. Nesse contexto, este trabalho teve
como objetivo avaliar comparativamente a toxicidade de alguns compostos fenélicos
e verificar os desvios nas suas determinagcbes quantitativas, em situacdes nao
previstas nas Resolugcbes do CONAMA. Ensaios de laboratério utilizando o acido
galico, &cido caféico, fenol, para-cresol e Triclosan mostraram que 0s desvios
analiticos podem chegar a 440 % ,muito além do aceitavel para ensaios ambientais.
Ao mesmo tempo, os testes de toxicidade utilizando embrides de ourigo-do-mar
conforme a norma NBR 15.350 demonstraram efeitos adversos em concentracdes
menores que 0,5 mg/L e diferencas significativas na toxicidade dos compostos
avaliados. A comparacao da toxicidade dos compostos avaliados e a verificacdo dos
desvios nas suas determinacdes quantitativas, em situacbes nao previstas nas
Resolucbes CONAMA, demonstram o atual risco ecoldgico desses compostos em
ecossistemas aquaticos e sugerem a necessidade de revisdo dos atuais limites de
lancamentos, que poderiam regular individualmente os compostos fendlicos com
concentracdes de efeitos toxicas conhecidas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, fendis, riscos ecologicos, Resolucoes CONAMA.



ABSTRACT

Phenolic compounds are substances that present long-time biodegradation,
persisting in the environment and, consequently, able to accumulate and produce
adverse effects in the exposed biota. According to the Brazilian legislation, the limit
for phenolic compounds disposal is 0.5 mg/L, but this limit do not consider individual
compounds with higher or lower toxicity. Additionally, the recommended analytic
method indicates phenol as the unique standard and this can result in significant
analytical errors, depending on the evaluated phenolic compound. In this context, this
study aimed to evaluate the toxicity of different phenolic compounds and to verify the
deviations in their quantitative determinations, facts no anticipated in the CONAMA
Resolutions. Laboratory tests using gallic acid, caffeic acid, phenol, p-cresol and
Triclosan showed that analytical deviation could be as high as 440 %, far above the
acceptable limits for environmental assays. At the same time, toxicity tests using sea-
urchins’ embryos according to the procedure NBR 15.350 showed significant toxicity
of the mentioned compounds in concentrations lower than 0,5 mg/L. A comparison of
the compounds toxicity and the deviations in their quantitative determinations in
situations not covered by CONAMA, demonstrate the current ecological risk of these
compounds in aquatic ecosystems, and suggest the need to revise the limits of input,
which could individually regulate phenolic compounds with known concentrations of
toxic effects.

Keywords: Ecotoxicology, phenols, ecological risks, CONAMA Resolutions.
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1. INTRODUCAO

Compostos fendlicos sédo fartamente encontrados na natureza, sendo
produzidos naturalmente ou lancados através das atividades humanas na forma de
residuos. A maioria deles apresenta de média a alta toxicidade, podendo causar
perturbacgdes significativas ao meio ambiente. Os despejos industriais devem ser
rigorosamente controlados devido aos limites permitidos pela legislacdo vigente,
devendo ser aplicados processos de tratamento para o enquadramento dos mesmos
(PIVELI & KATO, 2005). Uma das possibilidades para estes tratamentos é o uso de
bactérias heterotréficas que utilizam os compostos fendlicos como fontes
energéticas. Caso as condi¢des utilizadas para esta biodegradacdo ndo sejam as
ideais, estes microorganismos podem ndo apresentar o rendimento desejado,
resultando no aumento das concentracdes dos compostos fendlicos no efluente
tratado. (SOUZA, 2000) Para evitar esta situacdo indesejada, o controle analitico ao
longo do tratamento se faz necessario para o acompanhamento do processo, de
modo a ndo ocorrer o comprometimento ambiental (GRACIOSO, et al 2010).

E importante ressaltar que os compostos fendlicos s&o substancias de dificil
degradacédo biologica podendo, por este motivo, ocorrer sua bioacumulacao,
interferindo nas funcdes celulares do metabolismo, nas transferéncias intra e
extracelulares de nutrientes, afetando os processos de absorcao e digestdo (OGA,
2008). A exposicdo continuada ao fenol e seus derivados podem causar efeitos
adversos a biota e causar perturbacfes aos ecossistemas aquaticos, principalmente
em algas, ouricos e peixes devido a disfuncbes organicas (ZAGATO &
BARTOLETTI, 2008). Por outro lado, alguns compostos fendlicos sdo de grande
importancia para 0s organismos Vvivos pois atuam como poderosos antioxidantes que
sdo importantes no combate aos radicais livres que podem estabelecer o estresse
oxidativo ou atuando como agentes quelantes que limitam a atuacdo negativa de
certos metais (VICENTE, 2009).

Nao comum a natureza, frequentemente sdo encontrados compostos como o
nonilfenol que é um plastificante utilizado em plasticos como o poliestireno e o
polietileno e o bisfenol-A, matéria prima utilizada na producao de diversos plasticos

como os policarbonatos e o PET (polietileno tereftalato) assim como nas resinas


http://pt.wikipedia.org/wiki/Res%C3%ADduo
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epoxi (EFSA, 2006, 2008, 2010). Produtos como detergentes, cosméticos,
medicamentos, tintas, herbicidas e pesticidas também apresentam compostos
fendlicos em suas composi¢cBes, 0os quais podem ser liberados nos ambientes
aquaticos através do descarte inadequado. Agentes tenso-ativos utilizados para
remocdo de gordura na producdo industrial do couro também apresentam
compostos fendlicos em sua composicao e, sendo a base de nonilfenol etoxilados
(soliveis em agua), aumentam as concentragcbes nos corpos receptores. Estes
alquilfendis alteram o comportamento de varias espécies de peixes, feminilizando os
machos e alterando seus metabolismos. Os mesmos compostos alteram a qualidade
do sémem humano, diminuindo a fertiidade masculina além de aumentar a
incidéncia de cancro testicular, criptorquia e cancer de mama (AZEVEDO, et al.,
2001).

Observando dados histéricos do monitoramento da qualidade de aguas
interiores do estado de S&o Paulo, realizado pela agéncia ambiental (CETESB),
nota-se que amostras analisadas no periodo de 2003 a 2007 apresentaram
concentracdes de fendis totais variando entre 0,05 e 3,62 mg/L (CESTESB, 2009),
as quais ultrapassaram o limite maximo permitido naquela época de 0,003 mg/L
(CONAMA 357/2005). Estes resultados foram considerados como potencial gerador
de efeitos adversos e poderiam causar disturbios em quaisquer sistemas biolégicos
e até a mortalidade (MESQUITA, 2011).

Atualmente, segundo a Portaria CONAMA n° 430 de 2011, a disposicdo de
compostos fendlicos em corpos receptores é limitada a 0,5 mg/L, com algumas
excecOes para compostos especificos (CONAMA, 2011). Assim, o descarte de uma
substancia ndo perigosa como o butil-hidroxi-tolueno (BHT) € enquadrada da mesma
forma que o pentaclorofenato de sédio (p6 da China) que € uma substancia
altamente toxica e carcinogénica. Este fato pode gerar discrepancias
ecotoxicolégicas, uma vez que diferentes compostos fendlicos apresentam
toxicidades bastante distintas (US-EPA, 1991). Ainda deve ser considerado que a
Legislacédo Brasileira indica, para quantificar os compostos fendlicos, 0 método por
espectroscopia visivel da 4-aminoantipirina, utilizando como padrao de quantificacédo
o fenol (CONAMA, 2011), o que acaba causando desvios nos resultados para varios

compostos fendlicos.
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Para este estudo, foi proposta a avaliacdo ecotoxicoldégica comparativa de
diferentes compostos fendlicos comumente encontrados em efluentes industriais e
domésticos, assim como o estudo dos desvios quantitativos causados pelo uso de

uma unica substancia como padrao.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 A importancia da 4gua

Como € de conhecimento generalizado, a agua € imprescindivel a vida e a
mesma vem se tornando cada vez mais escassa tanto em qualidade quanto em
guantidade. Apesar de ser um recurso renovavel, esta possibilidade estd se
tornando cada vez mais limitada. O planeta Terra tem cerca de 70 % de sua
superficie recoberta por agua e, por este motivo, também é chamado planeta Agua.
Todavia, a maior parte deste recurso natural (cerca de 97,0 %) nao € disponivel para
uso por se tratar de agua salgada. Considerando os 3,0 % restantes que poderiam
ser utilizados sem a dessalinizagéo, 2,3 % estdo armazenados nas calotas polares e
apenas 0,7 % estdo realmente disponiveis para consumo humano, como visto na
Figura 1 (OMTA, 2010; SOUZA, 2009).

agua disponivel
calotas polares (0.7 %)

2,3 %)

aguasalgada
(97,0%)

Figura 1. Distribuicdo das aguas no planeta Terra (adaptado de SOUZA, 2009).

A partir da Revolucao Industrial que se iniciou no final do século XVIII, o
crescimento da populacdo humana passou a demandar cada vez mais dos recursos
naturais, incluindo a agua. Adicionalmente, a demanda industrial crescente passou a
agredir o meio ambiente com quantidades superiores a sua capacidade de
autodepuracdo, contaminando as aguas cada vez mais escassas (SHELDON,
2008).

