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EFEITO DA IRRADIACAO NA TOXICIDADE DE FARMACOS EM SOLUCAO
AQUOSA: CLORIDRATO DE FLUOXETINA, DICLOFENACO DE SODIO E
MISTURA DE AMBOS

FLAVIO KIYOSHI TOMINAGA

RESUMO

As evidéncias da contaminacdo das aguas por residuos de
medicamentos e seus subprodutos levou esse grupo de residuos a compor a lista
de poluentes organicos emergentes, como consequéncia da expansao do uso de
medicamentos, como o antidepressivo cloridrato de fluoxetina e o anti-inflamatério
diclofenaco. Diversos Processos Oxidativos Avancados vém sendo aplicados para
a degradacao destes compostos. Dentre eles, o processo de irradiagdo com feixe
elétrons obteve bons resultados na remocdo de toxicidade e degradacdo de
farmacos. O presente estudo consistiu em aplicar radiacdo ionizante como uma
possivel tecnologia para degradar os farmacos em aguas. A irradiagao de solugcdo
aquosa contendo os farmacos foi aplicada usando acelerador de elétrons, cuja
eficiéncia foi discutida mediante andlises quimicas (Cromatografia Liquida Ultra
Ré&pida e Carbono Organico Total (COT)), ecotoxicoldgicas (ensaios de toxicidade
com Vibrio fischeri e Daphnia similis) e biol6gicas (Ensaios Respirométricos). Os
resultados de COT indicaram mineralizacdo nado significativa dos compostos,
mesmo sendo observada degradacdo maxima de 99,9% para o diclofenaco e
55% para o cloridrato de fluoxetina na mistura (1:1) em 5.0 kGy. Foi observada
toxicidade aguda dos farmacos, sendo mais acentuada para a fluoxetina, seguido
do diclofenaco e, finalmente, da mistura para V. fischeri. Quando D. similis foram
empregadas nessa avaliagdo, a ordem de toxicidade foi de fluoxetina, a mistura
de ambos os medicamentos e do diclofenaco. Além disso, foi observada remocéo
de toxicidade nas amostras irradiadas em todas as doses aplicadas para a
bactéria V. fischeri, com maior eficiéncia de remocé&o de toxicidade de 55%, em 5
kGy, na mistura dos dois farmacos. Para a D. similis, foi observada remocéao
significativa de toxicidade da mistura apenas na dose 2,5 kGy. Os ensaios

respiroétricos ndo indicaram biodegradabilidade ap6s o tratamento.

Palavras-chave: diclofenaco, fluoxetina, mistura de farmacos, radiacéo ionizante,

toxicidade.



RADIATION EFFECTS ONTO TOXICITY OF PHARMACEUTICALS SOLUTION:
HYDROCHLORIDE FLUOXETINE, SODIUM DICLOFENAC AND

THEIR MIXTURE

FLAVIO KIYOSHI TOMINAGA
ABSTRACT

The evidence of water contamination by pharmaceuticals and byproducts residues
took them to the list of wastewater emerging organic pollutants, as a result of
expansion in drug usage. Fluoxetine hydrochloride antidepressant and diclofenac
anti-inflammatory are good examplex. Several Advanced Oxidation Processes
have been applied for degradation of these compounds. Among them, the electron
beam irradiation process obtained good results in the removal of toxicity and
degradation of pharmaceutical. The present study aimed to apply ionizing radiation
as a possible technology to degrade the pharmaceutical in water. Irradiation of
aqueous solution containing the pharmaceutical was applied using electron
accelerator, whose efficiency was discussed through Chemical Analysis, COT,
ecotoxicological (Toxicity Testing using Vibrio fischeri and Daphnia similis) and
biological measurements (respirometric tests). The COT results indicated not
significant mineralization of the compounds. It was observed maximum
degradation of 99.9% for diclofenac and 55% for fluoxetine hydrochloride in a
mixture solution (1:1) at 5.0 kGy. Regarding ecotoxicity, acute effects were more
pronounced for fluoxetine, followed by diclofenac and finally the mixture, to Vibrio
fischeri. When Daphnia similis were exposed fluoxetine was more toxic, followed
by the mixture of both products and the third was diclofenac. Furthermore,
radiation effects for removing toxicity was more effective with V. fischeri bacterium,
all applied doses and > 55% removal of toxicity at 5 kGy (in the mixture). To D.
similis, toxicity removal was effective when treated with 2.5 kGy ( mixture). No

improvements in biodegradability was obtained by radiation ( respirometric tests).

Keywords: diclofenac, fluoxetine, ionizing radiation, pharmaceuticals mixture,

toxicity.
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1. INTRODUCAO

As evidéncias da contaminacdo das aguas por medicamentos e seus
subprodutos levou esse grupo de residuos a compor a lista de poluentes
organicos emergentes, como consequéncia da expansdo do uso de
medicamentos. O consumo de produtos farmacéuticos cresceu nos ultimos anos
no Brasil, notando-se o0 aumento de produtos controlados como o cloridrato de
fluoxetina (ANVISA, 2009).

Outro farmaco bastante consumido € o diclofenaco, medicamento
prescrito como analgésico, antipirético e anti-inflamatério. De acordo com o
levantamento realizado por ACUNA e coautores, em 2015, o consumo anual de
diclofenaco no periodo de 2010 a 2013 foi superior a 60 toneladas no Brasil.
Desta forma, o consumo destes compostos farmacologicos pode resultar em
contaminacdo do meio ambiente, uma vez que, quando consumidos para usos
terapéuticos, os farmacos e os metabdlitos dos produtos sdo normalmente

eliminados pelas vias excretoras, atingindo os sistemas de esgotos.

A presenca de contaminantes emergentes em aguas superficiais, aguas
subterraneas, sedimentos e estagcdes de tratamento de esgoto tem sido
demonstrada, em quantidade bastante variada. Concentracdes superiores a 160
ng.L" de diclofenaco foram reportadas em aguas superficiais (SILVA, 2014).
Todavia ja foram demonstradas contaminacdes em organismos aquéticos, a
exemplo o estudo de Costa Junior e colaboradores (2014), quando detetectaram o

cloridrato de fluoxetina na faixa de ng.L™* em tecido de peixes.

A detecdo de produtos quimicos no meio ambiente aumenta a
probabilidade dos riscos ambientais, levando a uma crescente reducédo na
disponibilidade da a4gua com qualidade compativel com as necessidades do ser
humano e também com caracteristicas que mantenham a biodeversidade natural
da fauna e flora aquatica (MASSARO, 2011). Esse entendimento levou ao

controle legal e parcial de emissdes para efluentes, que visam a protecado da vida
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no ambiente aquético, uma vez que ha a necessidade do aprimoramento do

saneamento basico no pais.

Diante disso, devem ocorrer tanto o controle ambiental como o
desenvolvimento industrial gerenciados, de modo a garantir uma producao
adequada com o desenvolvimento sustentavel. Da mesma forma, buscam-se
alternativas tecnoldgicas que possam auxiliar nessa producdo com uso racional

de agua, energia, disposicdo e tratamento adequados de residuos.

Tanto a ecotoxicologia quanto a legislacdo ambiental vem sendo
aplicadas para atender essa finalidade. Diferentes grupos de pesquisa tém
buscado tratamentos alternativos de efluentes e a associagcdo de processos de
tratamento. A irradiacdo de efluentes pode ser utilizada para a degradacédo de

medicamentos contidos em efluentes.

O presente estudo consistiu em aplicar a radiagdo ionizante como uma
possivel tecnologia para degradar farmacos em aguas. Foram empregadas
ferramentas da ecotoxicologia a fim de availiar a toxicidade dos farmacos,
diclofenaco de sdodio e cloridrato de fluoxetina e da mistura de ambos, para
diferentes organismos aquaticos. A irradiacdo da solugcdo aquosa contendo os
farmacos foi aplicada em acelerador de elétrons, cuja eficiéncia de tratamento

sera discutida mediante analises quimicas, ecotoxicoldgicas e biolégicas.



14

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo aplicar a irradiagcdo com feixe de
elétrons em solucbes aquosas de farmacos visando a reducédo da toxicidade e a
degradacéao dos produtos. Também foi elaborada uma revisao sobre os potenciais

dessatecnologia. As seguintes etapas foram desenvolvidas:

e Estudar os possiveis efeitos toxicos das solu¢cdes de farmacos e da mistura
dos produtos ( a. Cloridrato de fluoxetina, b. Diclofenaco sédico e c. A

mistura de ambos), verificando possiveis sinergias;

e Determinar a eficiéncia de remocao de toxicidade dessa mistura apdés o

processamento por radiagao;

e Determinar os efeitos da irradiacdo na reducéo da toxicidade das solugdes
estudadas, determinando a melhor dose de radiacdo para a melhora das

solu¢Bes aqui consideradas como efluentes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ecotoxicologia: conceitos e aplicacdes

A Ecotoxicologia comecou a ser desenvolvida na década de 70 por meio de
toxicologistas que possuiam grande interesse no meio ambiente
(TRUHAUT, 1977). Essa ciéncia permite avaliar os danos ocorridos nos diversos
ecossistemas apds contaminacdo, além de prever possiveis impactos futuros,
considerando a interagdo destes poluentes com 0 meio ambiente e seus
organismos residentes (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). Desta forma, a
Ecotoxicologia pode ser definida como a ciéncia em que séo abordados os efeitos
de compostos quimicos sobre 0s ecossistemas e seus componentes nao
humanos (FERNICOLA, 2004).

Os testes ecotoxicologicos sdo ensaios em que organismos indicadores
sdo expostos a determinadas substancias (compostos quimicos, amostras de
efluentes ou agua bruta) em diferentes concentracdes de acordo com sua
tolerancia ecolégica a determinadas substancias quimicas. Quando expostos a
determinados poluentes, estes organismos apresentam alguma alteracdo
fisioldgica, morfoldgica ou comportamental (MAGALHAES e FERRAO FILHO,
2008).

Os ensaios de toxicidade podem ser realizados por meio de diluicbes
seriadas de uma amostra (efluente/solu¢céo) ou por meio de amostras ambientais
coletadas em campo (NIPPER, 2002). A analises dos ensaios pode ser feito por
meio de observacdes de efeitos letais ou sub-letais (alteracdo de comportamento,
crescimento, reproducdo, anomalias ou incidéncia de tumores, alteracOes
fisilégicas, densidade e diversidade de espécies) numa determinada comunidade
biol6gica, de modo estatisticamente significativo aos organismos, durante o tempo
de exposicdo. Desta forma, o objetivo dos ensaios de toxicidade € determinar a
concentracdo do agente quimico que causa efeito sobre uma populacdo de
organismos testes (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).
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Para a avaliagcédo dos efeitos, alguns conceitos sao adotados, tais como a
Concentracdo de Efeito Nao Observado (CENO), a Concentracdo de Efeito
Observado (CEO) e a Concentracdo de Inibicdo (CI50). A Concentracdo de Efeito
Ndo Observado (CENO) pode ser definida como a maior concentragcdo da
amostra que nao causa efeito letal. A Concentracdo de Efeito Observado (CEQO) é
a menor concentracdo da amostra que causa efeito deletério. Por fim, a
Concentracdo de Inibicdo (CI50) é a concentracdo que causa efeito na
reproducdo, crescimento ou desenvolvimento embriolarval a 50% dos
organismos. Os ensaios devem ser realizados em paralelo a um grupo controle,
sendo este o0 grupo padrédo de referéncia de qualidade a ser comparado com o
experimento (NIPPER, 2002).

Os ensaios de toxicidade podem ser analisados de forma temporal,
podendo ser classificados em ensaios agudos ou ensaios cronicos (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006). Os ensaios de toxicidade aguda avaliam efeitos agudos que
ocorrem como resultado em uma exposi¢cdo de curto periodo. Uma substancia
tera toxicidade aguda, caso 50% ou mais de individuos de uma populagcéo
exposta morrer por acdo direta da substancia (RAND, 1995). Ensaios de
toxicidade crénica permitem avaliar os efeitos adversos mais sutis, a exposicao do
organismo ao agente quimico, em niveis subletais, causando ao organismos
distarbios fisiolégicos e/ou comportamentais ao longo do prazo (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).

Os ensaios ecotoxicégicos também podem ser classificados de acordo com
a renovacao das amostras, sendo classificados em teste estatico (amostra ndo é
trocada), semi-estético (a solugao teste é substituida em intervalos definidos) ou
dindmico (os organismos sao expostos a um fluxo continuo da amostra). Alguns
fatores como as caractéristicas da amostras (volatilidade, solubilidade,
estabilidade, etc) e o tipo de ensaio (agudo ou crénico) influenciam na escolha do
ensaio aplicado (KNIE & LOPES, 2004).

A principal ferramenta legal no Brasil que regulamenta o controle do
lancamento de efluentes e qualidade da agua nos corpos hidricos € a resolucéo
CONAMA 357/05, que dispbe sobre a classificacéo e diretrizes ambientais para o

enquadramento dos corpos de agua superficiais, bem como estabelece as
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condicBes e padroes de lancamento de efluentes nestes corpos hidricos
(CONAMA, 2005). Mais recentemente, esta resolucdo foi complementada e
alterada pela CONAMA 430/2011, que dispdem sobre as condi¢cfes e padrdes de
langamento de efluentes (CONAMA, 2011).

O artigo 2° do Capitulo |, paragrafos XVII e XVIII abordam o efeito toxico
agudo e efeito toxico cronico (CONAMA, 2005). Segundo a CONAMA
430/2011, no artigo 4°, paragrafo Xlll, define os testes de toxicidade como
métodos utilizados para detectar e avaliar a capacidade de um agente tOxico
provocar efeito nocivo, utilizando bioindicadores dos grandes grupos de uma
cadeia ecoldgica (CONAMA, 2011).