Considerando apenas a agua disponivel, verifica-se que 77 % do total citado
acima se encontram congelado em locais frios como nos topos nas montanhas, 22

% estdo dispostos na forma de lencgodis subterrdneos de grandes profundidades e
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apenas 1 % refere-se a aguas superficiais de pronta utilizacdo. Devido ao baixo
volume disponivel, qualquer contaminagdo das &aguas amplia a tendéncia ja
diagnosticada do seu esgotamento, com a possibilidade de perdas irreparaveis a
biodiversidade e risco a prépria sobrevivéncia do homem (PIMENTEL, 1999).

Um dos primeiros alertas versando sobre o consumo irresponsavel da agua
pela sociedade humana ocorreu no comeco da década de 1970 através da
publicacdo do livro “Limits to growth”. Este trabalho destacou a disponibilidade finita
e freqientemente ndo renovavel dos recursos naturais, apresentando cenarios
alternativos para a sustentabilidade global. Foram utilizados modelos de computador
simulando as interacbes entre a populacdo, os alimentos, a producao industrial, a
poluicdo e os recursos naturais ndo renovaveis, apresentando conclusdes sobre a

importancia de se proteger a natureza a nivel global (MEADOWS, 1972).

2.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo substancias organicas que apresentam em suas
estruturas moleculares pelo menos um grupo hidroxila ligadas diretamente a um anel
aromatico. Seu representante mais simples € o fenol, sendo que a substituicdo de
um ou mais atomos de hidrogénio ligados ao anel aromatico por diferentes grupos
substituintes forma os derivados fendlicos (MORRISON & BOYD, 2002). Sé&o
metabolitos secundarios formados através de mecanismos de defesa dos vegetais a
condicBes de estresse (PERRON, 2009). S&o encontrados nos vegetais podendo
ser citados o proprio fenol, os flavonoides, as cumarinas, os tocoferdis (vitamina E),
os acidos organicos multifuncionais e os derivados de &cidos cinamicos, dentre
outros (NACZK & SHAHIDI, 2004; DECKER, 1995). Geralmente encontram-se na
forma de ésteres sollveis em agua e em solventes organicos polares. Sao
importantes para o0s vegetais, sendo acumulados na estrutura vacuolar e no
apoplasto (TAKAHAMA, 2004), agindo na defesa durante as mudancas ambientais
fisicas, quimicas e bioquimicas (RHODES,1994). Combinam-se facilmente com
outros compostos como carboidratos, aminas, alcaloides, terpenos e &cidos
organicos (RHODES, 1994). Em pH extremos e principalmente em meio alcalino,

dao origem a mistura de isbmeros de posicao, visto que normalmente apresentam
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isdbmeros cis e trans. Geralmente sdo instaveis a altas temperatura e tem o

capacidade de absorver radiagao ultravioleta (BOUDET, 2007). Auxiliam os vegetais

a se defender contra o ataque de agentes patogénicos e predadores, formando uma

relacdo simbidtica com micro-organismos do solo na fixacdo do nitrogénio do ar

atmosférico para a producdo de nitratos (WILDMAN, 2001). Por apresentarem alto

potencial redox, atuam como antioxidantes e tém a capacidade de atuarem como

guelantes de metais de transicdo (TSAO & DENG, 2004). Compostos fendlicos sdo

introduzidos no ambiente aquatico como subproduto de processos industriais ou via

efluentes domésticos (Figura 2).

mommzze. Origins and Fate of PPCPs in the Environment

1) Uso por individuos (1a) e por animais (1b):
Excrecdo, suor, vomito, excrecdo exacerbada
por doengas.

- Eliminagdo de medicamentos ndo utilizados
na rede de esgoto, vazamento na rede de
esgoto.

- Disposi¢do de animais mortos/sacrificados
que foram medicados e servem de alimento
para animais nocrdfagos (1c).

2) Lancamento de residuos hospitalares tratados
e ndo tratados na rede coletora de esgoto
doméstico.

3) Langamentos de residuos em fossas (3a).

4) Utilizac&o de esterco e de residuos sélidos de
ETE.

5) Introducdo de residuos através do contato
primario.

'Pharmaceuticals and Personal Care Products #%", | US.Environmental Protection Agency

3 v, | Office of Research and Development
(' § National Exposure R h Lab y
Environmental Sciences Division
"""‘"J Envi tal Chemistry Branch

6) Lancamentos industrias via efluentes controlados e ilicitos.

7) Disposicdo em aterros de residuos domésticos,
hospitalares e de substancias perigosas e lixiviagdo de
aterros e cemitérios com problemas estruturais.

8) Utilizacdo de ragdo com medicamentos na aquicultura,
excretas dos animais cultivados.

9) Lancamento de medicamentos com dupla funcéo.

10)Fototransformacéo, alteracOes fisico-quimicas,
volatilizacdo, degradacdo, mineralizacdo, absorcdo
pelas plantas.

Figura 2. Rotas de entrada de compostos fendlicos para ecossistemas aquaticos. Adaptado de
USEPA (2010) http://www.epa.gov/ppcp/pdf/drawing.pdf.


http://www.epa.gov/ppcp/pdf/drawing.pdf
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Conforme a Resolugcdo CONAMA N° 430 de 2011, o limite para o langcamento
de compostos fendlicos em corpos receptores aquaticos é de 0,5 mgiL,
independendo do composto considerado. A seguir, estdo apresentadas algumas
informacgdes sobre o fenol e alguns de seus derivados.

2.2.1 Fenol

Apresenta o nome oficial hidroxi-benzeno, sendo uma substéncia organica com
caracteristica acida. E obtido pela hidroxilacdo do benzeno (adicdo de um grupo
OH), possuindo, portanto um grupo hidroxila ligado diretamente ao anel aromatico. O
fenol tem acado fungicida e bactericida sendo por isto utilizado como desinfetante.
Como matéria prima, o fenol é utilizado na fabricacdo de plasticos, corantes e
resinas. Alguns de seus derivados possuem propriedades antioxidantes, sendo
utilizados na industria de cosmeéticos. Apresenta a formula estrutural plana vista na

Figura. 3.

OH

Figura 3. Férmula estrutural plana do fenol.

Dentre outras, o fenol apresenta as propriedades fisico-quimicas relacionadas

no Quadro 1.
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Quadro 1. Algumas propriedades do fenol (The Merck Index, 2001).

Propriedades Caracteristicas
Férmula molecular Ce¢HsOH
Massa molar 94,11 g/mol
Densidade 1,07 g/mL
Ponto de fuséo 41 °C
Ponto de ebulicdo 182 °C
Aparéncia solido cristalino branco
Solubilidade em agua 8,4 /100 mL a 20 °C

Esta substancia é toxica para diferentes animais, incluindo os marinhos. Se for
ingerido, inalado ou absorvido pela pele ou membranas mucosas, pode apresentar
alta corrosividade e irritabilidade aos tecidos. Mesmo em baixas concentragcfes pode
causar queimaduras severas desde eritema até necrose e gangrena. Afeta o sistema
nervoso central, o figado e os rins, podendo levar a morte (SOUZA, 2008).
Apresenta potencial letal para a vida, ocasionando fraqueza muscular, perda da
coordenacao motora, convulsdes, respiracao irregular, efeitos neurolégicos, renais,
hepaticos e até coma (Wagner, 2002).

Como todo composto fendlico apresenta a capacidade de doar um atomo de
hidrogénio oriundo de sua hidroxila, atuando entdo como redutor que desativa
diferentes radicais livres (LEMOS et al., 1999). As fontes exdgenas geradoras de
radicais livres incluem a poluicdo do ar, os solventes organicos, os pesticidas e as
radiacbes. Radicais livres enddgenos sdo gerados através de mecanismos
metabolicos como a metabolizacdo de carboidratos e acdo de varias enzimas
(AUGUSTO, 2006). Estes radicais livres podem causar alteracdes nos acidos graxos
poli-insaturados dos fosfolipidios das membranas celulares, que ficam muito
vulneraveis (HALLIWELL, 1999). Esse processo € oxidativo e denominado
peroxidacao lipidica e, uma vez instalado, afetam a integridade estrutural e funcional
da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade (RICE-EVANS et al.,
1995).



21

2.2.2 Acido caféico

Apresenta o nome oficial acido 3-(3,4-dihidroxi-fenil) propen-2-6ico, sendo um
composto dihidroxilico pertencente a familia dos &cidos hidroxicinamicos. E
produzido nos vegetais a partir do &cido 4-hidroxicinamico que é inicialmente
transformado a &cido ferdlico, que sob acdo enzimatica € convertido em acido
caféico (LI et al., 2009). Esse composto apresenta agéo fungicida e alguns estudos
mencionam que pode apresentar acao anticarcinogénica (OLTHOF, 2001,
VICENTE, 2009). Apresenta ainda atividade antioxidante, imunomoduladora e anti-
inflamatoria, podendo agir na reducdo do estresse oxidativo (VICENTE, 2009). A
acdo deste acido no solo reduz o crescimento de raizes, interferindo na absor¢céo de
minerais e balanco hidrico. (MATTOS, 2009). Apresenta a férmula estrutural plana

vista na Figura 4.
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Figura 4. Férmula estrutural plana do acido caféico.