3.1.1. Organismos-teste

A escolha das espécies, manutencdo e cultivo de organismos aquaticos
possuem a mesma importancia que a avaliagdo da toxicidade dos organismos,
uma vez que podem influenciar na confiabilidade dos resultados analiticos. Desta
forma, a selecdo das espécies devem se basear em critérios como: apresentar
seletividade constante e sensibilidade aos contaminantes; elevada disponibilidade
e abundancia; uniformidade e estabilidade genética das populacdes;
representatividade de seu nivel trofico; significado ambiental em relacéo a area de
estudo; ampla distribuicdo e importancia comercial e facilidade de cultivo e
adaptacdo as condi¢cdes de trabalho. Além disso, deve-se ter o conhecimento
sobre a reproducao, alimentacéo, fisiologia e comportamento do organismo a ser
utilizado (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Outra premissa bésica € que 0s organismos aquaticos devem pertencer a
certos grupos taxondmicos representativos dos ecossistemas aquaticos, visto que
estdo inseridos em uma cadeia tréfica ou alimentar cuja transferéncia de energia
se da de um organismo a outro. Para a avaliagdo do efeito toxico de uma amostra
€ recomendavel a utilizacdo de mais de uma espécie representativa da biota
aquatica, preferencialmente de espécies de diferentes niveis tréficos, visto que
diferentes espécies de organismos apresentam diferentes sensibilidades as
substancias quimicas. Desta forma, ndo é possivel extrapolar os efeitos toxicos
de uma espécie para outra espécie (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
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Entre os organismos difundidos e que a apresentam metodologia
padronizada pela ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas estdo os

microcrustaceos Daphnia similis e a bactéria Vibrio fischeri.
3.1.2. Daphnia similis

A Daphnia similis, também conhecida como pulga d’agua, pertence ao
Subfilo Crustacea, sendo um microcrustaceo. Seu comprimento varia entre 0,5 a
5,0 mm, possuindo uma carapaca bivalve transparente que recobre todo o corpo,
exceto a cabeca e as antenas. Sao organismos filtradores com pernas toréacica,
compostas por cedas que agem como peneiras, retendo algas, bactérias e
pequenas particulas de material organico da agua. O alimento é transferido pela
boca, em que é moido pelas mandibulas e direcionado para o trato digestivo
(ALMEIDA et al, 2002; BARNES e RUPPERT, 1996; BUIKEMA e SHERBERGER,
1977 apud SILVA, 2014) (Figura 1).

Figura 1 - Daphnia similis. Fonte: MORAIS, 2015.

A reproducdo normalmente ocorre de maneira assexuada, por
partenogénese. As fémeas produzem células dipléides que ddo origem a uma
populacdo constituida inteiramente por fémeas. Caso ocorra estresse ambiental
ou qualquer alteracéo, tais como superpopulacdo, falta de alimento, alteracdes
das condi¢cOes de cultivo, temperatura, isso acarretara no surgimento de machos,
conhecidos por efipios, além de fémeas com dois ovos hapléides que séo

fecundados pelos machos (Figura 2).

A presenca de efipios deve ser evitada no cultvo de Daphnia similis para a
utiizacdo de testes ecotoxicologicos, mantendo em condi¢cbes ideiais e
controladas. Se dois ou mais efipios surgirem numa cultura, esta deve ser
descartada, iniciando-se uma nova cultura (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).
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Figura 2 - (a) Microcrustaceo Daphnia similis com efipio. (b) Efipio. Fonte
Alves, 2010.
A Daphnia torna-se reprodutiva de cinco a dez dias ap0s o nascimento. Em
condi¢bes favoraveis as crias possuem de 4 a 65 jovens, dependendo da idade
dos organismos (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Os ensaios de toxicidade aguda com esses organismos Sa0 muito
utilizados em laboratorio. Os cultivos e ensaios sao simples, de facil manutencéo
e apresentam boa repetibilidade, sdo bastante aceitos em publicacdes cientificas,
e estdo incluidos em relatérios ambientais de qualidade de agua e exigidos em

monitoramentos por orgédos ambientais e fiscalizadores (COSTA e OLIVI, 2008).
3.1.3. Vibrio fischeri

A Vibrio fischeri pertence a familia Vibrionaceae, sendo bactéria marinha,
gram-negativa, anaerébia facultativa e emite luz naturalmente, sob condicbes
ambientais favoraveis e concentracBes de oxigénio superiores a 0,5 mg.L™?
(SOARES, 2012; KNIE e LOPES, 2004). Pode ser encontrada em varias espécies
de lulas e peixes, na qual vive em colbnias dentro desses animais, estabelecendo
relacdes de simbiose. A Vibrio também pode ser encontrada como patégeno de
invertebrados ou saprofito de vida livre, desenvolvendo-se sobre matéria organica
dissolvida ou particulada no mar (GRINEVICUS, 2006; RUBY et al, 2004) (Figura
3).
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Figura 3 — Vibrio fischeri. Fonte: www.inhabitat.com.

Esta bactéria € normalmente utilizada na forma liofilizada, sendo
empregada como microrganismo-teste em diversos ensaios de toxicidade aguda
de amostras ambientais em diferentes partes do mundo. Durante o0s ensaios,
também conhecidos como Microtox®, a perda de luminescéncia, emitida
naturalmente pelo organismo ao ser exposto ao agente toxico, é o parametro

biolégico avaliado.

Os ensaios apresentam simplicidade, sensibilidade, rapidez, além de
necessitar de um pequeno volume de amostra. A desvantagem do ensaio é a
necessidade de ajuste de salinidade, uma vez que a adi¢do de cloreto de sodio ou
sacarose podem causar variagbes na toxicidade de alguns compostos,
dificultando a comparacao dos resutados obtidos em organismos de agua doce
(SOARES, 2012). Outra desvatagem € a critica recebida devido ao baixo
significado ecologico. Ademais, existem controvérsias do emprego deste
organismo de ambiente marinho em aguas doces. Todavia esta bactéria tem
apresentado resultados similares a outros ensaios de toxicidade aguda em ambos
os ambientes (COSTA e OLIVI, 2008).

A luminescéncia esta diretamente associada ao metabolismo bacteriano,
ocorrendo durante o ciclo de Krebs. A energia produzida € emitida na luz verde-
azulada, podendo ser lida em 490 nm. Durante a exposicdo da bactéria as
substancias toxicas ocorre a interferéncia na producéo de energia, acarretando na
reducao da intensidade da luz (SOARES, 2012).
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3.2. Poluicdo e a presenca de farmacos no meio ambiente

A agua € o recurso natural comum mais importante para a vida no planeta
Terra. Todavia, se apresenta cada vez mais escasso e em condicdes
inapropriadas para uso, devido as diversas formas de poluicdo geradas pela

populacéo ao decorrer de seu desenvolvimento (BARROS e AMIN, 2008).

A poluicdo pode afetar o ser humano de forma direta, por meio do consumo
de agua impropria, ou de forma indireta, por meio da ingestdo de alimentos
contaminados por deposito cumulativo de substancias quimicas altamente
prejudiciais (SOUZA, 2008). Os poluentes podem atingir ecossistemas aquaticos
na forma de despejos de diversos materiais através de processos naturais ou
antropogénicos, como dejetos de animais, substancias farmacéuticas,
agrotoxicos, sedimentos, despejos industriais, entre outros. Estes contaminantes
podem resultar em riscos a saude da populacédo, principalmente por se tratarem

muitas vezes de compostos recalcitrantes (ALMEIDA, 2013).

Dentre alguns poluentes organicos, destacam-se 0S compostos
farmacéuticos presentes em diversas matrizes ambientais, devido ao elevado
crescimento do consumo destes produtos. Segundo dados do “STATISTA®, a
receita mundial do mercado passou de 390,2 bilh6es de dodlares (U$) em 2001
para U$ 1.057,2 trilhdes em 2014. A evolucdo anual desse mercado foi

apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Receita do mercado farmacéutico mundial 2001-2014. Fonte:
STATISTA®, 2016.
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Em relagdo a produgdo nacional, segundo dados da “IMS Health”, o
mercado farmacéutico teve um salto de faturamento de R$ 28,7 bilhdes em 2010
para R$ 41,8 bilhbes em 2014, representando um crescimento de 45,6% no Brasil
(FRIAS, 2015). Segundo HORA e colaboradores (2015), um dos motivos para
esse aumento esta associado a fatores econdmicos, politicos e culturais que tém
contribuido para o crescimento e a difusdo da automedicacédo, o que pode ser um

problema na saude publica.

Houve também crescimento em relacdo aos medicamentos controlados,
com aumento de 161% no fornecimento entre os periodos de 2009 a 2015
(AGENCIA SENADO, 2015). No municipio de S&o Paulo esse crescimento foi de
47%, entre 2010 e 2014, destacando-se a demanda de antidepressivos
consumidos por meio milhdo de pessoas em 2014. A comercializagéo do farmaco
fluoxetina atingiu 39.825.888 comprimidos em 2014 (CAMBRICOLI et al, 2015).

Outro farmaco frequentemente adquirido € o diclofenaco, medicamento
prescrito como analgésico, antipirético e anti-inflamatorio. Segundo um
levantamento realizado por ACUNA e colaboradores (2015), o consumo nacional

pode chegar a valores superiores a 60 toneladas por ano.

Alguns estudos destacaram a presenca destes contaminantes
emergentes em ambientes aquaticos em diversos paises, representados na
Tabela 1 (ANDREU et al, 2016; GAFFNEY et al, 2014; LI, 2014; BILA e DEZOTTI,
2003).
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Tabela 1 - Deteccédo de farmacos em diferentes matrizes ambientais, incluindo
aguas para o consumo da populacéo.

Concentra¢cdes no

Substancia Classe Meio Ambiente Condicdes Referéncia
Agua
1 o ALMEIDA et
Anti-inflamatorio/ | 00~ 782ng.l sw?gﬁggsp al, 2005
Ibuprofeno analgésico / Aoua
antipirético 1 gua ANDREU et
117 ng.L superficial al 2016
(Espanha)
Agua
0,2-4,8ng.L™ superficial (SP ALa'\l/IEZIS)OAé et
. Ansiolitico/ uso - Brasil) '
Diazepam siquiatrico Agua para
bsid -1 GAFFNEY et
23,5 ng.L consumo al 2014
(Italia) ’
Efluente
0,55ug L™ tratado (SP - BORRELY et
_ N _ Brasil) al, 2012
Diclofenaco Anti-inflamatorio Aaua para
4 guap GAFFNEY et
6-35 ng.L consumo al 2014
(Alemanha) '
. L Efluente
Piroxicam Anti-inflamatério / 0,331 g L tratado (MS - AMERICO et
analgésico / Brasil) al, 2012
Afluente
Ciprofloxacina Antibidtico 0,09 -5,524 uglL™* | tratado (SP - BOTRELY et
Brasil) al, 2012
Afluente
Propranolol Betabloqueador 0,036 — 0,51 ug Lt tratado (SP - BO'TRZI(E)L; et
Brasil) al, 201
. Agua para
Fluoxetina Antldeprggsores, 0,82 ng.L™" consumo ( GAFFNEY et
Ansioliticos EUA) al, 2014
L. 1 Esgoto Bruto | AMERICO et
Naproxeno Anti-inflamatério 4,603 ug L (MS - Brasil) al 2012

A contaminacdo do meio ambiente por estes compostos pode ocorrer

durante todo o processo, desde a producédo até o descarte. Quando consumidos

para usos terapéuticos, os restos dos metabolitos dos produtos sdo normalmente

eliminados pelas vias excretoras, atingindo os sistemas de esgotos. Por outro

lado, os medicamentos com validade vencida sdo descartados na maioria das

vezes de forma inadequada, podendo atingir o meio ambiente (ARAUJO et al,

2010).
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Outras vias de contaminacdo que podem ser descritas sdo: a remogao
incompleta em estacbes de tratamento, a lixiviagdo, langcamentos de esgotos
domeésticos em cursos de agua, lancamentos de efluentes farmacéuticos
(AMERICO et al, 2012; GROS et al, 2009; KUMAR et al, 2009; FARRE et al,
2008). Além disso, a eliminacdo de antibidticos e horménios utilizados em

medicina veterinaria é outra via de contaminacdo que pode ser considerada
significativa (TORRES et al, 2012).

A absorcdo de compostos farmacéuticos ndo ocorre totalmente, podendo
ser eliminados pela excrecdo (AMERICO et al, 2012). Estes compostos
farmacéuticos séo excretados pela urinas e fezes como substancia inalterada
ativa, metabdlitos ou ainda sobre a forma de conjugado glucorénico ou acido
sulfarico (TORRES et al, 2012). De modo geral, a excrecdo de uma dose de
farmacos pode ocorrer entre 50 a 90% na forma inalterada, podendo persistir no
meio ambiente (MULROY, 2001).

A presenga dos contaminantes no meio ambiente pode estar sujeita a
diversas combinacdes de processos que podem afetar o seu destino e
comportamento, como a hidrélise, a fotélise, a complexacédo e a biodegradacao.
Desta forma, processos bidticos e abidticos podem ser responsaveis pela
degradacdo de substancias potencialmente toxicas na natureza. No entanto,
algumas delas sao recalcitrantes, podendo persistir no meio ambiente por longos
periodos de tempo (COSTA e OLIVI, 2008).

Os meios de degradacdo e os efeitos dos farmacos dependem de suas
propriedades fisico-quimicas. A mobilidade dos compostos depende da
solubilidade em agua e do coeficiente de particdo octanol-agua (DIAZCRUZ et al,
2003). De modo geral, farmacos apresentam propriedades fisico-quimicas
persistentes, sendo lipofilicos e bioacumulativos, além de apresentarem baixa
pressao de vapor, que facilita a sua dispersdo no meio ambiente (TORRES et al,
2012).

Além das caracteristicas dos produtos,a taxa de remoc¢ao de farmacos em
estacdes de tratamento de efluentes (ETES) esta relacionada a diversos fatores

como o tipo de tratamento aplicado, a idade do lodo ativado, o tempo de retencéo
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hidraulica e a temperatura no processo conforme a estacdo do ano (LOPEZ-
SERNA et al, 2010; VERLICCHI et al, 2010; GROS et al, 2007).

GURKE e colaboradores (2015) estudaram a eficiéncia de uma estacao de
tratamento de esgoto equipada com tratamento secundario para a remocao
biolégica para fésforo e nitrogénio, observando que, embora a taxa de remocéao
fosse maior que 50%, a concentracdo de farmacos e subprodutos detectados no

efluente ainda era maior que 1 pg.L™.

AMERICO e colaboradores (2012) avaliaram a presenga de compostos
farmacologicos em amostras de afluentes e efluentes de uma ETE equipada com
um reator anaerobio de leito fluidizado (RALF), determinando concentracdes de
diclofenaco em ambas as condi¢des com concentracdes de 2,47 pg.L™ em esgoto

bruto e 0,27 pug.L* em efluente tratado.
3.2.1. Cloridrato de floxetina

A fluoxetina atua como um potente inibidor especifico, seletivo, da
captacdo da serotonina nos neurdnios pré-sinapticos, elevando, assim, os niveis

de serotonina nas areas sinapticas cerebrais (Eli Lilly & Company, 2013).

Este medicamento é indicado para o tratamento da depressao, associada
ou ndo a ansiedade, ao tratamento de bulimia nervosa, do transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC) e do transtorno disférico pré-menstrual (TDPM), incluindo
tensdo pré-menstrual (TPM), irritabilidade e disforia (mal-estar provocado pela
ansiedade).

O cloridrato de fluoxetina (cloridrato de (+)-N-metil-3-fenil-3-[(a,a,a-trifluoro-
p-tolil)-oxi]propilamina), com a férmula molecular C;7;H1sFsNO'HCI e peso de
345,79 g.mol™, se apresenta na forma de pé branco a quase branco, soltvel em

4gua em concentracdo de 14 mg.mL™ (Eli Lilly & Company, 2013) (Figura 5).
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Anti-depressivo

FiC - — O~ CH—CH;— CH; - NH - CH; . HCI
MM = 309,1340 Da

Log Kow = 4,65

pKa= 10,1

Cloridrato de fluoxetina

Figura 5 - Formula estrutural do cloridrato de fluoxetina. Fonte: Silva, 2014.

A serotonina, 5-hydroxytryptamine (5HT), € o hormdnio e o neurotransmissor
envolvido principalmente na excitacdo de oOrgdos e constricdo de vasos
sanguineos. Esta substancia também é encontrada em paredes sanguineas,
localizada no hipotalamo e parte central do cérebro. Dentre algumas fungdes
destacam-se o estimulo dos batimentos cardiacos, inicio do sono e a luta contra a
depressdo. A atuacdo de medicamentos que trata a depresséao tende a elevar os
niveis deste horménio no cérebro. Ademais, este horménio regula a luz durante o
sono, uma vez que é o precursor do horménio melatonina (regulador do relogio
natural) (ANDRADE et al, 2003). Outras fungdes deste neurotransmissor também
estdo relacionadas a ingestao de alimentos e ao comportamento sexual (FENT et
al, 2006).

A comercializagcdo deste medicamento ocorre de maneira controlada pela
Portaria n°. 344/1998, podendo ser encontrada na lista C1. Segundo o relatério
apresentado pela ANVISA em 2009, uma das possiveis reacOes adversas
observadas durante o tratamento dos sintomas depressivos com a fluoxetina seria
a perda de peso. Desta forma, a utilizacdo deste farmaco estaria sofrendo um
desvio de seu uso, sendo administrada para a perda de peso, muitas vezes

ocorrendo sem a avaliagcao do risco/beneficio.

De acordo com um caso reportado no relatorio, a fluoxetina foi prescrita em

associagdo com um grande numero de outras substancias ativas. Esse tipo de
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prescricdo multipla ocorria principalmente para mulheres, sugerindo a utilizacdo

do medicamento com finalidades estéticas.

A fluoxetina é extensivamente metabolizada no figado a norfluoxetina e em
outros metabdlitos nao identificados, que sdo excretados na urina. A meia-vida de
eliminacdo da fluoxetina é de 4 a 6 dias e a de seu metabdlito ativo é de 4 a 16
dias (Medley® IndUstria Farmacéutica Ltda). A excrecdo dos metabdlitos ocorre
pela urina (65%) e nas fezes (15%) por mais de 30 dias (SOARES, 2005). Cerca
de 2,5 a 5% da fluoxetina e 10% do metabolito ativo norfluoxetina s&o excretados
na forma inalterada na urina (TELLES-CORREIA et al, 2009).

3.2.2. Diclofenaco de sodio

O diclofenaco de sddio (2-(2,6-dicloroanilina)fenil)acetato de sédio), com a
férmula C14H10Cl,NNaO, e peso de 318,14 g.mol™, se apresenta na forma de p6
cristalino, levemente higroscépico (ROCHA, 2010). Possui solubilidade de 19
mg.mL™* em agua (RISSI, 2013).

Esse medicamento é classificado como anti-inflamatério ndo esteroidal
(AINE). De modo geral, € bastante indicado como analgésico, antipirético e anti-
inflamatorio, sendo largamente prescrito e adquirido livremente (ROCHA, 2010).
Em alguns casos este medicamento pode ser utilizado para tratamento de
doencas reumaticas, com uso prolongado (FENT et al, 2006). Outras utilizacdes
para o diclofenaco sédico sdo o tratamento de formas degenerativas e
inflamatérias de reumatismo (artrite reumatoide), espondilite anquilosante,
osteoartrite e espondilartrite, sindromes dolorosas da coluna vertebral,
reumatismo nao-articular, dores pdés-traumaticas e pés-operatorias, inflamacéao e
edema, condi¢cBes inflamatoérias e/ou dolorosas em ginecologia (dismenorréia
primaria ou anexite) (NOVARTIS). A estrutura molecular do composto foi

apresentada na Figura 6.
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Na Anti-inflamatério

| / MM = 319,19 g.mol:

Log Kow = 4,02

J pKa=4,1

Figura 6 - Estrutura quimica do diclofenaco de sédio. Fonte: PUBCHEM.

O diclofenaco é um composto rapidamente metabolizado por diversos
mamiferos (EMEA, 2004). O composto sofre biotransformacao pelo citrocromomo
P450, gerando metabdlitos como o 4-hidroxi e 5-hidroxi-diclofenaco e outros
metabolitos em menor concentragdo como o 3-hidroxi-4-metoxi e 4,5-di-hidroxi
diclofenaco. Os metabdlitos do diclofenaco sdo excretados na urina (65%) e na
bile (35%), sendo pouco eliminado sem alteracdo (AGUIAR, 2009).

A acdo farmacolégica compreende na inibicdo da atividade da enzima
cicloxigenase (COX), resultando no decréscimo da conversdao do acido
araquidénico em precursores de prostaglandinas e tromboxanos, responsaveis
pelos processos inflamatorios, dores e febre. As prostangladinas desempenham
diversas funcdes fisiolégicas de acordo com as células fontes e moléculas-alvo.
Estdo envolvidas em processos inflamatorios e dores, regulacdo da corrente
sanguinea nos rins, processos de coagulacdo e sintese de mucosa gastrica
protetora (ROCHA, 2010; FENT, 2006).

3.3. Riscos ambientais associados a presenca de farmacos e seus

residuos

De modo geral, os farmacos sé&o classificados como contaminantes
emergentes, sendo, essencialmente, compostos que interferem no funcionamento
do sistema endécrino dos organismos, resultando em resposta ndo naturais.

Estes contaminantes podem ser obtidos de forma natural ou sintética e,
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juntamente com outros produtos, tais como, produtos para cuidado pessoal,

esterddies hormonais sexuais, drogas ilicitas, dentre outros e podem ser

considerados desreguladores endocrinos (OLLER et al, 2011).

Deste modo, os efeitos toxicos nesses ecossistemas de medicamentos

nao se restrigem apenas aos desequilibrios ecolégicos provocados nos corpos

d’aguas receptores, mas também podem afetar a saude humana, em decorréncia

dos fenbmenos de bioacumulagcdo ao longo da cadeia alimentar e da persisténcia

dos poluentes toxicos na agua que sera utilizada (MASSARO, 2011).

Segundo as categorias de toxicidade baseadas pela legislacdo europeia,

baseadas em valores de CE50, o potencial toxico pode ser classificado em: muito
toxico (CE50 < 1 mg.L™); téxico (1 < CE50 < 10 mg.L™) e perigoso (10 < CE50 <
100 mg.L™) (Commission of the European Communities, 1996). A toxicidade do

cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sodico para diferentes organismos aquaticos

vém sendo objeto de estudos, conforme consta da Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros de toxicidade de diferentes organismos expostos a
fluoxetina e diclofenaco.

Farmaco Organismo Tempo CES0/LC50/1C50 Referéncia
exposicao
Vibrio fischeri 15 min 1,15 mg.L* SILVA (2014)
Daphnia similis 48 h 1,31 mg.L* SILVA (2014)
Pseudokirchneriella 48 h 0;024 mg.L* BROOKS et al
Fluoxetina subcapitata (2003)
Chironomus 10d 15,2 mg.kg™ BROOKS et al
tentans (2003)
Hyalella azteca 10d 43 mg.kg™ BROOKS et al
(2003)
Vibrio fischeri 30 min 4,17 mg.L* HOMLOK et al
(2011)
Daphnia similis 48 h 46 mg.L™ MENDES et al
Diclofenaco (2010)
Pseudokirchneriella 72 h 64,8 mg.L™? QUINN et al
subcapitata (2011)
Lemna minor 7d 47,6 mg.L*t QUINN et al
(2011)

Alguns estudos reportam diversos efeitos causados por residuos de
farmacos. WEINBERGER Il e KLAPER (2013) demonstraram que concentracfes

ambientais da fluoxetina causaram impactos no comportamento de peixes
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Pimephales promelas, em que principalmente os machos se tornaram antissociais
e agressivos. BROOKS e colaboradores (2003) verificaram que houve aumento

significativo da prole de Ceriodaphnia dubia exposta em 56 pg.L™ de fluoxetina.

Em relacdo ao diclofenaco, TAGGART e colaboradores (2007)
verificaram um catastréfico declino de abutres Gyps no norte da india. As aves se
alimentavam das carcacas de gado morto, tratados com o composto pouco apés
a morte, sendo verificado em outro estudo que aves morriam de insuficiéncia
renal causada apdés a ingestdo da carcaca de animais contaminados com
diclofenaco (FENT et al, 2006).

HONG e colaboradores (2007) verificaram alteragdes na saude dos peixes
em uma exposi¢cdo prolongada a concentragcbes ambientalmente relevante de
diclofenaco. Foram dectadas alteracbes em genes de expressdo genética
utiizados como biomarcadores de peixes da espécie Oryzias latipes.
SCHWAIGER e colaboradores (2004) observaram inducdes a lesdes renais e

alteragdes nas branquias, a partir de concentragdes de 5 ug.L™.

Ademais, outros componentes podem ser adicionados aos produtos
farmacéuticos visando proporcionar propriedades aos principios ativos, como
estabilidade, volume, coloracéo, gosto, taxa de absor¢cdo. Estas substancias sao
conhecidas como excipientes, destacando-se: solventes, surfactantes,
lubrificantes, emusificantes, conservantes antimicrobianos (CARLSSON et al,
2006). CAMINADA (2008) concluiu gue a toxicidade dos farmacos testados
variava de acordo com a formulacdo estudada, sugerindo que a toxicidade

apresentada dependia do excipiente utilizado.
3.4. Efeitos de mistura

No momento em que estes contaminantes se dispéem no meio ambiente,
torna-se comum a mistura com diferentes compostos. A exposicdo da biota
aguatica a essa mistura pode resultar em interacfes toxicolégicas diferentes da
acdo esperada pela acdo do contaminante sozinho (RAND et al, 1995). Os
possiveis efeitos podem ser classificados como sinergético, aditivo, potencial e
antdgonico (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). Na tabela 3 constam o0s possiveis

efeitos que podem ocorrer durante a combinacao binaria de duas substancias.
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Tabela 3 - Possiveis efeitos de uma mistura binaria. Fonte: Zagatto e
Bertoletti, 2006.

Efeito de mistura Somatorio
Aditivo 1+1=2
Sinergético 1+1=5
Antagdnico 2+3=4
Potencial 0+1=4

O modo de interacdo entre os constituintes da mistura, bem como o sitio
alvo no organismo afetam na toxicidade, podendo acarretar em diferentes efeitos.
Estes podem ser divididos basicamente em quatro tipos: 0s constituintes da
mistura podem afetar a mesma funcéo fisiologica; pode haver uma interacdo
guimica entre os constituintes da mistura afetando a toxicidade de um dos
compostos; a absorcdo, o metabolismo, a distribuicdo ou a excrecdo de um
constituinte sofre alteragcdo provocada pelos demais constituintes da mistura,
podendo haver, ainda, competicdo entre os constituintes da mistura pelo mesmo
tecido receptor (COSTA e OLIVI, 2008).

3.5. Principais processos de tratamento de efluentes
3.5.1. Tratamentos biolégicos

O tratamento biologico de esgotos e efluentes representa um mecanismo
natural, onde a matéria organica biodegradavel ¢é decomposta por
microrganismos, a medida que é consumida utilizando o carbono como fonte de
energia, além de aproveitar o oxigénio dissolvido na agua para otimizar a

mineralizacdo dos contaminantes (BORRELY, 1998).