Dentre outras, o acido caféico apresenta as propriedades fisico-quimicas rela-

cionadas no Quadro 2.

Quadro 2. Algumas propriedades do acido caféico (The Merck Index, 2001).

Propriedades Caracteristicas
Formula molecular CyHgO,
Massa molar 180,16 g/mol
Densidade 1,478 g/cm®
Ponto de fusdo 223 a 225°C
Ponto de ebuli¢céo 416,82 °C (690 K)
Aspecto cristais amarelados
Solubilidade em agua 54,1 g/L (25 °C)
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Em baixas concentragbes (0,05 %), este composto combate radicais livres e
atua como quelante de metais de transicdo (STALMACH, 2006). Ndo é mutagénico
(OMS, 1972) e pode atuar na regressao de hepatocarcinomas, diminuindo a
metastase e a formacdo de tumores precedidos de hiperplasia, 0 que pode
representar o principal mecanismo de acao anti-carcinogénica (CHUNG et al., 2004;
TANAKA; MORI, 1995).

Possui acdo hipoglicemiante aumentando a absorcéo da glicose pelas células e
estimulando as enzimas fosfolipase e proteina C quinase que ativam os receptores
de absorc¢do de glicose através da fosfolipase C-proteina quinase C (LO & CHUNG,
1999).

Sua acao antioxidante € baseada no fornecimento do &tomo de hidrogénio de
seu grupo fenolico que neutraliza radicais hidroxilas (BENINCA, 2009 ). Esta aco é
atil quando ha um desequilibrio que resulta no aumento de radicais livres ou na
reducdo do sistema antioxidante, levando ao estresse oxidaditvo que pode causar
sérios danos a moléculas biologicas como DNA, RNA, proteinas, carboidratos etc.
(MANACH; et al., 2005; TANG et al.,2000). Os radicais livres gerados no estresse
também podem reagir com os fosfolipideos que revestem as células produzindo
peroxidacdo dos acidos graxos, oxidacdo das lipoproteinas e outras modificacdes
celulares (LO & CHUNG, 1999). Vieira et al. (1998) avaliaram o potencial
antioxidante dos acidos caféico e p-cumarico e do ion ascorbato na oxidacao da LDL
(lipoproteina de baixa densidade) promovida pela ferrilimioglobina, observando que
atividades antioxidantes por parte dos dois acidos foram superiores a apresentada
pelo ion ascorbato. Além disso, estas substancias demonstraram um efeito
sinérgico, um fato de grande fisiolégica (CHUNG et al., 2004).

Acao quelante em relacdo aos metais de transicdo esta na captacdo molecular
ionica por atracdo por eletropolaridade e fixacdo desses ions numa forma estavel
(STALMACH, 2006)

2.2.3 Acido gélico

Esta substancia apresenta o nome oficial acido 3,4,5-triildroxibenzoico, sendo

um composto que pertence a funcdo dos acidos monocarboxilicos com estrutura
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fendlica trihidroxilada. E produzido por vegetais como noz-de-galha, hamamélis e
folhas de cha (HODGSON, 2004), no carvalho e nas uvas (HOGAN, 2009). O acido
galico e seus derivados podem se apresentar na forma esterificada com
polissacarideos hidrossolUvel de ocorréncia natural, os quais apresentam diferentes
acOes biolégicas. Sdo encontrados na dieta e reduzem os riscos de doencas como a
aterosclerose, cancer e outras de origem neurodegenerativas (LEE et al., 2000).
Possuem propriedades adstringentes, precipitam varias proteinas e sdo usados em
casos de intoxicacdes (PERRON, 2009). O acido galico apresenta a férmula
estrutural vista na Figura 5.
O OH

HO OH
OH

Figura 5. Férmula estrutural plana do acido galico.

O &cido galico descrito acima apresenta caracteristicas fisico-quimicas sendo

gue algumas delas estéo relacionadas no Quadro 3.

Quadro 3. Algumas propriedades do acido galico (The Merck Index, 2001).

Propriedades Caracteristicas
Formula molecular C;HeOs
Massa molar 170,12 g/mol
Densidade 1,7 g/cm® (anidro)
Ponto de fuséo 250 °C (5623 K)
Ponto de ebuli¢céo apresenta decomposicdo antes da ebuli¢cdo
Aspecto po branco
- 1,1 g/100 mL em agua a 20°C (anidro)
Solubilidade em agua
1,5 g/100 mL em &gua a 20°C (monoidrato)

E considerado um fitoterapico de acdo antibacteriana de baixa toxicidade em
concentracfes menores que 1,5 g/kg, porém em concentracdes acima de 2,0 g/kg é
considerado téxico. Apresenta acdo anti-inflamatoria (KROES et al.,1992). Pode

exercer acdo sobre o ciclo celular que pode resultar em variacdes no crescimento
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das células. E encontrado em altas concentra¢cdes na polpa da roma (SALUCCIi et
al., 2002).

O &cido gélico tem a capacidade de inibir atividades miotdxicas (venenos de
cobras que necrosam as fibras musculares), e neurotoxicas (venenos que agem no
sistema nervoso provocando parada respiratoria) formando um complexo inativo
com as substéncias toxicas, mesmo aquelas produzidas por animais peconhentos
(COSTA, 2010).

Assim como o acido caféico, apresenta forte acdo antioxidante combatendo os
radicais livres ao fornecer a estes o hidrogénio de algum dos seus grupos fendlicos.
Esta reacdo neutraliza a acdo de radicais livres como o hidroxila, formando
moléculas mais estaveis que podem ser eliminadas dos organismos (INOUE et al.,
1995). Por suas propriedades redutoras, desempenha fungcdo importante na
prevencdo do envelhecimento precoce e no desenvolvimento de doengas cronicas
nao transmissiveis (DCNT). Tem a capacidade de quelar metais de transicao
(REYNOLDS, 1991) e potencial propriedade anticancer (FIUZA, et al., 2004).

Em solucdo aquosa apresenta caracteristica fotossensivel que € a
possibilidade de apresentar reacfes com a participacdo da luz (visivel ou nao),
sofrendo processo de oxidacdo. Esta caracteristica é bastante comum nos
antioxidantes. Nos organismos vivos pode inibir a peroxidacao lipidica e a lipo-
oxigenase (SCALBERT et al., 2005).

2.2.4 Os cresois e 0 p-cresol

Cresois sdo compostos fendlicos nos quais um dos hidrogénios aromaticos foi
substituido por um grupo metila (-CH3). Existem trés isdmeros de cresois que sédo o
orto-cresol (1-hidroxi-2-metilbenzeno, 2-metilfenol), o meta-cresol (1-hidroxi-3-
metilbenzeno, 3-metilfenol) e o para-cresol (1-hidroxi-4-metilbenzeno, 4-metilfenol),
todos com férmula molecular C;HgO. Suas misturas sdo conhecidas como creolina
ou lisol. S&o encontrados em diferentes alimentos, na madeira, no tabaco, no
alcatrdo da hulha, no 6leo cru e em misturas obtidas ao aquecer o alcatrdo da

madeira. Podem ser utilizados na conserva¢do da madeira mas sua maior utilizacédo
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esta relacionada a fabricacdo de resinas sintéticas para esmaltes isolantes de fios
de cobre utilizados em motores elétricos e geradores (SOUSA, 2008). Apresentam
ponto de fusédo entre 11 e 35 °C, ponto de ebulicdo entre 191 e 202 °C e solubilidade
entre 2,3 e 2,6 g/100 mL de &gua a 25 °C, dependendo do isdmero avaliado
(MORRISON & BOYD, 2002). Destes isomeros, foi escolhido para este estudo o
p-cresol.

O p-cresol apresenta a formula estrutural exibida na Figura 6. Pode ser
produzido quando microorganismos degradam matéria organica e € utilizado na
fabricacao de fosfato de tricresilo, salicilaldeido, cumarina, e varios herbicidas. Serve
como composto de desinfeccdo em lavagens téxteis, agente de fumigagcdo, em
reveladores fotograficos, para a fabricacdo de explosivos, para a sintese de insumos
guimicos agricolas, para limpeza e na flotacdo de minério. Sdo bons antissépticos,
desinfetantes e parasiticidas na medicina veterinaria (SOUZA, 2009; EMERY, 1970)

H3C OH

Figura 6. Férmula estrutural do para-cresol.

Para o para-cresol, estdo destacadas algumas de suas propriedades fisico-

guimicas no Quadro 4.