Estes processos sdo considerados 0s mais representativos por sua grande
utilidade, eficiéncia e simplicidade, sendo que qualquer tecnologia pode ser
associada ao tratamento biolégico, uma vez que estes processos podem tornar 0s
compostos mais susceptiveis ao ataqgue microbiano. No entanto, a medida que as
atividades industriais geram produtos sintéticos recalcitrantes e o conjunto de
efluentes lancados pelas industrias representam matrizes complexas de efluentes,
a biodegradabilidade fica prejudicada devido a carga demasiadamente téxica aos
processos metabolicos (BORRELY, 2001).
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O potencial de ensaios de biodegradacao tem sido bastante critico para o
desenvolvimento sequencial de processos. Os ensaios de respirometria fornecem
respostas que estimam a biodegradabilidade aerdbica em intervalos de tempo
curtos (30 min). Estes ensaios sdo bastante Uteis para prever a dinamica de
resposta de curto-tempo sob condi¢des transitorias, uma vez que ndo sofrem o
processo de aclimatacéo. Desta forma, ndo ha o risco consideravel de subestimar
o verdadeiro potencial do tratamento biolégico, sendo estes ensaios bastante
adequados para o controle de processos (GUIEYSSE e NORVILL, 2014).

O principio dos métodos respirométricos para a determinacdo taxa de
consumo de oxigénio (TCO) leva em consideracdo as variagcbes na taxa de
respiracdo do lodo em consequéncia do tipo de substrato acrescentado e a
velocidade de degradacéo de parte da biomassa, sendo que este parametro é um
dos principais componentes a serem quantificados no procedimento de projetos
e/ou gestao de tratamentos de aguas residuais (ANDREOTTOLA et al, 2004).

3.5.2. Processos oxidativos avancados (POA)

Os Processos Oxidativos Avancados (POAs) podem ser caracterizados
pela producdo in situ de espécies transitérias oxidativas altamente reativas e
pouco seletivas, tais como radical hidroxila (OH). Estes radicais sdo capazes de
degradar diversos compostos organicos e poluentes inorganicos (R1ZZO, 2011).
Estes processos tém sido descritos como uma alternativa eficiente para remogéao
de poluentes persistentes e efluentes com elevada carga organica (AMORIM et al,
2009).

A pesquisa e desenvolvimento de POAs tem-se tornado pertinente nas
Ultimas décadas, devido ao grande potencial de aplicacdes e a diversidade de
tecnologias que podem ser envolvidas (KLAVARIOTI et al, 2009). Dentre os
processos de POAs destacam-se diversos processos de fotocatalise
heterogéneos e homogéneos, tais como processo ultravioleta (UV), radiacéo
solar, eletrélise, ozonizacdo (Os ou Os/H,0,), processo Fenton (H.O./Fe*? ou
H»0,/0s/Fe*?), ultrassom, processos de radiacdo ionizante (Radiacdo utilizando
elétrons acelerados, raios y e raios X), fotocatdlise, utilizacdo de catalisadores,
dentre outros (PINHEIRO, 2011).
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A associacdo dos POAs vem sendo empregada na forma de pré-
tratamento para processos bioldgicos, visando aumentar a biodegradabilidade e
reduzir a toxicidade (KLAVARIOTI et al, 2008). Estes processos podem ser
utilizados em sistemas de tratamento para esgoto e de efluentes, sistemas de
reuso de aguas residuais, estacdes de tratamento de agua potavel para consumo,

desinfecao biolégica de efluentes e lodo, dentre outros (R1ZZO, 2011).
3.5.2.1. Aplicacdes da Radiacédo ionizante para o tratamento de aguas

A radiacdo ionizante possui energia suficiente para a remocao de elétrons
de suas orbitais em torno do atomo, perturbando, assim, o equilibrio destas
moléculas, modificando-as e ionizando-as. Este tipo de radiagcdo ocorre de
maneira natural no Universo, podendo também ser provocada pelo homem
através de materiais radioativos. Dentre os diversos tipos de radiacdo, podem-se
destacar as radiacdes a, B, y, Raio-X e radiacdo de néutrons (CNSC, 2012). As
aplicagdes da radiacdo ionizante tem-se expandido em diversas areas como

saude, industria, agricultura e meio ambiente.

Nas areas industriais, sua aplicacdo estende-se a esterilizacdo de produtos
médicos, producdo de polimeros com melhores caracteristicas, gamagrafia
industrial, tracadores radioativos, coloragcdo em pedras preciosas, dentre outros.
Na éarea da saulde, existem aplicacdes em tratamento médicos como a
braquiterapia, a producdo de diversos radio-farmacos utilizados na medicina
nuclear, a producédo de hidrogel para fins médicos, além do desenvolvimento de
novos aparelhos para diagnésticos médicos como a tomografia, a tomografia por
emissdo de positrons (PET), Raios-X. Na agricultura, a radiacdo ionizante é

bastante utilizada para a redugao de carga microbiana em alimentos.

Na area ambiental, esta tecnologia pode ser utilizada para o tratamento de
gases toxicos e de efluentes liquidos. Neste ultimo caso, visando aumentar a
biodegradabilidade e/ou reduzir a toxicidade dos efluentes finais, além de poder
ser utilizado para a desinfeccdo de lodo de esgoto e remediacdo do solo
(MORAIS, 2015; IAEA, 2007; IAEA, 2004; BORRELY, 2001, BORRELY, 1998).

O processo de irradiacdo com feixe elétrons obteve bons resultados na
remocao de toxicidade e degradacao de farmacos (SILVA, 2014; SANTOS, 2011).
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A degradacdo de contaminantes organicos complexos quando submetidos a
processos oxidativos avancados produzem produtos de oxidacdo intermediarios
gue podem ser mais toxicos do que os compostos parentais (R1ZZO, 2011). Desta
forma, ensaios de toxicidade para as misturas sado necessarias a fim de avaliar o

comportamento das amostras apds o tratamento.
3.5.2.2. Acelerador de eletréons

A aplicacdo da radiacdo ionizante tem-se mostrado eficiente para a
remocao de matéria organica, compostos organicos persistentes e contaminantes
ambientais de esgotos, lodos e efluentes industriais, além de melhorias em
aspectos ecotoxicologicos (ROMANELLI et al, 2004). A utilizac&o torna-se viavel
para aplicagcéo industrial em razéo do custo e do tempo (SELAMBAKKANNU et al,
2011). Ademais, os aceleradores de elétrons apresentam outras vantagens como
taxa de dose alta, rendimento maior de energia, licenciamento similar as
maquinas de Raios-X e o sistema liga-desliga que cessa a emissao da radiagcao
ionizante (DUARTE, 1999).

Os aceleradores de elétrons sao dispositivos capazes de acelerar
particulas subatémicas de valores muito baixos até valores entre alguns bilhdes
de elétrons-volt (eV) e altas energias cinéticas, pela combinacdo entre campos
elétricos e magnéticos. A dindamica de funcionamento constitui-se na formacéao de
um potencial de alta voltagem que é estabelecido entre o catodo e o anodo, no
vacuo. A partir de alteracGes na variacdo do potencial aplicado a aceleracéo de
elétrons, € possivel variar a energia cinética, e consequentemente, o seu poder
de penetracédo (SANTOS, 2011).

Estes equipamentos sdo constituidos por tubos de acelerador em véacuo,
canhbes de elétrons, camara de irradiacdo, painel de controle e sistemas de
seguranca. Seus componentes possuem blindagem visando barrar a passagem
dos raios X que podem ser gerados pelo fretamento dos elétrons ao penetrar na
matéria (BORRELY, 2001). Desta forma, o principio de funcionamento do
acelerador de elétrons pode ser comparada ao funcionamento de um tubo de

televisdo que utiliza cerca de milhdes de volts de energia (Figura 7) (RELA, 2006).
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Figura 7 - Comparacdao entre acelerador de elétrons e um tubo de televiséo.
Fonte: BORRELY, 2001.

Os aceleradores de particulas comecaram a ser desenvolvidos em 1927
baseando-se nas pesquisas do fisico Enerst Lawarence, sendo que o primeiro
acelerador de particulas foi construido na Universidade de Cambridge, na
Inglaterra, pelos fisicos Cockroft e Walton (HARVEY, 1969). Em 1950, os
primeiros estudos por tratamento com radiacdo ionizante foram realizados,
voltando-se principalmente, para trabalhos de desinfeccdo de esgotos. Nos anos
60, os estudos voltaram para trabalhos de purificacdo de agua e tratamento de
aguas residuais. Entre os anos de 1970 e 1980, algumas pesquisas voltaram-se
aos estudos em aguas residuais industriais e em aguas subterraneas poluidas. A
partir dos anos 90, diversas plantas pilotos foram construidas a fim de

desenvolver novas pesquisas (MORAIS, 2015).

A implantacdo de plantas pilotos tem ocorrido em diversos paises tais
como Austria, Brasil, Japdo, Republica da Coréia, Federacdo Russa, Estados
Unidos, dentre outros. O processo de radiacdo ionizante tem-se mostrado efetivo
para o tratamento (decomposicdo de compostos organicos e persistentes) e
desinfecccado de efluentes. O processo tem obtido alta eficiéncia com um custo

relativamente baixo, utilizando-se de baixas doses (IAEA, 2007).
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Um destaque é a planta completa de Daegu, localizada em um complexo
téxtil industrial na Republica da Coréia, em 2005. Este projeto foi baseado em
uma instalagdo de uma planta piloto, com o funcionamento desde 1988. O
sistema utiliza da combinacdo de um acelerador de eletrons associado a um
tratamento biolégico. O complexo tem a capacidade de tratar cerca de 10.000 m®
por dia de aguas residuais, utlizando-se de um acelerador de eletrons de 1 Mev,
400 kW. A planta pode operar a doses de 1 kGy, obtendo eficiéncia na remocao
de &guas residuais, favorecendo a reducdo do tempo de retencdo em
biotratamentos. O custo da implementagdo da planta operacional foi estimado em
U$D 4 milhdes, sendo o custo de operacdo obtido em torno de U$D 0.3 por m?
de efluente (HAN, 2012).

No Brasil, o Centro de Tecnologia das Radiagcdes (CTR) localizado no
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) possui uma planta piloto.
O acelerador de elétrons de 1,5 MeV e 3,7kW foi construido em 1993, possuindo
capacidade de tratar 3 m® por hora de efluentes (PINHEIRO, 2011). Esta planta
vém sendo utilizada para o estudo em diversos trabalhos (MORAIS, 2015; SILVA,
2014; SANTOS, 2011; PINHEIRO, 2011; HIGA, 2008; BORRELY,2001).

Atualmente, foi apresentado o “Projeto da Unidade Mdével com Acelerador
Industrial de Eletréns”, com a parcerias do IPEN, SENAI-SP, Truckvan Industria e
Comércio e a empresa coreana EB-Tech Co Ltd. Este projeto tem como um dos
objetivos o tratamento de efluentes liquidos, estimado no valor de 1,2 milhdo de
euros (INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES, 2015).
Estudos prévios ja demostraram a viabilizac&o técnica da construcado de unidades
moveis no pais (RELA, 2006).

3.5.2.3. Interacdo daradiacdo com a matéria

A irradiagéo por feixe de elétrons é fundamentado na interagdo da radiagéo
ionizante produzida por um acelerador de elétrons com o substrato (solucbes
aquosas, efluentes industriais, aguas residuais) (PINHEIRO, 2011). Durante a
irradiacdo, o substrato sofre diversas modificacdes induzidas pelas espécies
guimicas que sao formadas a partir da interacdo da radiacdo com a agua e seus

componentes. Estas espécies sdo altamente reativas, e desencadeiam outras
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séries de reacdes, cujo entendimento torna-se fundamental para o
desenvolvimento da aplicacdo da tecnologia das radiagbes para fins ambientais
(BORRELY, 2001).

No processo os elétrons interagem com as moléculas e &tomos presentes
na amostra irradiada pela transferéncia de energia (SILVA, 2014). Na primeira
fase do processo, ocorre um efeito fisico, em intervalos muito curtos da ordem de
10 s a 10"*? s, nos quais os atomos sofrem ionizacdo e/ou excitacdo. Na
segunda fase, ocorrem efeitos quimicos, processados em intervalos de tempos
estimados de 10° s, nas quais as moléculas podem sofrer rupturas em suas
ligacOes, gerando radicais livres (DUARTE, 1999).

Os efeitos quimicos da interacdo da radiacdo com a matéria podem ocorrer
por dois mecanismos: o0 modo direito e o indireto (Figura 8). Na acao direta, a
radiacdo interage diretamente com a molécula de interesse, sendo que este modo
de acdo ocorre de maneira insignificante, mesmo em altas concentracfes dos
compostos organicos. Na acgdo indireta, conhecida como radiolise da agua, a
radiacdo interage com a molécula de agua, gerando espécies quimicas muito

reativas e difusiveis que irdo interagir no material de estudo (ROMANELLI, 2004).

Forma indireta Forma direta

H.0 M
H>0 = €73+ H'+ OH"+ H,0, ("
H:0 W,b H0
c :

B0

Figura 8 - Formas de interacdo da radiac&o ionizante - acdo direta e indireta.
Fonte: ROMANELLI, 2004.

Na acdo indireta da radiacdo, as moléculas da agua sofrem ionizacdo e
excitacdo pela radiacdo, levando a formacao de espécies intermediarias reativas
redutoras (e'aq € H-) e oxidantes (OH-). Esses radicais sdo formados em intervalos
de tempo curtos (10** a 10 segundos) e interagem com 0s compostos organicos
e inorganicos (BORRELY, 2001).

A quimica das radiagdes é uma ciéncia bem estabelecida. Desta forma, os

principais produtos intermediarios e moleculares sdo determinados pela Equagéo
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1, em que sdo demonstradas as principais espécies formadas e acompanhadas
de seus respectivos rendimentos para 100 eV de energia absorvida (valor de G).
O valor G indica o numero de moléculas “produzidas ou reagidas” para uma dada
energia da radiacdo, sendo estes valores expressos em mol J*' e sé&o
dependentes do pH da solucdo (BORRELY, 2001).

H,O — [2,6] €aq + [0,6] H- + [2,7] OH- + [0,7] HO;, + [2,6] H3O" + [0,45] H,
Equacéo 1

Em meio &acido o e’,q € convertido em atomo de hidrogénio, de acordo com a

Equacéo 2:
€aq*t H+aq — H- Equacéo 2

Em meio béasico os atomos de hidrogénio séo transferidos em e’3q € 0s radicais

OH- dissociam-se, conforme as Equacéao 3 e Equacéao 4, respectivamente:
H-+OH- — ey Equacéo 3
OH:- — Ogaq + H'yq Equacéo 4

A aplicacao da tecnologia da radiacao ionizante com feixes de elétrons nos
processos de tratamento de efluentes deve ser realizada respeitando a espessura
da camada de agua de acordo com a energia do equipamento utilizado a fim de

fornecer elétrons acelerados na integridade na amostra (BORRELY, 2001).

A quantidade de energia que é transferida da radiacdo ionizante para a
matéria € definida como dose absorvida, sendo a unidade definida pelo Sistema
Internacional de Unidade para dose absorvida como Joule por quilograma (J.kg™),
a qual € dada o nome especial de Gray (Gy), previamente chamado de rad. A
relacdo entre essas unidades por ser definida por 1 Gy = 1 J kg™ = 100 rad
(INMETRO, 2007).

A interacdo dos radicais livres formados com as moléculas de poluentes
induzem reac¢Oes de oxidacéao, reducéo, dissociacdo ou degradacao. Estes tipos

de interacfes sao responsaveis pela decomposicdo de compostos organicos, que



39

ocorrem de maneira ndo seletiva, sendo necessaria a determinacéo da dose e a

taxa de radiacdo de modo experimental (SILVA, 2014).
Exemplos de aplicagdo que obtiveram bons resultados, tem-se:

Duarte (1999) obteve reducdes significativas na remocédo de compostos
organicos presentes em efluentes industriais, bem como a remocéao, de corantes
e o clareamento das amostras. Mais de 90% dos compostos organicos foram
removidos na dose de 20 kGy. No entanto, alguns parametros convencionais
desses efluentes industriais ndo foram melhorados durante o processo de
radiacdo, porém este processo € visto como promissor em pré-tratamento, visto
gue durante o processo de radiagcdo sao originados &cidos organicos que podem

ser facilmente biodegradados.

Borrely (2001) obteve reducédo significativa da toxicidade de mistura de
esgoto domésticos e industriais provenientes da Estacdo de Esgoto de Suzano
em Sao Paulo, apds o processo de radiagdo. Os percentuais obtidos de remocé&o
de toxicidade para os organismos V. fischeri e D. similis foram superiores a 85%.
Para os peixes P. reticula, a eficiéncia se manteve entre 40 e 60%. Para a
aplicacao real dos processos, as doses de radiacado sugeridas foram de 50, 20 e

doses entre 5-10 kGy, de acordo com os pontos estudados.

Higa (2008) avaliou a toxicidade para organismos aquéaticos e a aplicacdo
do tratamento com irradiacdo e adsorcdo em zedlita. A radiagdo obteve eficiéncia
de 60% para efluentes da industria quimica a partir de doses de 40 kGy, enquanto
que para efluentes de industrias téxteis as doses variaram entre 0,5 e 3,0 kGy.
Tanto o processo de radiacdo ionizante quanto a adsor¢cdo em zedlitas foram
considerados eficientes para a reducdo da coloracdo e toxicidade em efluentes

que apresentavam corantes.

Pinheiro (2011) avaliou a reducdo de toxicidade e a degradacdo dos
corantes Remazol Black B (RB5) e Remazol Orange (RO3R). Para doses de 10
kGy obteve resultados eficientes na remocgédo de cor superiores a 97%, enquanto
gue para essa mesma dose foi observada uma reducdo de toxicidade de

aproximadamente 60% para a bactéria Vibrio fischeri.
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Desta forma, € possivel observar que doses baixas (entre 0.5 e 5.0 kGy) se
apresentam adequadas para o0 tratamento destes poluentes recalcitrantes,

melhorando o beneficio em termos de custo de producdao.

Segundo Han et al (2007), o fator econémico é o ponto mais importante
para a instalacdo de uma planta de acelerador de eletrons, sendo que o0s
aceleradores originam elétrons acelerados com energia que alcangcam entre 50 a
400 kW. Para o tratamento de gas, a energia necessaria € aproximadamente de
0,7 a 1,0 MeV, enquanto que para tratamentos de aguas residuais e
higinenizacdo de esgoto, a energia deve ser superior a 1,0 MeV, o0 que torna este
processo mais caro. Entretanto, a utilizacao de doses baixas de radiacdo pode ser
suficiente para a penetracdo de elétrons, auxiliando na degradacdo dos

COMpostos.

3.5.2.4. Associacao de processos oxidativos avancados com tratamentos

biologicos

A eficiéncia das técnicas de oxidacao biolégica é normalmente dificultada
pela presenca de materiais biorefratarios, embora sejam o0s mais usados
convencionalmente e utilizados em estratégia de tratamentos econdmicos. A
utilizacdo de POAs isolados como procedimento de tratamento ndo se apresenta
de forma lucrativa. No entanto, a combinacdo deste processo pode favorecer a
reducdo de toxicidade ate um nivel desejado e combinando-se com processos de
oxidacao bioldgicos (GOGATE e PANDIT, 2004).

A combinagdo dos POAs tem sido estudada na forma de pré-tratamento
para processos biologicos, visando aumentar a biodegradabilidade e reduzir a
toxicidade (KLAVARIOTI et al, 2009).

SIRTORI e colaboradores (2009) caracterizaram a degradagdo dos
compostos de uma mistura complexa de um efluente de uma industria
farmacéutica utilizando-se do processo Fenton seguido de processos bioldgicos.
A agua residual téxica, da qual continha compostos biorecalcitrantes, tais como, o
acido nalidixico, que apos o tratamento foi obtida eficiéncia de remocéo de 95%
do carbono organico dissolvido inicial, uma vez que foi verificado o aumento de

biodegradabilidade do efluente apbs o processo Fenton.
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LESTER e colaboradores (2013) utilizaram a combinagcdo de processos
biolégicos seguidos de ozonizacdo de uma instalacdo de formulacdo farmacéutica
(TEvaKs, Israel) com o objetivo de reduzir a concentragcdo dos farmacos
carbamamazepina e venlafaxina. A associacdo dos tratamentos resultou de forma
eficiente para remocdo dos farmacos, ademais foi verificado o aumento de

biodegradabilidade apds o processo de ozonizacao.

A guestdo chave para a escolha desses processos deve se basear no
processo com a melhor economia global e melhor desempenho ecoldgico.
Durante a combinacdo dos processos quimicos, fisicos e biolégicos para o
tratamento de aguas tornam-se necessarios alguns conhecimentos prévios tais
guais: a caracteristica especifica do efluente para a escolha dos oxidantes, a
capacidade de oxidacdo dos compostos quimicos utilizados, o potencial para a
formagdo de compostos toxicos intermediarios, mudangas de comportamento do
poluente, escolha de agentes biolégicos. Além disso, a eficiéncia de combinacdo

dos processos vai depender da finalidade do tratamento (OLLER et al, 2011).
3.6. Andlise de carbono orgénico total (COT)

O carbono organico total de uma determinada solucédo € a concentracdo de
carbono orgénico oxidado a CO,, em um forno de alta temperatura, e quantificado
por meio de um analisador infravermelho. Esta andlise considera as parcelas
biodegradaveis e nado biodegradaveis da matéria organica, nao sofrendo
interferéncia de outros atomos que estejam ligados a estrutura organica,

guantificando apenas o carbono presente na amostra (CETESB, 2014).
3.7. Cromatografia liquida ultra rapida

Segundo a Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC,
1993), a cromatografia pode ser definida como um método de separacéo fisica
em gue 0s componentes a serem separados sao distribuidos em duas fases, na

gual se tem a fase estacionéaria e a fase mével.

A cromatografia liquida (CL) comecou a ser desenvolvida desde 1950 e até
os dias atuais, gracas ao impulso pelo desenvolvimento continuo de novas

particulas de fases estacionarias (FE), foi possivel alcancar avancos, gerando-se
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colunas mais seletivas, eficientes e estaveis quimica e mecanicamente
(MALDANER e JARDIM, 2009).

Um tipo de técnica de separagcdo desenvolvido € a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), também conhecida como High Performance Liquid
Cromatography (HPLC). Esta cromatografia consiste em separacdo fisica
realizada na fase liquida. A amostra € separada em seus componentes ou
analitos, distribuindo-os entre a fase movel e a fase estacionaria (FAVARIN,
2012). Associado ao desenvolvimento das técnicas cromatograficas na ultima
década, o desenvolvimento da CLAE tem sido direcionado a necessidade de
analises mais rapidas, porém sem o comprometimento do desempenho
cromatografico (MALDANER e JARDIM, 2009).

Outro método cromatografico desenvolvido foi o Ultra Fast Liquid
Cromatography (UFLC), também conhecido como Cromatografia Liquida Ultra
Répida, que torna as analises dez vezes mais rapidas e trés vezes melhor que a

separacgao por sistema HPLC convencional (SHIMADZU, 2013).

Parte da avaliacdo da tecnologia em estudo empregou as andlises

cromatograficas no presente estudo.
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4, MATERIAIS E METODOS

A metodologia do presente trabalho consistiu na avaliacdo dos efeitos toxicos
dos farmacos, cloridrato de fluoxetina (Prozac®) e diclofenaco sédico (Voltaren®) e
da mistura de ambos os medicamentos. Para as analises foram empregados
ensaios de toxicidade aguda com os organismos Vibrio fischeri e Daphnia similis.
Ademais, a irradiagcdo com feixe de elétrons foi estudada como uma possibilidade
de tratamento de agua contaminada, visando a diminuicdo de toxicidade e a
possivel degradacdo dos mesmos. Algumas andlises quimicas e biolGgicas
também foram empregadas a fim de compreender os resultados de toxicidade

com os efeitos da irradiagc&o nas solu¢cdes em estudo.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ensaios Biologicos e
Ambientais (LEBA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares. Houve
colaboracdo com o Centro de Engenharia de Sistemas Quimicos (CESQ/PQI-
EPUSP), do Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da
Universidade de Sdo Paulo e com o Laboratério de Hidraulica da Escola
Politécnica, também da EPUSP. O fluxograma, representado na Figura 9,

demonstra um esquema dos experimentos realizados ao longo do trabalho.
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Amostras

Ensaios ecotoxicolégicos

Irradiacdo (acelerador de elétrons
— CTR/ IPEN)

Vibrio fischeri Daphnia similis
(LEBA/IPEN) (LEBA/IPEN)

Respirometria
(Laboratorio de
Hidraulica)

Analises Quimicas Ensaios de Toxicidade Aguda
(CESO/POI-EPUSP)
| |

Daphnia similis
(LEBA/IPEN)

Vibrio fischeri
(LEBA/IPEN)

Carbono Orgénico
Total (TOC)

Cromatografia

Legenda:

CTR/IPEN (Centro de Tecnologia das Radiacdes, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares)
LEBA (Laboratério de Ensaios Biol6gicos e Ambientais)

CESQ/PQI-EPUSP (Centro de Engenharia de Sistemas Quimicos, Escola Politécnica da
Universidade de Sao Paulo)

Figura 9 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no presente estudo.
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4.1. Preparo das solucdes de farmacos

Os farmacos utilizados no presente estudo foram obtidos na forma de

comprimidos, com marcas comerciais, conforme consta na Figura 10.

As capsulas do cloridrato de fluoxetina foram adquiridas da marca
Prozac® (Fabricante: Lilly), contendo 22,4 mg de cloridrato de fluoxetina
(equivalente a 20 mg de fluoxetina). Dentre os excipientes encontram-se o amido
em pé e amido em p6 com 5% de silicone q.s.p, conforme informado pelo
fabricante. A solubilidade do cloridrato de fluoxetina é de 14000 mg.L™ em agua
(SANTOS, 2011).

Os comprimidos de diclofenaco sédico foram obtidos da marca Voltaren®
(Fabricante: Novartis). Cada capsula do medicamento contém 50 mg de
diclofenaco de sdédio em sua formulacdo, além de alguns excipientes (dioxido de
silicio, celulose microcristalina, lactose, estearato de magnésio, amido de milho,
povidona, macrogol, polissorbato 80, talco, oxido de ferro amarelo e oxido férrico
vermelho, amidoglicolato de sddio, polimero metacrilato, diéxido de titanio e
hipromelose). A solubilidade diclofenaco é de 19000 mg.L* em &gua (RISSI ,
2013).

Para o preparo das solu¢des-estoque, os comprimidos foram diluidos em
agua destilada, sendo estes submetidos a agitacdo, com o uso de agitadores
magnéticos, por um periodo de 4 horas, a fim de garantir melhor homogeinizacéo
das solucdes. O preparo das solucdes estoque de Prozac® foi realizado a partir da
diliuicdo de 1 comprimido em baldo volumétrico de 2 L, ao passo que as solugdes
estoques de Voltaren® foram preparadas com a diluicdo de 2 comprimidos em

baldo volumétrico de 1 L.



46

Figura 10 — Embalagens de farmacos comerciais utilizados no preparo das
solugdes estoques, em estudo.

4.1.1. Preparo da mistura de farmacos

As misturas foram preparadas em duas diluicbes, visando avaliar o
comportamento dos farmacos em mistura. Com bases em estudos anteriores,
foram utilizadas concentracdes préximas aos valores de efeitos observados
(CES0) para os organismos previamente reportados pela literatura (SILVA, 2014;
HOMLOK et al, 2011; MENDES et al, 2010). Os ensaios foram preparados na
diluicdol:1, em que foi realizada a mistura na propor¢cdo 50/50 (%v/v) dos
farmacos (Mistura mais concentrada (A)). Em alguns casos, foi utilizado a diluicdo
1:10, em que foram misturados 50% (v/v) de fluoxetina e 10% (v/v) de
diclofenaco, completando-se o baldo com agua destilada (40% v/v) (Mistura
diluida 1:10 (B)).