Quadro 4. Algumas propriedades do acido para-cresol (The Merck Index, 2001)

Propriedades Caracteristicas
Formula molecular C;HgO
Massa molar 108,13 g/mol
Densidade 1,0347 g/mL
Ponto de fuséo 32-34°C
Ponto de ebuli¢cdo 202,5
Aspecto cristais ambar
Solubilidade em agua 2,4 g/100 mL (40 °C)

Além de sua toxicidade e biodeposicdo, no ambiente aquatico o p-cresol pode
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sofrer uma série de transformagfes fotoquimicas ou bioquimicas, produzindo
produtos muito toxicos que podem alterar a percep¢do quimica, motora e reprodutiva
dos peixes, causando inibicdo para desova, deformacdo de 6rgdos reprodutores,
perda de membros, alteracdes respiratorias e até desenvolvimento de carcinomas.
Os efeitos subletais podem levar a morte em exposi¢cdes prolongadas. Mesmo em
baixas concentracbes, o para-cresol e seus produtos de degradacdo séo letais ao
meio ambiente aquatico, causando a morte dos organismos ou alteracdes
ecologicas que impediriam que os mesmos realizassem suas funcbes no
ecossistema. Efeitos indiretos e subletais podem, a médio e longo prazo, causar a
reducdo das populacdes das espécies expostas. A acumulacdo deste xenobibtico
nos organismos através de exposicOes repetitivas pode atingir valores suficientes
para causar danos vitais (MAGALHAES & FERRAO, 2008).

Pelas caracteristicas do composto, a exposi¢cdo ao para-cresol pode ocorrer
através das vias digestorias, respiratéria e dérmica. E um inibidor enzimatico que
altera o metabolismo de diversas enzimas e proteinas relacionadas a degradacéo e
sinteses dos compostos. E bem absorvido em decorréncia da alta lipossolubilidade
desse composto. Em funcdo de sua constituicdo lipoprotéica, as membranas
biologicas sao facilmente transpostas por esse composto (EMERY, 1970).

O para-cresol atravessa facilmente a barreira hematoencefalica podendo
provocar manifestacdes neuroldgicas variadas. Adicionalmente, pode produzir
efeitos carcinogénicos e teratogénicos, alteracbes no neurodesenvolvimento com
diferentes e imprevisiveis consequéncias, na maturacdo neurolégica, aumento da
taxa de respiracdo e da frequéncia cardiaca, do fluxo sanguineo para os tecidos e

alterar fatores genéticos ou comportamentais (EMER, 1970)

2.2.5 Triclosan

O Triclosan ou triclosano apresenta o nome oficial 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)
fenol. E um derivado fendlico triclorado e lipofilico, que tem sido utilizado em
formulacbes de medicamentos, cremes dentais e faciais, shampoo e sabonetes,
dentre outros. Pode ser adicionado a varios tipos de materiais como embalagens de

alimentos, adesivos, brinquedos, polietileno, sapatos, selantes, tintas, colchdes,
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roupas, cortinas, pisos, toldos e argamassa (US-EPA, 1991). E utilizacdo devido a
sua grande eficicia antisséptica, sendo eficiente contra as bactérias dos tipos Gram-
negativas e Gram-positivas, fungos e bolores. Apresenta a férmula molecular
C12H-CI30, vista na Figura 7. O uso na pele e na cavidade bucal apresenta boa
tolerancia em baixas concentragdes (CORTEZ, 2010). J& foi verificado que as 4guas
superficiais que recebem produtos contendo Triclosan podem apresentar este
composto em concentracdes suficientes para gerar efeitos cronicos a biota (CRANE
et al., 2006). Estudos realizados por Heath et al. (2001) demonstraram a capacidade
desta substancia de inibir a sintese de &cidos graxos e de fosfolipideos nas
membranas celulares, interferir nas funcdes mitocondriais e desestabilisar as

membranas lisossémicas (CANESI, L et al., 2007).

Cl OH

Cl Cl

Figura 7. Férmula estrutural plana do Triclosan.

O Triclosan, cujas propriedades estdo descritas acima, apresenta as

caracteristicas fisico-quimicas relacionadas no Quadro 5.

Quadro 5. Algumas propriedades do Triclosan (The Merck Index, 2001).

Propriedades Caracteristicas
Formula molecular C12H,CIl30,
Massa molar 289.54 g/mol
Densidade 1,49 g/cm3
Ponto de fusédo 55°Cab57°C
Ponto de ebuli¢cdo 120 °C (393 K)
Aspecto p6 branco
Solubilidade em 4gua pouco solivel em agua, parcialmente
solivel na maioria dos solventes organicos.
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O Triclosan é utlizado em veterinaria medicina, saude humana, praticas
agricolas e cosmeéticos. Apdés o0 uso de produtos contendo este composto, uma
proporcao significativa do mesmo é excretada sem ser metabolizado e alcanga as
estacdes de tratamento de dguas (ETA) onde ndo € eliminado pelo tratamento com
tecnologia convencional (MELO, 2010). Os seres humanos posuem boa tolerancia
para o Triclosan na pele e cavidade bucal em baixas concentracdes. Porém no meio
ambiente, o mesmo pode ser degradado por microrganismos e/ou luz solar
formando compostos téxicos como os clorofenois 2,8-diclorodibenzo-p-dioxina e 2,4-
diclorofenol. Estes compostos tém sido detectados em ambientes aquaticos e sua
superexposicdo pode causar efeitos indesejados para 0s organismos marinhos
(CORTEZ, 2010). A introducdo continua de Triclosan nos ambientes aquaticos ja
tem apresentado toxicidade aguda e cronica de gametas e embrides de Perna perna
em concentracdes encontradas no ambiente. Tal abordagem esta fornecendo uma
alerta precoce de riscos ecoldgicos para 0s ecossistemas aquaticos, que devem ser
considerados na futura legislacdo e as decisbes de gestdo deste composto
(CORTEZ, 2010).

Ao se ligar com a acil enoil-redutase (proteina transportadora), o Triclosan
diminui a afinidade da ligagcdo com a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD")
resultando na formagcdo de um complexo que impede o NAD" de participar na

sintese dos acidos graxos.

2.3 Ensaios ecotoxicologicos

Os compostos fenolicos podem interferir em varios processos biolégicos e sua
acumulacdo no ambiente pode persistir por muitos anos por serem pouco
biodegradaveis, vindo a atingir concentracfes toxicas para 0s organismos. Muitos
dos efluentes industriais podem apresentar estes compostos provenientes de
descartes das etapas produtivas, dos esgotos sanitarios e de derramamentos
acidentais (PIVELI & KATO, 2005). Efeitos de xenobidticos podem ainda se
manifestar através de alteracfes fisiolégicas como diminuicdo na capacidade de
reproducdo e alguns trabalhos tém utilizado ensaios de fecundacdo e

desenvolvimento embrionario para avaliar os efeitos da contaminacdo (PEREIRA,
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2008). A viabilidade dos gametas, bem como a capacidade de desenvolvimento
larval podem refletir as condicbes de organismos expostos a contaminantes e sua
capacidade de reproduzir-se, com reducdes no percentual de fecundacéo e de
larvas bem desenvolvidas sendo observadas em organismos expostos a
contaminantes. Os danos causados por xenobiéticos em organelas e a integridade
reprodutiva tém sido utilizadas como biomarcadores de estresse quimico
(HODGSON, 2004). Os ensaios de avaliacao foram feitos em varios niveis de
concentragfes para cada substancia. O fator reprodutivo tem sido utilizado como
biomarcador do estresse quimico (PEREIRA, 2008).

Niveis de concentracfes inferiores a 0,5 mg/L de compostos fendlicos totais
avaliados pelo método da 4-aminoantipirina sdo permitidos nos despejos de
efluentes (CONAMA, 2011) mas, dependendo do composto envolvido, sua
toxicidade pode variar enormemente.

Para se contornar o problema da toxicidade diferenciada dos compostos
fendlicos, podem ser utilizados os ensaios ecotoxicolégicos. Um dos métodos mais
utilizados para aguas marinhas é o do desenvolvimento embrio-larval do ouri¢co-do-
mar (Lytechinus variegatus, L), que verifica a toxicidade do efluente em estudo a
estes embrides sem se preocupar com a hatureza quimica do contaminante. Este
ensaio € realizado conforme a norma NBR 15.350 (ABNT, 2012).

O termo ecotoxicologia foi primariamente sugerido na reunido do “Committee of
the International Council of Scientific Unions” (ICSU), realizada em junho de 1969
em Estocolmo. Este termo seria aplicado aos estudos que avaliassem os efeitos das
substancias quimicas naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos incluindo os
animais e vegetais, terrestres e aquaticos, que constituem a biosfera (ZAGATTO &
BARTOLETTI, 2008).

Estas metodologias foram desenvolvidas para fornecer as ferramentas aos
estudos de contaminag¢des ou lancamentos de compostos toxicos, sendo que uma
das suas vantagens € poder prever de forma antecipada os efeitos na biota a partir
da andlise das curvas concentracao-efeito e concentracdo-resposta de organismos
vivos (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

Uma limitacdo destes estudos é que muitas vezes 0S mesmos Sao incapazes

de suprirem informacfes exatas para determinados agentes quimicos, uma vez que
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0S mesmos se baseiam na observacdo de efeitos utilizando concentragbes muito
altas, o que acaba requerendo extrapolacdes questionaveis para doses inferiores.
Adicionalmente, varios destes testes foram desenvolvidos nas décadas de 1950 a
1980, baseando-se em conhecimento muitas vezes ja ultrapassado. Em
contrapartida, novos ensaios baseados principalmente na biologia celular e
molecular tém sido propostos para suprir estas deficiéncias (ANDERSEN &
KREWSKI, 2009; HARTUNG, 2009).

A partir de 1975, a avaliagdo da qualidade da &gua através de testes
ecotoxicoldgicos tem sido padronizada com a participagdo do Comité Técnico de
Qualidade das Aguas da “International Organization for Standardization — 1ISO”, da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB e da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT. Ensaios
envolvendo determinacdes de toxicidade aguda e crbnica ja foram padronizados
utilizando como indicadores diferentes algas, microcrustaceos, equinodermas e
peixes (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008; MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

De uma forma geral, os ensaios ecotoxicol0gicos seguem 0O roteiro geneérico da

Figura 8.
Ecotoxicologia
aquatica
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Analises quimicas;
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Figura 8. Modelo geral no desenvolvimento de andlises ecotoxicoldgicas (adaptado de (RAND;
WELLS; McCARTY, 1995).
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2.4 Resolu¢cbes CONAMA

O Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA é a entidade encarregada
de definir e implantar as diretrizes ambientais para o Territério Nacional. Este 6rgao
foi implantado em 1982 através da Lei N° 6.938/1981, sendo diretamente
subordinado ao Ministério do Meio Ambiente - MMA. Uma das diretrizes mais
conhecidas e utilizadas deste 6rgao € a Resolucdo CONAMA N° 357 sancionada em
17 de Marco de 2005. Este documento dispde sobre a classificacdo e diretrizes
ambientais para o enquadramento dos corpos de agua superficiais bem como
estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes (CONAMA N° 357,
2005).

Para complementar e alterar em alguns pontos a CONAMA N° 357, foi
sancionada em 13 de Maio de 2011 a Resolucdo CONAMA N° 430 que disp0e sobre
condicOes, parametros, padrbes e diretrizes para a gestdo de lancamentos de
efluentes em corpos de agua receptores. Sua emissao foi motivada para preencher
certas lacunas existentes na CONAMA N° 357, sendo que um dos seus itens mais
importantes foi a inclusdo de parametros relacionados a capacidade de
autodepuracdo dos corpos receptores, sendo definidos varios termos néo
especificados na anterior. Alguns deles estdo citados no Quadro 6 a seguir

(CONAMA N° 430, 2011).
Quadro 6. Definic6es de alguns termos da Resolugdo CONAMA N° 430/2011.

Termo Defini¢éo

Valor maximo que o corpo hidrico pode receber de
Capacidade de suporte do corpo um determinado poluente sem comprometer a
receptor. qualidade da agua e seus usos determinados pela
classe de enquadramento.
Maior concentracdo do efluente que ndo causa efeito
deletério estatisticamente significativo na
sobrevivéncia e na reproducédo dos organismos.
Formulas para o célculo da concentracdo do efluente
em corpos receptores confinados ou em areas
abertas.
Concentragdo letal mediana (CL-50) | Concentracéo do efluente que causa efeito agudo de
e concentracao efetiva mediana (CE- | letalidade ou imobilidade a 50 % dos organismos.
50).

Fator de toxicidade ou FT.

Concentracgéo de efeito ndo
observado ou CENO.

Concentracgéo do efluente no corpo
receptor ou CECR.

Menor diluicdo do efluente que ndo causa efeito
deletério agudo aos organismos.
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A Resolucdo CONAMA 430 (2011) preconiza na sua Secéo Il - Artigo 16 que
“‘Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdao ser lancados
diretamente no corpo receptor desde que obedecam as condicbes e padrdes
previstos neste artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis”. Estas condi¢des

estdo sumarizadas a seguir e no Quando 7.

| - condi¢des de langamento de efluentes:

a)pHentre5a9;

b) temperatura: inferior a 40 °C, sendo que a variagdo de temperatura do corpo
receptor ndo devera exceder a 3 °C no limite da zona de mistura;

c) materiais sedimentaveis: até 1 mL/L em teste de 1 hora em cone Inmhoff. Para o
lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidade de circulagdo seja praticamente
nula, os materiais sedimentaveis deverao estar virtualmente ausentes;

d) regime de lancamento com vazdo maxima de até 1,5 vez a vazdo média do
periodo de atividade do agente poluidor, exceto nos casos permitidos pela
autoridade competente;

e) oOleos e graxas:

O0leos minerais: até 20 mg/L; 6leos vegetais e gorduras animais: até 50 mgl/L;
auséncia de materiais flutuantes;

g) demanda bioquimica de oxigénio (DBO): remoc¢do minima de 60 % de DBO,
sendo que este limite s6 podera ser reduzido no caso de existéncia de estudo de
autodepuracdo do corpo hidrico que comprove atendimento as metas do

enquadramento do corpo receptor.
Quadro 7. Limites para langcamentos de alguns compostos (CONAMA N° 430/2011).

Substancia Limite (mg/L)
Benzeno e tolueno 1,2
Cloroférmio 1,0
Dicloroeteno (1,1 + 1,2 cis + 1,2 trans) 1,0
Etilbenzeno 0,84
Fendis totais (reativos com 4-aminoantipirina) 0,5
Tetracloreto de carbono 1,0
Xileno 1,6
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2.5. Objetivos

2.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de impacto ambiental de alguns compostos fendlicos (acido
galico, acido caféico, para-cresol, Triclosan e fenol), e verificar os desvios nas suas
determinacdes quantitativas, em situacdes nao previstas nas Resolugcbes CONAMA.

2.5.2 Objetivos Especificos

a) Construir as curvas padrao por espectroscopia visivel dos compostos de interesse
e verificar os desvios quantitativos nas suas determinagcdes ambientais;

b) Avaliar a toxicidade crbnica através de efeitos adversos no desenvolvimento
embriolarval de Lytechinus variegatus expostos a acido caféico, acido galico, para-
cresol, fenol e Triclosan;

c¢) Avaliar o risco ecologico desses compostos em ecossistemas aquaticos a partir da
comparacao das concentracoes de efeito observado e as concentracdes permitidas
pelas Resolucdes CONAMA;

d) Gerar subsidios para futuras revisdes da legislacdo ambiental vigente, no que diz
respeito aos padrbes de lancamento de compostos fendlicos em efluentes industriais

e domeésticos.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos conforme o Quadro 8.

Quadro 8. Relacéo dos reagentes e seus fornecedores.

Reagente

Fornecedor

Acido caféico

Acido galico

Fenol

4-aminoantipirina
para-cresol

Triclosan

ferricianeto de potassio
fosfato dibasico de potassio
fosfato monobdasico de potassio
hidréxido de am6nio

etanal (formol)

Merck Schuchardt. Germany
Sigma-Aldrich Co. USA

Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil

Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil

Sigma Aldrich Co, USA

CalBiochem, USA

Lafan Quimica Fina Ltda., Brasil
Cromato Produtos Quimicos Ltda., Brasil
Cinética Ltda., Brasil

Neon Produtos Quimicos, Brasil
Labsnth Produtos para Laboratério Ltda.

3.2 Equipamentos

34

Para as determinacdes espectrofotométricas na faixa visivel foi utilizado

espectrofotometro modelo Spectronic 20 fabricado pela Milton Roy Company — USA

com cubeta de vidro éptico de 10 mm. Os ajustes de pH para os testes foram feitos

através de pHmetro produzido pela Qumis S/A equipado com eletrodo de vidro

combinado. Para a contagem dos embrides de ouricos-do-mar, foi utilizado

microscopio optico marca Meiji Techno Co. Ltda — Jap&o equipado com célula de

Sedgewick-Rafter.
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3.3 Preparo das solugdes

3.3.1 Fenol

Foram preparadas oito diluicdbes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua
marinha filtrada.Para os testes com os ouricos-do-mar, foi preparada uma solucao
estoque com concentracao de 100 mg/L de fenol em dgua do mar. Para tanto, foram
pesados 20 mg deste reagente com precisdo de 0,1 mg em um béquer de 100 mL,
esta massa foi dissolvida em agua do mar filtrada e transferida quantitativamente
para um baldo de 200 mL, completando-se o volume com agua do mar filtrada. A
seguir, foram preparadas 8 dilui¢cdes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se dgua marinha
filtrada. Para os testes de espectrofotometria visivel, foi preparada outra solucdo
estoque utilizando procedimento exatamente equivalente, apenas substituindo a
agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco diluicdes entre 0,1 e

4,0 mg/L utilizando-se agua destilada.

3.3.2 Acido caféico

Foram preparadas oito diluicbes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua
marinha filtrada.Para os testes com os ouricos-do-mar, foi preparada uma solucao
estoque com concentracdo de 100 mg/L de fenol em agua do mar. Para tanto, foram
pesados 20 mg deste reagente com precisdo de 0,1 mg em um béquer de 100 mL,
esta massa foi dissolvida em agua do mar filtrada e transferida quantitativamente
para um baldo de 200 mL, completando-se o volume com agua do mar filtrada. A
seguir, foram preparadas 8 diluicdes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua marinha
filtrada. Para os testes de espectrofotometria visivel, foi preparada outra solucéo
estoque utilizando procedimento exatamente equivalente, apenas substituindo a
agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco diluicdes entre 0,1 e

4,0 mg/L utilizando-se agua destilada.