4.2. Irradiacdo das amostras (farmacos em solucdo aguosa)

As amostras liquidas contendo os farmacos foram irradiadas no
Acelerador Industrial de Elétrons do IPEN, tipo Dynamitron®, com poténcia de
37,5 kW. A energia do feixe de eletrons pode variar entre 0,5 a 1,5 MeV e a
corrente elétrica de 0,3 até 25,0 mA. Durante os experimentos, a energia da
maquina foi fixada em 1,4 MeV, variando-se apenas a corrente elétrica para que

as irradiacOes atingissem as doses estabelecidas.

Durante a irradiagdo, as amostras foram mantidas em recipiente de vidro
(Pyrex®), com volume de 246 mL, de modo a assegurar 0 maximo de 4 mm de
espessura para a irradiacdo, respeitando-se, assim, a baixa penetrabilidade dos

eletréns em solucbes aquosas. Os recipientes foram recobertos com filme
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plastico, a fim de evitar possiveis contaminacfes das amostras durante o
processo de irradiacdo, bem como perdas. A velocidade de 6,72 m.min* foi
utilizada durante o transporte das amostras até a area de irradiagdo, com auxilio
de esteira automatica, sendo que estas passaram duas vezes sob o feixe de
eletréns, recebendo metade da dose de radiacdo aplicada em cada passada da

amostra nos feixes de elétrons (Figura 11).

(a) (b)

Figura 11 — (a) Amostras das solugdes de farmacos, contidas em vidro Pirex®,
passando sob o feixe de elétrons, durante o tratamento no acelerador
(b) acelerador industrial de elétrons.

As doses de radiacdo aplicadas foram de 2.5, 5.0, 7.5 e 10 kGy. Com
base em estudos anteriores, alguns ensaios foram realizados apenas na dose de
5.0 kGy, visto que esta foi a mais eficiente para remoc¢ao da toxicidade (SILVA,
2014; SANTOS, 2011). O limite méaximo estabelecido foi de 10 kGy, visando
trabalhar com doses mais baixas para viabilizar o custo de operagdo e minimizar

a energia do processo.
4.3. Analises quimicas empregadas
4.3.1. Anédlises de carbono orgéanico total (COT)

Para as analises de Carbono, foi utilizado o analisador de TOC-LCPH/CPN
Shimadzu (Figura 12). O carbono organico total foi obtido a partir da diferenca de
carbono total (CT) e do carbono inorgéanico (IC). A quantificacdo do CT foi obtida
pela oxidacdo catalitica da amostra a 680°C, ao passo que o Cl ocorreu pela

injecdo da amostra em uma solucado de acido fosférico a 25%. O equipamento
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guantifica o CO, formado em ambos os casos por absor¢c&do no infravermelho néo
dispersivo (SHIMADZU CORPORATION, 2014).

Figura 12 - Analisador de Carbono Organico Total (COT).

4.3.2. Andlises de cromatografialiquida ultra rapida

A cromatografia liquida ultrarrdpida (ultra-fast liquid chromatography,
UFLC) foi utilizada para quantificar os farmacos em solucdo aquosa. O
equipamento utilizado para as analises cromatograficas foi da marca Shimadzu,
modelo UFLC 20 AD equipado com detector UV/VIS (SPD 20A) e com o detector
de fluorescéncia (RF—10Axl). A coluna empregada foi a Cis (Kinetex 5 ym
Phenomenex®, 150 x 4,60 mm) a uma temperatura de 40°C e vazédo de 1,8

ml.min* (Figura 13).

Figura 13 - Equipamento utilizado nas analises cromatograficas
(Cromatografo - Modelo UFLC 20 AD, Shimadzu).
Para detectar os farmacos presentes na mistura, foi utilizado detector de
fluorescéncia para o cloridrato de fluoxetina e o detector UV/VIS para o
diclofenaco sddico. Devido a baixa deteccdo da fluoxetina por UV/Vis, a deteccéo

do cloridrato de fluoxetina foi realizada com deteccdo por fluorescéncia com
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leitura nos comprimentos de onda de excitagdo e emissao, sendo  Aexcitagso = 230
NM € Aemissao = 290 nm (SILVA, 2014). A leitura do pico de absorcdo do
diclofenaco foi realizada no comprimento de onda de 276 nm, em que ocorre a
maxima absor¢cdo do composto (RIZZO et al, 2009). Os tempos de retencéo para
a identificacdo dos farmacos foram de 5,9 min para o cloridrato de fluoxetina e 9,9

min para o diclofenaco sadico.

O volume de injecdo para as amostras dependeu da faixa de concentracdo
dos farmacos. Para amostras com concentracdes entre 1 e 40 mg.L™?, foram
injetados de 10uL de amostras, enquanto que para as amostras com faixas
inferiores a 1 mg.L™, o volume injetado foi de 70 pL. O método de eluicéo utilizado
foi 0 modo de eluicdo por gradiente, variando-se a constituicdo da fase mdvel,
representado na Tabela 4.

Tabela 4 — Variacado da constituicdo da fase mdével de acordo com o tempo,
nas andlises cromatogréficas para a deteccao dos farmacos cloridrato de
fluoxetina e diclofenaco sodico.

Tempo (min) Fase movel A Fase movel B
0,01 H,O 1% éacido acético 29% acetonitrila
7,00 H,O 1% éacido acético 29% acetonitrila
7,01 H,O 1% éacido acético 52% acetonitrila
11,01 H,O 1% acido acético | 29% acetonitrila
14,0 H,O 1% acido acético | 29% acetonitrila

43.2.1. Curvas analiticas

Para a construcdo das curvas analiticas foram utilizados os compostos

farmacologicos obtidos na forma pura, adquiridos em farméacia de manipulacéo.

O preparo das solugdes-padrdo foi realizado nas concentracdes de 50
mg.L™ para o cloridrato de fluoxetina e 50 mg L™ para diclofenaco sédico, sendo
ambos diluidos em metanol. A partir destas solu¢cdes-padrdo, foram preparadas

as diluicBes necessérias em agua Mili-Q®.

Os valores do Limite de Deteccéo (LD) e do Limite de Quantificacdo (LQ)

podem ser expressos pelas férmulas:

LD =3,3xs/S Equacéo 5
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LQ=10xs/S Equacéo 6

Onde s é o coeficiente linear e 0 S € o0 coeficiente angular da curva analitica
(RIBANI et al, 2004).

4.4, Aplicacdo de ensaios de ecotoxicoldgicos

O cultivo dos organismos-teste, bem como os ensaios de toxicidade
empregados, foram realizados conforme as metodologias normatizadas, seguindo
as recomendacbes da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT-NBR).
Foram empregados organismos de duas classes biolégicas, a bactéria Vibrio
fischeri com exposcdo de 15 min e 0 microcrustdceo Daphnia similis com

exposicao de 48 h.

A validacao dos ensaios de toxicidade foi baseada em resultados obtidos
com substancias de referéncias. Para a bactéria Vibrio fischeri, foi utilizado o fenol

e para o microcrustaceo Daphnia similis, o cloreto de potéassio.
4.4.1. Ensaios com bactérias Vibrio fischeri

Os testes de toxicidade aguda com a bactéria luminescente Vibrio fischeri
seguiram as recomendacfes da normativa ABNT NBR 15411/2012, utilizando
bactérias liofilizadas. Estas foram adquiridas do mercado nacional, da marca
Biolux® (Figura 14), ficando estocadas sob refrigeracdo em freezer. O
equipamento empregado foi o analisador de fotoluminescéncia Microbics® (M500

Toxicity Analyzer).

Figura 14 — Bactéria bioluminescente Vibrio fischeri (Biolux®) adquiridas em
lotes na forma liofilizada.
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Para os ensaios primeiramente realizou-se a reativacdo das bactérias
com 1000 pL solucdo de tampdo de reativacdo. Em seguida foi preparada a
devida série de diluicdo das amostras. As cubetas de leitura receberam 100 pL da
solucdo que continha a bactéria. A diluicdo da amostra foi realizada com a
solucado diluente (1:10 - solucdo Biolux, que contém sal) juntamente com o0s
controles. As concentracGes utilizadas para os testes de toxicidade aguda foram
equivalentes a 5,11%; 10,23%; 20,47%; 40,95%. Em alguns casos, para amostras
mais toxicas a diluicdo de 2,56% foi utilizada, enquanto que a diluicdo de 81,90%

foi usada para amostras menos toxicas.

Duas sequéncias de cubetas foram dispostas no analisador Microbics®:
na primeira as amostras ja com o ajuste osmoético adequado. A segunda fileira de
cubetas j4 continha as bactérias. A partir desta sequéncia foram obtidos os
valores de luminescéncia, a fim de calibrar o analisador. Na sequéncia foram
obtidas as medidas de lp (luminescéncia inicial, sem a amostra). Apos a
transferéncia das respectivas fragcdes de amostra para as cubetas de leitura e
transcorridos os 15 minutos de exposi¢éo, os valores de I;5 foram obtidos (Figura
15).

Figura 15 - Sistema analisador (Micotox® 500) empregado no ensaio com a
bactéria bioluminescente Vibrio fischeri.

4.4.2. Ensaios com microcrustaceos Daphnia similis

O laboratério LEBA mantém um cultivo regular de Daphnia similis. A
manutencdo dos organismos e 0s ensaios de toxicidade aguda empregado com

esses microcrustaceos serdo discutidos nos itens a seguir.
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4.4.2.1. Aguade cultivo e de diluicdo

A 4gua utilizada para a manutencdo do cultivo dos organismos Daphnia
similis, bem como para a diluicdo das solucdes-estoque da mistura de farmacos

foi procedente de uma adutora no municipio de Salto/SP.

Apé6s a coleta de cada de lote de agua, foram realizados testes de
viabilidade com o organismo-teste por meio de exposicdo de 10 organismos. Os
ensaios foram realizados com 24 h duracdo sem adicdo de alimentos aos
organismos. Todos os lotes de agua coletados no periodo de estudo foram
considerados satisfatorios, visto que a imobilidade dos organismos néao

ultrapassou 10%.

Os parametros fisico-quimicos também foram avaliados apds as coletas.
Os parametros analisados foram o pH, o oxigénio dissolvido (OD), a
condutividade eléltrica e dureza da agua, sendo esta corrigida quando necessario
para aproximadamente 45 + 2 mg CaCOs/ L, conforme a norma ABNT
12713/2009. Embora a norma recomende que o cultivo do pH seja mantido entre
7.0 e 7.6, por préticas e procedimentos do Laboratério de Ensaios Biologicos e

Ambientais (LEBA), ndo ocorreu ajuste de pH em agua natural.

As medicbes de pH foram efetuadas no pHmetro de bancada da marca
Micronal®, modelo B474. As anélises de OD e condutividade foram realizadas
pelo analisador multiparAmetros medidor da marca HACH®, modelo HQ40d
(Figura 16). A medicdo da dureza foi realizada pelo método titulométrico do
EDTA (CETESB, 1992).
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Figura 16 - Equipamentos utilizados para medir os valores de pH,
condutividade e Oxigénio Dissolvido (OD).
A fim de garantir uma saturacdo de oxigénio adequada e uma melhor
homogeinizacdo das solucfes inseridas para o ajuste de dureza na agua, foi
mantida aeragdo constante na agua por um periodo de no mimino 24 horas para

arealizagdo dos ensaios e trocas de agua dos cultivos.
4.4.2.2. Manutencéao do cultivo de Daphnia similis

Os cultivos do organismos foram mantidos em uma camara de germinacao
em temperatura de 20 ° C + 1 °C, com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas
escuro. As culturas foram mantidas em cristalizadores com capacidade de
aproximadamente 2 litros, em que foram mantidos entre 30 a 40 organismos em

agua de cultivo, sendo esta renovada uma vez por semana (Figura 17).

Figura 17 - Camara de germinacdo com temperatura e fotoperiodo
controlados.
A alimentacdo dos organismo foi feita diariamente com a microalga
Pseudokirchneriella subcaptada na concentracdo de 1 a 5 x 10° células por

organismo, sendo complementada com a ragdo para peixes da marca Alcon
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Basic® MEP Complex com adicdo de leveduras a racéo liquida (RL) (Figura 18). A
proporcado de alimentos foi de 100 pL de microalga e 50 pL de racdo para cada
individuo. A microalga foi cultivada no laboratorio LEBA, por uma semana com o
meio de cultura L.C. Oligo, preparado conforme ABNT 12648/2011, sob aeracédo e

iluminag&o constante.

Semanalmente, para atingir uma concentracdo ideal da microalga a
suspensao algacea foi centrifugada por 5 minutos em uma centrifuga da marca
Quimis®, modelo Q222T. O sobrenadante foi descartado e a microalga foi
concentrada e ressuspensa em cerca de 1,0 mL de agua de cultivo no agitador de

tudos tipo vortex da marca Phoenix®, modelo AP56.

A racao liquida foi preparada atraves da fermentacéo da ragcao para peixes
em flocos da marca Alcon Basic® MEP Complex. A fermentacé&o foi realizada em
um baldo de destilacdo contendo 5,0 g de racdo em 1,0 litro de agua destilada.
Essa mistura foi mantida sob forte aeracdo constante por sete dias.

Posteriormente, 50 ml dessa ragdo fermentada foi misturada 0,5 g de fermento

bioldgico (levedura) e 75 mL de agua destilada (Figura 18).

(b)

Figura 18 - (a) Cultivo de microalga Pseudokirchneriella subcaptada sob
aeracao e iluminagao constantes (b) Fermentacéo da ragao liquida para a
manutencao dos organismos.