3.3.3 Acido gélico
Foram preparadas oito diluicbes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua
marinha filtrada.Para os testes com os ouricos-do-mar, foi preparada uma solucéo

estoque com concentracdo de 100 mg/L de fenol em agua do mar. Para tanto, foram
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pesados 20 mg deste reagente com precisdo de 0,1 mg em um béquer de 100 mL,
esta massa foi dissolvida em agua do mar filtrada e transferida quantitativamente
para um baldo de 200 mL, completando-se o volume com &gua do mar filtrada. A
seguir, foram preparadas 8 dilui¢cdes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se 4gua marinha
filtrada. Para os testes de espectrofotometria visivel, foi preparada outra solugéo
estoque utilizando procedimento exatamente equivalente, apenas substituindo a
agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco diluicdes entre 0,1 e
4,0 mg/L utilizando-se agua destilada.

3.3.4 para-Cresol

Foram preparadas oito diluicdes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua
marinha filtrada.Para os testes com os ouricos-do-mar, foi preparada uma solucao
estoque com concentracdo de 100 mg/L de para-cresol em agua do mar. Para tanto,
foram pesados 20 mg deste reagente com precisao de 0,1 mg em um béquer de 100
mL, esta massa foi dissolvida em agua do mar filtrada e transferida
guantitativamente para um baldo de 200 mL, completando-se o volume com agua do
mar filtrada. A seguir, foram preparadas dois testes com 9 diluicbes entre 0,2 e 8,0
mg/L, e um ultimo teste preparou-se seis diluicdes entre 2,0 e 64,0 mg/L utilizando-
se agua marinha filtrada. Para os testes de espectrofotometria visivel, foi preparada
outra solucdo estoque utilizando procedimento exatamente equivalente, apenas
substituindo a agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco

diluicdes entre 0,1 e 4,0 mg/L utilizando-se agua destilada.

3.3.5Triclosan

Foram preparadas oito diluicbes entre 0,2 e 4,0 mg/L utilizando-se agua
marinha filtrada. Para este farmaco bem menos sollvel que o0s compostos
anteriores, foi preparada uma solucdo estoque com 20 mg/L. Para tanto, foram
pesados 20 mg deste produto em um béquer de 100 mL e adicionada a quantidade
minima de sulfoxido de dimetila (DMSO) para solubilizar o material. A seguir, foi
adicionada agua do mar filtrada, transferiu-se quantitativamente a solucdo obtida
para um baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se para um litro com agua do

mar filtrada. Desta solucéo, foram preparadas oito diluicdes entre 0,2 e 4,0 mg/L
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utilizando-se agua do mar filtrada. Para os testes de espectrofotometria, foi utilizado
0 mesmo procedimento na preparacao da solugcéo estoque de 20 mg/L substituindo-
se a agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco diluicbes entre
0,2 e 1,0 mg/L utilizando-se &gua destilada.

3.4 Procedimentos para os ensaios de espectrofotometria visivel

Para os testes de espectrofotometria visivel, foi preparada outra solucdo
estoque utilizando procedimento exatamente equivalente, apenas substituindo a
agua do mar por agua destilada. Desta, foram preparadas cinco diluicdes entre 0,1 e
4,0 mg/L utilizando-se agua destilada. Para este composto, também foram
preparadas duas solugcdes sendo uma em agua do mar e outra em agua destilada,
conforme o mesmo procedimento descrito acima. Destas solu¢cbes estoque, foram
preparadas as mesmas diluicdes ja citadas em agua do mar e agua destilada.

O procedimento para os testes de espectroscopia visivel foram realizados
conforme o método 5530-D descrito no “Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater” (APHA, 1998). Basicamente, 100 mL de padrbes de
contendo de 0,1 a 0,5 mg/L de fenol sédo transferidos para béqueres de 250 mL
assim como um branco de agua destilada. Adicionar 2,5 mL de solu¢do de NH,OH
0,5 N e imediatamente ajustar o pH para 7,9 = 0,1 com tampao fosfato. Cerca de 2,0
mL de tampé&o fosfato sdo necessarios. Transferir para um funil de separacdo de 500
mL, adicionar 1,0 mL de solucdo de 4-aminoantipirina, homogeneizar, adicionar 1,0
mL de solucdo de Ks[Fe(CN)s] e homogeneizar. Apos 15 minutos, transferir para
uma cubeta e ler a absorbancia dos padrdes contra o branco em 500 nm. Preparar
um grafico de absorbéancia versus concentracéo de fenol 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0, 1,2 e
1,4 em mg/L. Seguir o mesmo procedimento para as amostras utilizando o grafico
para a determinacdo de suas concentracdes. O procedimento baseia-se na reacéo
da substancia 4-aminoantipirina na oxidacdo de compostos fendlicos, em meio
basico, hidroxido de amdnio, e na presenca de ferrocianeto de potassio,
respectivamente, formando um complexo de cor marrom avermelhado que é medido

em 500 nm (Figura 9).
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H3C
Figura 9. Reacéo quimica da 4-aminoantipirina na determinagé@o dos compostos fendlicos.

3.5 Procedimentos para 0os ensaios ecotoxicolégicos

Os ensaios ecotoxicolégicos com ouricos-do-mar foram realizados de acordo
com a norma preconizada pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas ABNT-
NBR 15.350 (2012) no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia
— UNISANTA. O método consiste na exposicdo de embrides de ourico-do-mar
Lytechinus variegatus (Figura 10) a diferentes concentracdes da substancia a ser
testada, durante o periodo de desenvolvimento embrio-larval (de 24 a 28 h).

10 2 13 14 s 1w 17w w9 20 =

Figura 10. Exemplar adulto de ouri¢o-do-mar (Lytechinus variegatus).

Através da injecdo abdominal da solugéo de cloreto de potassio 0,5 molar ou
estimulo elétrico de 35 mV foi induzida a liberagdo dos gametas (Figura 11). No

momento da fecundagéo, foi preparada uma solugéo salina de espermatozoéide que
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foi adicionada a solucdo dos gametas femininos. Esta solucao foi agitada e a seguir
ficou em repouso por 20 minutos, para ocorrer a fertilizacdo. Aproximadamente 500

embrides recém-fertilizados foram adicionados as solucdes de teste e aos controles.

Figura 11. Coleta de gametas masculinos (esquerda) e femininos (direita) de ouricos-do-mar.

ApOs o periodo de 24 a 28 horas em camara com temperatura entre 24 + 2 °C
foi retirada uma aliquota do controle para verificar se pelo menos 80 % das larvas
atingiram o estagio de pluteus que € o critério de aceitabilidade do ensaio. A leitura
dos resultados foi realizada em camara de Sedgwick-Rafter utilizando-se
microscopio optico com aumento de 400x, sendo analisado o niumero de embrides
normais nos 100 primeiros organismos visualizados em cada réplica. A Figura 12
demonstra a diferenca entre larvas normais e andmalas. A partir dos resultados
foram estabelecidas as concentracfes mais altas nas quais nao foram detectados
efeitos adversos (CENO - concentracdo de efeito ndo observado) e as
concentragcfes mais baixas nas quais se observou efeito adverso (CEO-
concentracdo de efeito observado) e empregou-se o software TOXSTAT 3.5 para

identificacdo dessas concentracoes.
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Figura 12. Larvas pluteos com desenvolvimento normal (a) e anémalo (b) e (c).

3.6 Tratamento estatistico

Os gréficos de absorbancia versus concentracdo dos compostos fendlicos e a
determinacdo dos coeficientes de explicacdo (R? foram obtidos utilizando-se o
programa Microsoft Excel® for Windows® verséo 2007.

Para os ensaios ecotoxicologicos, os dados foram analisados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancia atraves dos métodos do Chi-quadrado
(x°) e Teste-F, respectivamente. Ap6s passarem nestes pré-requisitos os resultados
foram analisados pelo Teste T por bioequivaléncia a fim de identificar as
concentragcbes que foram estatistica e biologicamente diferentes do controle.
Utilizou-se uma constante de proporcionalidade R = 0,86 conforme proposto por
CETESB (2013) para efluentes ou substancias quimicas empregando L. variegatus.
Adotou-se um p < 0,05 para todas as analises. Os ensaios de ecotoxicidade foram
realizados em quadraplicata. Onde adequado, os resultados foram expressos como
média + desvio padrao.

Ainda como resultado dos ensaios ecotoxicolégicos foram calculadas as
Concentracfes de Inibicdo a 50% dos organismos expostos (CI50) através do

software ICPin.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desvios na quantificagcdo de compostos fendlicos

O primeiro objetivo deste estudo foi o de demonstrar experimentalmente que a
metodologia analitica recomendada pelas Resolu¢cdes CONAMA N° 357 e CONAMA
N° 430 é falha na missao de quantificar os compostos fenélicos presentes em um
lancamento ou em um corpo receptor. O motivo desta deficiéncia é a recomendacao
do uso de uma curva padrao obtida utilizando-se o fenol para a quantificacdo de
todos os outros compostos fendlicos.