A manutencdo do cultivo foi realizado diariamente, alimentando os
organismos e retirando-se as neonatas e as carapacas liberadas durantes as

mudas. Cada cultivo foi mantido por um periodo de 28 dias.
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4.4.2.3. Ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados conforme a norma ABNT
NBR 12713/2009, empregando organismos jovens, chamados de neonatos, com
idade entre 6 a 24 horas. Os testes foram feitos a partir da diluicdo das amostra
(solucdes-estoque de farmacos) com o uso de agua de cultivo, com no minimo

cinco concentragdes por amostra e os respectivos controles.

Cada concentracdo foi distribuida em quatro tubos de ensaios contendo
10,0 mL da amostra, sendo estes levados a um periodo de aclimatacdo em
incubadora. Posteriormente, em cada tubo de ensaio foram adicionados 5
organismos, totalizando 20 por concentracdo. ApOs esses procedimentos, 0s
tubos de ensaio foram protegidos com filme plastico escuros, a fim de isolar as
amostras da interacdo com o ambiente e inibir o deslocamentos dos organismos
para regibes mais claras. Em seguida, foram levados a uma incubadora a 20°C,

por um periodo de 48 horas (Figura 19).

Figura 19 - Sistema utilizado para incubagao de amostras durante os ensaios
com Daphnia similis.
Cada ensaio foi acompanhado de um controle, que baseou-se em um
grupo de organismos expostos as mesmas condicdes do ensaio, entretanto,
mantidos em &gua de cultivo. Apos o periodo de 48 horas, foi avaliada a

imobilidade/mortalidade dos organismos em cada concentragao.
4.5. Unidades toxicas (UT) e eficiéncia de remocéo de toxicidade

A Concentracdo Efetiva 50 (CE50) pode ser definida como a
concentragcdo que causa efeitos agudos a 50% dos organismos expostos, em um

determinado periodo de exposicdo, nas condi¢des de ensaio.
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Esses valores apresentam uma relagcdo inversamente proporcional de
concentracao-efeito, ou seja, quanto menor o valor de CE50 maior a toxicidade.
Assim, para trabalhar com grandezas diretamentes proporcinais, estes valores

podem ser transformados em Unidades Toxicas, seguindo a Equagéo 7:
UT= 100/CE50 Equacéo 7

Além disso, a partir das Unidades Toxicas, € possivel obter valores de

eficiéncia de remocéao de toxicidade de uma amostra, conforme Equacao 4:
Eficiéncia de remocdao de toxicidade = ((UTpruto — UT amostra irradiada) X100)/ UT bruto
Equacéo 8

Sendo:

UTwruto : Unidade toxica da amostra antes do tratamento.

UT amostra iradiada :  Unidade Téxica da amostra irradiada em determinada dose de
radiacao.

4.6. Carta controle de sensibilidade

O controle da sensiblidade dos organismos é um procedimento que
permite maior preciséo e confibilidade nos resultados obtidos, sendo realizado por
meio de ensaios periddicos com substancias referéncia. De acordo com o0s
procedimentos descritos na Norma NBR 12713/2004 da ABNT, mensalmente a
sensibilidade do organismo-teste deve ser avaliada por meio de ensaios com uma
substancia referéncia. Os ensaios foram realizados nas mesmas condigcdes dos
ensaios definitivos. Para o organismo Daphnia similis foi utilizado o cloreto de

potassio (KCI), para a a Vibrio fischeri, o fenol.

O uso de substancias de referéncia em laboratérios de Ecotoxicolgia é
um procedimento rotineiro em programas de garantia da qualidade analitica, de
estudos que utilizam testes de toxicidade aguda e cronica (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006). Para que a garantia da qualidade analitica do estudo seja
aprovadas, os valores de CE50 obtidos para a substancia referéncia precisam
estar dentro de um intervalo de confianca. A variabilidade dos resultados que
pode ser analisada através do coeficiente de variacdo (CV), dado pela equacédo

Equacéo 5):
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CV = (S/X) x 100 Equacéo 9

Sendo:
S = desvio padrao
X= média dos resultados

De modo geral, um método ecotoxicogico é considerado bom quando a
variacdo dos resultados, expressa pelo valor de CV seja inferior ou igual a 30%.
Caso a sensibilidade dos organismos-teste esteja fora da faixa definida por
alguma norma, para uma determinada substancia referéncia, é sinal de que
ocorreu alguma alteracdo em algum fator no meio ambiente do sistema do teste,
pela qual este deve ser submetido a uma nova avaliagcdo completa (ZAGATTO e

BERTOLETTI, 2006).
4.7. Ensaios de Respirometria

Os ensaios de respirometria foram realizados no Laboratorio de Hidraulica
da Escola Politécnica, EPUSP. O modelo de respirbmetro utilizado foi um

equipamento do modelo Beluga S32c, do tipo semiaberto continuo.

A metodologia dos ensaios segiu o principio do método para determinacao
da taxa de consumo de oxigénio (TCO) que considera as variagcdes na taxa de
respiracdo do lodo em consequéncia do tipo de substrato acrescentado e da
velocidade de degradacao de parte da biomassa (ANDREOTTOLA, 2005).

O consumo de oxigénio se desenvolve em duas fases principais:

e Respiracdo enddgena do lodo: quantidade de oxigénio necessario
para que a as células tenham energia suficiente para manter as

fungdes das células;

e Respiracdo exdgena do lodo: consumo de oxigénio dos
microrganismos para a degradacdo dos substratos presentes no

meio liquido.

Durante a fase exbégena, a taxa de absorcdo de oxigénio pode ser

influenciado pelo tipo de substrato presente no esgoto, tendo-se desta forma:
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o Substratos rapidamente biodegradaveis - possuem uma elevada

velocidade de consumo de oxigénio;

o Substratos lentamente biodegradaveis — possuem uma velocidade inferior
de consumo de oxigénio que o0s substratos biodegradaveis, entretanto, uma

velocidade superior a fase enddgena.

Para a obtencdo da TCO sao utilizados equipamentos denomidos
Respirdmetros, os quais séo constituidos por um medidor de OD acoplado a um
computador, onde os dados da concentracdo de oxigénio em funcdo do tempo

sao armazenados (Figura 20).

Aerador
;-
Sensor
PC
a =
B [

Respirometro Agitador

Figura 20 - Esquema operacional para realizacao de testes respirométricos.

Os dados obtidos sédo posteriormente tratados estatisticamente por um
software, e assim, sdo apresentados na forma de diagramas da TCO em fungao
do tempo. Os valores de TCO de forma semi-continua podem ser obtidos através

da variagcdo da OD medidos ao computador de modo periddico (Equacéo 10).

d0 ODmax —0Dmi 5
Tco = 22 - YEmax min Equacao 10
dt t1— t0

Para a realizacdo dos ensaios respirométricos, coletou-se lodo biolégico
proveniente da estacdo de tratamento biolégico do CRUSP/USP. Visando

minimizar a influéncia de possiveis transferéncias do gas oxigénio atmosférico
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para a massa liquida, foi empregado no teste um pequeno reator com tampa, que

possuia abertura para a introducéo da sonda, hélice de agitacdo e aeradores.

O lodo biologico foi introduzido nos reatores juntamente com os agitadores
e a sonda para medir o oxigénio dissolvido na amostra (OD). De acordo com VAN
HAANDEL e MARAIS (1999), é necessario o consumo de oxigénio de 2 a 3
mgO..L™" para se ter dados confiaveis. Desta forma, apés o periodo da fase
endogena, foram adicionados 30 mL de acetato visando verificar a viabilidade do
lodo biologico. Ap6s o lodo ter retornado a fase enddgena, foram introduzidos 30
mL do substrato observando a biodegradabilidade das amostras. Ao final dos
ensaios foram adicionados, novamente, mais 30 mL de acetato de modo a
verificar a atividade do lodo. Ao longo do procedimento, os aeradores foram
ligados e desligados, de acordo com a concentragdo de oxigénio na fase liquida,
para garantir uma concentracdo de oxigénio suficiente aos microrganismos
(Figura 21).

Figura 21 - Equipamentos utilizados para a realizagao dos ensaios
respiromeétricos, EPUSP

4.8. Andlise estatistica (ensaios ecotoxicoldgicos)

Os resultados de CE50 foram calculados a partir de testes estatisticos

conforme previsto nas respectivas normas técnicas.

Ensaios com Vibrio fischeri basearam-se no valor de efeito gama (relacao
entre a luz perdida e a luz remanescente) para huma determinada concentragao

da amostra. Aplicando-se uma analise de regresséo linear com esses valores
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foram determinadas as CE50, com base na perda da bioluminescéncia da

bactéria V.fischeri.

A andlise de dados brutos da imobilidade da dafnia em funcdo das
concentracbes de amostra foi realizada com o método Trimmed Spearman-

Karber, com auxilio de programa computacional (HAMILTON et al, 1977).

A avaliagcdo estatistica de significancia entre os dados coletados foram
realizados por meio do método estatitisco Analise de Variancia (ANOVA) com o
Teste de Tukey. Este procedimento é utilizado para comparar trés ou mais
condicbes impostas ou objetos em que se desejam medir ou avaliar num
experimento (UFPR, 2009).

Apos verificar que h& variacdo significativa pela ANOVA, o procedimento
seguinte é o de comparar as médias das condi¢des utilizando algum teste de
comparacdo de média ou constrastes para identificar quais condicbes sao
diferentes, sendo o Teste de Tukey que permite testar qualquer constraste entre
duas médias de condi¢cbes (UFPR, 2009).

4.9. Descarte de residuos dos experimentos

As solucdes utilizadas nos ensaios foram armazenadas em bombonas de
20 L corretamente identificadas e entregues ao setor responsavel pela coleta e

destinacéo final do IPEN.
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5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anédlises de Carbono Orgéanico Total (COT)
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Com o objetivo de verificar a mineralizacdo da mistura de farmacos (cloridrato

de fluoxetina e diclofenaco sodico) ap6s a irradiacdo por feixe de elétrons, foram

realizadas analises de Carbono Organico Total (COT).

Na Tabela 5 foram

apresentados os COT (mg.L™) das amostras brutas e irradiadas em diferentes

doses e concentragdes.

Tabela 5 — Valores de Carbono Organico Total (COT) e eficiéncia de remocé&o de
COT das misturas de farmacos (cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sddico)

apos a irradiacao por feixe de elétrons em diferentes doses.

3(%55 Mistura mais concentrada (A) Mistura diluida 1:10 (B)
CoT Eficiéncia CoT Eficiéncia de
Ensaio (mg.L ™ de (mg.L™?) Remocao (%)
Remocéao
(%)
1 54,22 - 15,04 -
2 53,71 - 16,94 -
3 53,92 - - -
XxS 53,95 + 0,26 - 15,99 + 1,34 -
1 53,76 0,35 17,35 -
o5 2 53,47 0,89 16,68 -
' 3 53,67 0,52 - -
X+S 53,63 + 0,15 0,59 + 0,28 17,02 £ 0,47 -
1 54,45 - 12,67 20,8
50 2 54,99 - 13,72 14,2
' 3 55,20 - - -
X+S 54,88 + 0,39 - 13,20 £ 0,74 17,5+ 4,64
1 52,51 2,67 11,05 30,9
2 53,33 1,15 10,40 35,0
7.5 3 52,30 3,06 - -
XzS 52,71 + 0,54 2,29+1,01 10,73 + 0,46 33,0+ 2,87
1 53,26 1,28 11,51 28,0
10.0 2 53,38 1,06 11,71 26,8
' 3 53,59 0,67 - -
XxS 53,41 +0,17 1,00+ 0,31 11,61 £ 0,14 27,4+ 0,88

X = S: Média com desvio-padrao
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT

Mistura diluida 1:10 (B): 5mg.L™ de DIC e 5 mg.L™ de FXT
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Os resultados de COT para a mistura de farmacos mais concentrada (A)
indicaram valores de 53,95 + 0,26 mg.L" de carbono organico em solucéo
aquosa. ApoOs a irradiacdo das amostras, os valores de COT permanecerem
praticamente constantes. Foram observadas eficiéncias na remogdo de carbono
organico total inferiores a 2,29%, indicando que n&o houve mineralizagcéo

significativa das amostras irradiadas (Tabela 5).

Quando a mistura de farmacos diluida 1:10 (B) foi irradiada, foi obtida baixa
mineralizacdo da mistura a partir de 5,0 kGy, com remoc¢ao de carbono organico
maximo de 33,0% em 7,5 kGy. Desta forma, foi possivel verificar que a
concentracdo dos farmacos interferiu na remocao de carbono orgénico total das

amostras.

SILVA (2014) verificou baixa mineralizagao para o cloridrato de fluoxetina,
apresentando valores de remocdo de COT de 22% com 20 kGy a partir de

concentragdes iniciais de 20,0 mg.L™.

Segundo RIZZO (2011) os Processos Oxidativos Avancados (POAS),
normalmente podem promover a mineralizacdo incompleta dos poluentes
organicos complexos, com formacdo de didéxido de carbono e espécies
inorganicas, mas em produtos de oxidacdo intermediarios. DUARTE (1999)
estudou a degradacdo de diversos compostos aromaticos pelo processo de
radiacdo com feixe de elétrons, verificando a formacdo de acidos organicos apos

o tratamento dos poluentes organicos.
5.2. Cromatografia liguida ultrarapida

5.2.1. Curvade calibracéo das solucdes cloridrato de fluoxetina e

diclofenaco sodico.

As leituras dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo da
fluoxetina permitiram obter as curvas analiticas com analises em triplicatas, para a
determinagdo da concentracdo dos farmacos (Figura 22). Foram obtidas duas
curvas, uma para um limite de deteccéo para faixas de concentracdes de 1,0234
a 35,982 mg.L™ e outra para faixas de 0,01142 a 0,9856 mg.L™.
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Figura 22 - Curva analitica obtida utilizando espectrometria de emissao de
fluorescéncia com leitura no comprimento de onda de excitagdo = 230 nm e
emissao = 290 nm para a fluoxetina, com intervalos de deteccéo de (a) 0,01142 a
0,9856 mgL™ e (b) 1,0234 a 35,982 mgL™.