Como a técnica indicada é a espectroscopia visivel, a equagéo basica para a
mesma é a Lei de Lambert-Beer cuja forma mais comum é representada pela
equacao (A=¢.c.¢),onde A é a absorbancia da amostra (UA), € é o coeficiente de

absorcdo ou absorbtividade da substancia na unidade de concentracédo desejada
(UA/cm.mg/L neste estudo), ¢ & a concentragcdo da substancia na unidade desejada

(mg/L neste estudo) e ¢ é a espessura do compartimento da amostra percorrido pela

luz , o que leva a desvios muitas vezes inaceitaveis para 0 meéetodo analitico
indicado. Deve ser notado que este parametro € igual ao coeficiente angular da
equacao que representa graficamente a lei de Lambert-Beer, geralmente calculado
pelo programa Excel através da equacdo linear da linha de tendéncia
(SILVERSTEIN, et al. 1994).

Para demonstrar as consequéncias do uso do fenol como padrdo para outras
substancias, inicialmente foram construidas as curvas padrdo das substancias
escolhidas para o estudo (acido caféico, acido galico, fenol, p-cresol e Triclosan).
Todos os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 13. Para estes compostos,
foram preparados padrées com concentracdes entre 0,2; 0,4 0,6; 0,8; e 1,0 mg/L,
estas solucdes foram analisadas em quadripicata e as médias com 0s respectivos
desvios-padrdao foram incluidas no gréfico. Observa-se nesta figura que o fenol
apresentou uma curva com valores mais elevados de absorbancias devido a
possuir um coeficiente de absorcdo maior (¢ = 0,1258 UA/cm.mg/L), o triclosan
apresentou valores intermediarios de absorbancia devido ao seu coeficiente de

absorcao ser mediano (¢ = 0,0872 UA/cm.mg/L) enquanto que o para-cresol


http://pt.wikipedia.org/wiki/Coeficiente_de_absor%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Coeficiente_de_absor%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Absorbtividade_molar
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apresentou os menores valores de absorcéo devido ao seu coeficiente de absorcao

ser inferior aos demais compostos fendlicos avaliados (¢ = 0,0436 UA/cm.mg/L).

Abs (UA) Absorbincia (UA) x Concentracio (ng/L)
de compostos fenolicos
0,15
=0,1258x+0,0118
R?=0,9974
_ y=0,1141x- 01,0054
R?=0,9921
0,10 /i
-0,0882x-0,0049  *fenol
R?=0,9855 @ Ac. gélico
A Triclosan
y = 0,0568x- 0,0041 ) N
005 ] _§ R2=0,9922 = Ac. caféico
| / O p-cresol
=0,0436x-0,0029
7 RZ=0,9853
Conc.
0 ’ 00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 (lllg]_.)
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2 14

Figura 13. Grafico de absorbéncia versus concentracdo dos compostos de interesse, suas

equacdes e respectivos coeficiente de explicagéo.

As medidas estatisticas mais usadas que fornecem informacdes sao o
coeficiente de correlacéo (R), coeficiente de determinacdo (R?), coeficiente angular e
coeficiente linear.

O coeficiente de correlacdo linear (R) mede a grandeza da correlagéo linear
entre variaveis e varia entre +1 e -1, enquanto que R? mais préximo de 1, maior a
eficiéncia das concentracfes dos compostos, indicando modelos eficientes Uma
correlacdo proxima a zero indica que ndo ha correlacdo entre as duas variaveis.
Uma correlacdo positiva indica que as duas variaveis movem-se juntas, ou seja,
guando uma cresce a outra também cresce e a relagdo é forte quanto mais o valor
do coeficiente de correlacdo se aproxima de +1. Uma correlacdo negativa indica que
as duas variaveis movem-se em direcdes opostas, ou seja, quando uma variavel

aumenta, a outra diminui e que a relacdo também fica mais forte quanto mais
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proxima de -1. Os coeficientes de correlacdo proximos a 1, mostram a forte
correlacdo entre os dados da andlise espectrofotométrica e os dados das
concentracbes e indica que as variaveis dependentes e independentes estdo
perfeitamente correlacionadas positivamente movendo-se essencialmente em
perfeita proporcdo na mesma direcdo. O coeficiente de determinacdo (R indica o
grau de ajuste da reta aos dados. Utiliza-se o simbolo R? porque é o quadrado do
coeficiente de correlagéo linear. Os valores dos coeficientes lineares indicam a
ocorréncia de erros determinados pelos modelos. Quanto mais préoximo de zero os
valores dos coeficientes lineares menores sdo 0s erros determinados pelas
dosagens das amostras (ARAUJO, 2011).

Os dados obtidos consistem em resultados de verificacdo entre substancias
cuja relacdo de variaveis dependem da preparacdo das amostras, dos meétodos e
técnicas utilizadas com uma interpretacdo teorica de conjunto de dados univariados
obtidos por instrumentos como pHmetro, e multivariados através de refratdmetro,
espectrofotometro gerando um conjunto de variaveis para cada amostra (BARROS
NETO et al., 2002). A utilizacdo de programas especificos de computacéo grafica na
elaboracdo de programas bioestatisticos pode trazer uma sofisticacdo para coleta de
dados e elaboracdo dos resultados mais precisos. Esta quimiometria e a biometria
aperfeicoaram os resultados pelos métodos estatisticos comparativo para cada
amostra onde foram mantidas as mesmas variaveis de concentracdes das solucdes,
temperatura, e a mesma salinidade e pH para os solventes. (SENA et al., 2000)

As analises dos dados fornecem o maximo de informacdes quimica e
biologicas muito relevantes, além de fornecer conhecimentos sobre sistemas e
adversidades ambienteis das substancias para o meio ambiente (SENA et al.,2000)

Com estas informacdes, fica facil perceber o erro analitico intrinseco do método
recomendado. Supondo-se que uma amostra represente um efluente a ser
descartado. Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais, amostras de cada
substancia foram analisadas pelo método da 4-aminoantipirina, resultando em
analise um valor de absorbancia igual a 0,040 UA. Através da curva do fenol da
Figura 11, chega-se a conclusdo que o teor de compostos fendlicos desta amostra
seria de 0,224 mg/L, ou seja 40 % do limite estipulado pela lei. Porém se esta

amostra contiver para-cresol, o correto, analiticamente falando, seria utilizar a curva
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padrao deste composto, 0 que resultaria em uma concentracdo de 0,984 mg/L.
Desta forma, utilizando-se a curva padréo do fenol, o efluente poderia ser langcado
em corpos receptores (inferior a 0,5 mg/L) mas na verdade este efluente estaria com
teor de compostos fendlicos duas vezes mais alto que o permitido na Resolucao
CONAMA N° 430/2011 e, portanto, impedido de ser descartado.

A exposicdo continuada a fendis e seus derivados, tanto nas formas
moleculares, ibnicas, metiladas, combinadas ou ndo, em determinadas
concentragcbes, podem apresentar efeitos adversos a animais e causar grandes
variacdes aos ecossistemas aquaticos, principalmente em algas e peixes devido a
disfunc¢des organicas.

Concentracdes de langcamentos em corpos receptores inferiores a 0,5 mg/L,
medidos pelo método da 4-aminoantipirina, sdo permitidos conforme a Resolucao
CONAMA N° 430/2011, mas o presente estudo indicou que a partir de 0,25 mg/L, ja
séo esperados efeitos toxicos cronicos.

Segundo a CONAMA n° 430/2011, a disposicdo de compostos fendlicos em
corpos receptores € limitada a 0,5 mg/L com excecdo de alguns compostos
especificos. Desta forma, o descarte de uma substancia ndo perigosa como o butil
hidroxi tolueno (BHT) é tratada da mesma forma que o de outras substancias

altamente toxicas como o pentacloro fenato de sédio.

4.2 Avaliacao ecotoxicoldgica de compostos fendlicos

Os compostos, acido caféico, acido galico, para-cresol, fenol, e triclosan
apresentaram toxicidade cronica para embrides de ourico-do-mar. Os resultados
obtidos para estes compostos estdo apresentados nas Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8.

O acido cafeico apresentou toxicidade cronica a partir da concentracédo 0,20
mg/L. A CEO média para o composto foi de 2,73 mg/L, enquanto a concentracao

média de inibicdo do desenvolvimento embriolarval foi de 2,66 mg/L (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados de toxicidade crénica para o acido caféico.

) CENO CEO CI50
Ensaio 4 1 1
mg.L mg.L mg.L
1 2,00 4,00 3,61 (3,40 — 3,95)
2 2,00 4,00 3,52 (3,37 - 3,70)
3 0,20 0,84 (0,83 - 0,86)
Média 2,00 2,73 2,66
DP 0,00 2,19 1,57

() Intervalo de confianga

O &cido galico apresentou toxicidade crbnica a partir da concentracéo 0,20
mg/L. A CEO média para o composto foi de 0,37 mg/L, enquanto a concentracdo
média de inibicdo do desenvolvimento embriolarval foi de 2,98 mg/L (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados de toxicidade crénica para o acido galico

] CENO CEO CI50
Ensaio 1 1 -1
mg.L mg.L mg.L
1 0,20 0,40 3,90
2 0,40 0,50 3,93
3 0,20 1,12 (1,06 — 1,20)
Media 0,30 0,37 2,98
DP 0,14 0,15 1,61

() Intervalo de confianca

A acdo antioxidante benéfica dos acidos caféico e galico pode estar
relacionada com as estruturas quimicas dos grupos fendlicos que podem doar
prétons (H") e formar radicais fenolatos relativamente estaveis, impedindo as
reacdes de oxidacdo em cadeia nos compartimentos celulares dos organismos
vivos, podendo inibir a peroxidacéo lipidica e a lipo-oxigenase, alterando assim o
equilibrio redox celular e o potencial de sinalizacdo das espécies reativas de
oxigénio. No entanto, ndo foram encontrados estudos com invertebrados que

corroborem essa hipétese, que deve ser objeto de futuras investigacoes.
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O para-cresol apresentou toxicidade cronica a partir da concentracdo 2,00
mg/L. A CEO média para o composto foi de 2,33 mg/L, enquanto a concentracdo
média de inibicdo do desenvolvimento embriolarval foi de 8,47 mg/L (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de toxicidade crénica para o para-cresol

) CENO CEO CI50

Ensaio 1 4 4
mg.L mg.L mg.L

1 2,00 4,00 3,33 (2,66 - 3,94)
2 0,75 1,00 3,11 (2,64 - 3,71)
3 1,00 2,00 18,96 (18,32 -19,95)
Média 1,25 2,33 8,47
DP 0,66 1,53 9,09

() Intervalo de confianga

Bonfim (2005), ao analisar o 4-clorofenol, observou efeitos a partir de 4,58
mg/L. Emery (1970) avaliou a toxicidade aguda do Cresol para 0s crustaceos
Gammarus fasciatus e Asellus militaris, e observou efeitos a partir de 8,6 mg/L
apos 48 horas de exposicao, resultado este muito semelhante a CI150 média do para-
cresol no presente estudo. Este autor estimou concentracdes seguras do composto
entre 0,525 a 0,700 mg/L.

Devillers (1988) observou efeito agudo (imobilidade) a Daphnia magna
expostas a 12,434 mg/L de p-cresol, e a0 comparar a toxicidade dos compostos
fendlicos demonstrou que para D. magna cresois sao mais toxicos que o feno I,
enquanto que xilendis ndo exibem toxicidade significativamente superior do que 0s
cresois, e que trimetilfendis sdo menos toxicos que 0s cresois, e assim nenhuma
relacédo direta foi encontrada entre 0 niumero e posicao de grupos metila no nucleo
fendlico e a toxicidade aguda para D. magna. Esse mesmo autor observou efeito
agudo do fenol em D. magna em concentracdes de 39,1 mg/L

No presente estudo o fenol apresentou toxicidade crénica a partir da
concentracdo 0,50 mg/L. A CEO média para o composto foi de 0,58 mg/L, enquanto
a concentracdo média de inibicdo do desenvolvimento embriolarval foi de 2,66 mg/L
(Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados de toxicidade crbnica para o fenol.

) CENO CEO CI50
Ensaio 4 4 1
mg.L mg.L mg.L
1 0,40 0,50 3,61
2 0,70 0,75 0,85 (0,82 - 0,87)
3 0,40 0,50 3,52 (3,22 - 3,64)
Média 0,50 0,58 2,66
DP 0,17 0,14 1,57

() Intervalo de confianga

Nossos resultados demonstraram maior toxicidade cronica do fenol em
relagcdo ao para cresol para L. variegatus. Resultado semelhante foi observado por
Bringmann et al. (1980 apud Deuvillers, 1988) que demonstraram que o-cresol, e m-
cresol sdo menos toxicos do que o fenol para a alga verde Scenedesmus
guadricauda, para a cianobactérias Microcystis aeruginosa, e para o flagelado
Chilomonas paramaecium.

Bonfim (2005), observou efeito cronico do fenol no desenvolvimento
embriolarval do ourico-do-mar Echinomedtra lucunter a partir de 36,63 mg/L. A
sensibilidade de cada espécie pode justificar essa diferenca nas concentracfes de
efeito observado.

O triclosan apresentou toxicidade cronica a partir da concentracdo 0,20 mg/L.
A CEO média para o composto foi de 0,43 mg/L, enquanto a concentracdo media

de inibicdo do desenvolvimento embriolarval foi de 0,54 mg/L (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados de toxicidade cronica para o Triclosan.

) CENO CEO CI50

Ensaio 1 1 1
mg.L mg.L mg.L

1 0,20 0,40 0,56 (0,54 - 0,58)
2 0,50 0,70 0,71 (0,71- 0,72)
3 0,20 0,36 (0,34 - 0,37)
Média 0,35 0,43 0,54
DP 0,21 0,25 0,18

() Intervalo de confianca

No presente estudo, o Triclosan apresentou a menor concentracdo de efeito



48

(0,20 mg/L) e este resultado concordou com o estudo de Cortez (2010) que
observou efeito toxico em ouricos-do-mar e mexilhdes a partir de 0,10 mg/L.

Outros estudos empregando organismos em estégios iniciais de vida foram
realizados por Ishibashi et al. (2004), e a eclosao de ovos fertilizados expostos ao
Triclosan por 14 dias diminuiu significativamente em relagdo ao controle com
concentracdes acima de 313 pg.L™. Neste mesmo estudo, as concentracbes de
Triclosan que causaram a mortalidade em larvas e embrides (menos de 24 horas de
vida) do peixe Oryzias latipes em 96 horas de exposicdo foram de 602 ug.L e 399
ug.L™?, respectivamente. Ja no estudo realizado por Oliveira et al. (2009), a
concentracdo de efeito do Triclosan para larvas e embrides de peixe da espécie
Danio rerio expostos pelo periodo de 96 horas foi de 420 pg.L™.

A fim de avaliar e controlar os riscos de compostos quimicos a saude humana
e ambiental, a Unido Europeia colocou em pratica o sistema REACH, um sistema
integrado Unico de registro, avaliacdo, autorizacdo e restricdo de substancias
guimicas, e criou a Agéncia Europeia de Substancias Quimicas.

Esta politica (REACH) obriga as empresas que fabricam e importam
substancias quimicas a avaliar os riscos decorrentes da utilizacdo das mesmas e a
tomar as medidas necessarias para gerir todos os riscos que identificarem.

No ambito desta politica que estd em vigor desde 2006, classifica as
substancias de acordo com os resultados pontuais de toxicidade (valores de CE50
ou CI50), ou seja, substancias com valores de CE50 < 0,1 mg.Ls&o classificadas
como “extremamente toxicas”; entre 0,1 e 1mg.L™* sdo classificadas como “muito
toxicas”; com valores entre 1 e 10 mg.L'lséo classificadas como “téxicas”; valores
entre 10 e 100 mg.L™" sdo classificadas como “perigosas” e acima de 100 mg.L™
“nao toxica” (CEC, 1996).

Considerando os valores estabelecidos pela Diretiva 93/67/EEC, o Quadro 9

classifica os compostos avaliados no presente estudo de acordo com a CI50 média.
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Quadro 9. Classificacdo dos compostos avaliados de acordo com a Diretiva 93/67/EEC.

n&o toxico perigoso téxico muito toxico | extremamente tdxico

Composto 1 1 1 1 1
>100 mg.L™ | 10-100 mg.L* | 1-10 mg.L™* | 0,1-1 mg.L <0,1mg.L

Acido cafeico

Acido galico

Fenol

Para-cresol

Triclosan

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que compostos fendlicos
empregados com fins terapéuticos ou cosméticos (acidos galico, acido caféico e
Triclosan), que foram tdo ou mais téxicos que o préprio fenol, podem ser
considerados como poluentes emergentes em ecossistemas aquaticos, e devem ser

objeto de futuros estudos de avaliagéo de risco ambiental.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o fenol pode
apresentar efeitos toxicos a partir da concentracdo de 0,5 mg/L, limite da Resolucéo
CONAMA 430/2011 para fendis totais. No entanto, quando outros compostos
fendlicos sdo avaliados isoladamente, concentracdes de efeito sdo observadas em
concentragbes inferiores ao permitido por lei. Considerando a composicdo de
efluentes industriais e domésticos e a possibilidade da presenca de diversos
compostos fendlicos e derivados nessas misturas, pode-se inferir a ocorréncia de
toxicidade derivada de compostos fendlicos, ainda que a concentracdo final destes
seja inferior ou igual a 0,5 mg/L.

A comparacao da toxicidade dos compostos avaliados (acido caféico, acido
galico, fenol, para-cresol e Triclosan) e a verificagdo dos desvios nas suas
determinacdes quantitativas, em situacdes nao previstas nas Resolucées CONAMA,
demonstram o atual risco ecologico desses compostos em ecossistemas aquaticos e
sugerem a necessidade de revisdo dos atuais limites de lancamentos, que poderiam
regular individualmente os compostos fendlicos com concentracbes de efeitos

toxicas conhecidas.
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