Para a obtencdo das curvas analiticas do diclofenaco, foram realizadas
leituras nos comprimentos de absor¢do do composto utilizando detector UV/Vis,
sendo obtidas duas curvas, um para limite de deteccdo para faixas de
concentracdes de 0,00524 a 0,7548 mg.L™ e outra para faixas de 3,5744 a 40,257

mg.L™* (Figura 23).

(a) (b)
250000 - , =
. 30000 y = 36804x + 94,146 o Y= 58;47,8)( +1627,6
2 R2 =0,9995 2 200000 - R+ =0,9998
E 20000 ,—E 150000 -
<L < i
= 10000 - 100000
= =
5 A 50000 -
0 T T T 1 T 0 T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 -19 1 21 11
Concentragdo (mg.L?) Concentragdo (mg.L?)

Figura 23 - Curva analitica obtida por espectrofotometria de absor¢cdo no
UV/VIS no comprimento de onda de 276 nm para o diclofenaco, com intervalos de
deteccéo de (a) 0,00524 a 0,7548 mgL™ e (b) 3,5744 a 40,257 mg.L™.

As bandas de absorcdo de energia de uma substancia na faixa de
comprimento de onda de 190 a 300 nm representam 1T — 1 ou n — 1* (Holler et
al, 2009), assim, a presenca de ligagbes 1 nos anéis aromaticos na estrutura
molecular da fluoxetina e diclofenaco é responsavel pela absorcéo de energia na

regido do ultravioleta (UV).
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Os valores dos Limites de Deteccéo (LD) e dos Limites de Quantificacdo (LQ)
foram apresentados na Tabela 6. Para intervalos de concentracdo de 0,011 a
0,986 mg.L™ de fluoxetina foi valores de LD e LQ foram 11 ng.L™ e 33,3 ng.L™,
enquanto que para faixas de concentracdo de 0,052 a 0,755 mg.L™ de diclofenaco

sédico, foi possivel obter limites de deteccdo de 8,4 ngL™ e quantificacéo de 25,6

ngL™.

Tabela 6 - Limites de Deteccdo (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ) para os
curvas anaiticas obtidas pela cromatigrafia ultra rapida.

Faixa de Limites de Limites de
Farmaco Curva analitica concentracao Deteccéao Quantificagcao
(mgL™) (LD) (mgL™) | (LQ) (mgL™)
Diclofenaco Y= 36804x + 94,146 0,052 — 0,755 0,00844 0,0256
y =5847,8x + 1627,6 6,5 — 40,26 0,918 2,78
. y = 3.10° x+ 10004 0,011 - 0,986 0,0110 0,0333
Fluoxetina =
y =677307x + 224630 | 7,1 — 40,257 1,09 3,32

Os valores obtidos neste estudo estdo em concordancia com aqueles
determinados por outros autores. SILVA (2014) obteve limites de deteccéo e
quantificacdo de 15 pg.L™ e 48 pg.L™, respectivamente, por espectroscopia de
fluorescéncia para o cloridrato de fluoxetina. Para o diclofenaco sodico, COELHO
(2008) determinou limites de deteccdo do método (LDM) de 38 ng.L™” e limite de
quantificagéo de 108 ng.L™.

5.2.2. Efeito dairradiacdo nas amostras estudadas

Na Tabela 7 foram apresentadas as areas determinadas para cada
farmaco e na Figura 24 pode ser visualisada a degradacdo dos farmacos apés a

irradiacéo utilizando as doses de 1.0 e 5.0 kGy.
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Tabela 7 — Valores de concentragcbes dos farmacos cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sddico, bem como valores de eficiéncia de remocdo para estes
compostos utilizando a radiacéo por feixe de elétrons.

Farmacos
Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sodico
Concentracéao Eficiéncia de Concentracao | Eficiéncia
Doses . " Cloridrato de ~ ‘ Diclofenaco de
Ensaios Area ) Remocao Area . ~
(kGy) Fluoxetina (%) sodico Remocéao
(mg.L™) (mg.L™) (%)
1 2770759 3,97 - 155270 55,99 -
2 2811844 4,03 - 154564 54,74 -
0 3 2852229 4,09 - 152220 54,88 -
X£S 4,03+ 0,06 55,54 £ 0,58
1 1114900 1,61 60,1 225573 40,81 26,5
2 1088696 1,57 61,1 225959 40,88 26,4
1 3 1106546 1,60 60,4 227246 41,11 26,0
X+S 1,59+0,02 | 60,5+ 0,47 4093016 | 5 F
1 161667 0,051 98,8 3284 0,09 99,8
2 169226 0,053 98,7 2888 0,08 99,9
5 3 159433 0,050 98,8 3047 0,08 99,9
XtS 0,051 + 0,002 | 98,7 + 0,042 0,08 + 0,01 9(5)9,(5)311
X = S: Média com desvio-padréo ’
=) ig Cloridrato de Fluoxetina N Diclofenaco sodico
230 E
: 2’0 ag
lg% 1,0 g
£ 0,0 | &
g 0 2 4 g
© Doses (kGy) © Doses (kGy)
(a) (b)

Figura 24 - Degradacéo dos farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco de
sodio irradiados em doses de 1.0 e 5.0 kGy (kGy).

Quando as amostras dos compostos foram irradiadas separadamente, foi

obtida importante porcentagem de degradacdo dos farmacos irradiados. Mais de

98,0% de ambos os farmacos foram degradados com 5.0 kGy, indicando alta

eficiéncia do processo de degradacdo de ambos os farmacos utilizando radiacdo
com feixe de elétrons ( Tabela 7).
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Em relacdo a irradiacdo da mistura dos farmacos mais concentrada (A), os

cromatogramas para a mistura de farmacos irradiados em diferentes doses foram
apresentados nas Figuras 25 e 26.

(100,000

Mistura Brsta (0 kGy) Cloridrato de

o] 25k6Gy fluoxetina
5.0 kGy

75 kGy

"ex 10 kGy /

Figura 25 - Cromatograma das amostras da irradiadas (mistura mais
concentrada (A)) em diferentes doses - Cromatografia Liquida Ultra Réapida para o
cloridrato de fluoxetina com o detector de fluorescéncia.

Mistura Bruta (0 kGy)
2,5kGy
5ol 5,0 kGy

7.5 KGy
2] \

10 kGy
Diclofenaco sédico

I

Figura 26 - Cromatograma das amostras da irradiadas (mistura mais
concentrada (A)) em diferentes doses - Cromatografia Liquida Ultra Répida para o
diclofenaco sodico com o detector UV/VIS.

Foi possivel observar degradacdo dos compostos conforme as doses
aplicadas. Além disso, houve a formacédo de produtos de degradacdo, decorrente
da oxidacdo, que correspondem aos demais picos que ndo sdo 0s picos dos
farmacos de interesse.
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Na Tabela 8, foram apresentadas as areas determinadas para cada farmaco,

a concentracao e a eficiéncia de remocéo do cloridrato de fluoxetina e diclofenaco

sédico na mistura mais concentrada (A). Na Figura 27 foi representada a

degradacdo da mistura conforme as doses de irradiacao.

Tabela 8 — Concentracfes dos farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco
sbdico na mistura mais concentrada (A), bem como eficiéncia de degradacao dos
compostos em diferentes doses de radiacao.

Farmacos
Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sédico
Concentracédo | Eficiéncia Concentracdo | Eficiéncia
. . Cloridrato de de ‘ Diclofenaco de
Ensaios Area ) - Area - ~
Fluoxetina | Remocéo sodico Remocéo
(mg.L™) (%) (mg.L™) (%)
1 1444183 3,60 - 154418 52,26 -
0 2 1428307 3,55 - 149477 50,57 -
3 1920694 5,01 - 155565 52,65 -
X+S 4,05 + 0,83 51,82 + 1,11
1 2835403 3,85 4,93 49863 8,25 84,1
2 2746292 3,72 8,18 49874 8,25 84,1
2,5 3 2307829 3,08 24,1 49748 8,23 84,1
12,4 + 84,1+
X+S 3,55+0,42 10,28 8,24 + 0,01 0,02
1 1466960 1,83 54,8 24080 0,65 98,7
2 1471713 1,84 54,6 22756 0,62 98,8
5,0 3 1458618 1,82 55,1 22709 0,61 98,8
54,8 £ 99,8 +
X+S 1,83+ 0,01 0.24 0,63 + 0,02 0,04
1 2013375 2,64 34,9 5640 0,15 99,7
2 2473059 3,32 1831 5679 0,15 99,7
7,5 3 2013375 2,64 34,9 4713 0,13 99,8
29,3+ 99,7 +
X+S 2,87 £ 0,39 9.66 0,14 £ 0,01 0,03
1 2772813 3,76 7,21 5550 0,15 99,7
2 2392534 3,20 21,1 5359 0,14 99,7
10,0 3 1985733 2,60 35,9 4928 0,13 99,8
21,4 + 99,7 +
X+S 3,19+ 0,58 14.3 0,14 £ 0,01 0,02

X = S: Média com desvio-padréo
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT
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Figura 27 - Degradac&o da mistura mais concentrada (A) (50 mg.L™* de DIC e
5 mg.L™" FXT) versus dose (kGy).

A irradiacdo da mistura mais concentrada (A) resultou em degradacodes
superiores a 99,0% para o diclofenaco sodico a partir de 5.0 kGy. Para o
cloridrato de fluoxetina, foram obtidas degradacdes méaximas de 54,8% em 5.0
kGy. Por meio da avaliacdo da degradacao dos farmacos na mistura, foi possivel
verificar que a estrutura molecular do diclofenaco de sodio foi reagiu
preferencialmente pelas espécies oxidativas formadas durante irradiacao,
proporcionando melhor porcentagem de degradacdo do diclofenaco, quando
comparado com a fluoxetina, uma vez que, ambos 0os compostos sédo degradados

com eficiéncias superiores a 98% quando foram irradiados em separado.

KWON e ARMBRUST (2006) verificaram que o cloridrato de fluoxetina n&o
hidrolisa na 4gua e é resistente aos processos de de hidrdlise, fotolise e a
degradacdo microbiana. Para o diclofenaco, BUSER e colaboradores (1998)
verificaram que este composto € fotodegradado quando exposto a radiacéo solar,

sendo obtidas taxas de fotodegradacao de até 90% em agua superficial.

HOMLOK e colaboradores (2013) analisaram a degradacao de diferentes
compostos orgéanicos por processos oxidativos avancados. Foi concluido que a
oxidagdo de fenois, acidos maleico e fumarico iniciada por radicais hidroxilas
apresenta maior eficiéncia de degradacdo. Os grupos amina, acetonamina e

hidrazo, quando ligados ao anel fenol, apresentam taxas de degradacdo menores,
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em provavel consequéncia aos radicais intermediarios formados (fenoxi, anilino,

semi-iniquinone, hidrazil).

Em relac&o a mistura diluida 1:10 (B), na Tabela 9 foram apresentadas as

areas relativas aos picos cromatogréficos para cada farmaco, bem como a

eficiéncia de remocao.

Tabela 9 — Concentracdo dos farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco
sédico na mistura diluida 1:10 (B), bem como eficiéncia de degradacdo destes
compostos em diferentes doses de radiac&o (kGy).

Farmacos
Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sddico
Concentragao | Eficiéncia Concentragao | Eficiéncia
Doses Ensaios Area Cloridrato de de Area Diclofenaco de
(kGy) Fluoxetina | Remocéao sodico Remocéao
(mg.L? (%) (mg.L? (%)
1 2860446 3,89 - 29468 4,76 -
0 2 2843202 3,87 - 29386 4,75 -
3 2739693 3,71 - 29321 4,74 -
X+S 3,82+0,10 4,75+ 0,01
1 487451 0,159 95,8 < LD* < LD* > 99,8
2 477887 0,156 95,9 < LD* < LD* > 99,8
2,5 3 490280 0,160 95,8 < LD* < LD* > 99,8
X+S 0,16 +0,002 | 9>9*% >99.8
’ ' 0,06 ’
1 341525 0,111 97,1 < LD* < LD* > 99,8
2 347017 0,1012 97,1 < LD* < LD* > 99,8
5,0 3 334985 0,108 97,2 < LD* < LD* > 99,8
X+S 01100002 | 50 : >99,8
1 329289 0,106 97,2 1150 0,03 99,4
2 310481 0,100 97,4 1291 0,03 99,3
7,5 3 309881 0,100 97,4 1108 0,03 99,4
97,3 + 99,4 +
XzS 0,102 + 0,004 0.10 0,03+ 0,00 0,05
1 214949 0,068 98,2 < LD* < LD* > 99,8
2 223041 0,071 98,1 < LD* < LD* > 99,8
10,0 3 215008 0,068 98,2 < LD* < LD* > 99,8
X+S 0,069 + 0,002 93’541 > 99,8

< LD*: Amostras que apresentaram concentracdo do diclofenaco s6édico menor que o limite
de deteccao (0,003094 mg.L™)

X = S: Média com desvio-padréo
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT
Mistura diluida 1:10 (B): 5mg.L™ de DIC e 5 mg.L™" de FXT
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Figura 28 - Degradac¢édo da mistura diluida 1:10 (B) (cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sodico) em diferentes doses de radiacéo (kGy).

Foram obtidas eficiéncias superiores a 95,0% para ambos os farmacos em
todas as doses aplicadas. Para o diclofenaco sodico foram determinadas
concentracdes abaixo do limite de deteccdo (8 ng.L™), representadas na Tabela 9.
Desse modo, foi possivel verificar que o processo de irradiacdo por feixe de
elétrons apresentou eficiéncia na degradacdo da mistura dos farmacos em

concentragcfes mais baixas (Figura 28).

Silva (2014) demonstrou que doses mais baixas como a de 0,5 kGy

promoveram boa eficiéncia de degradacéo do cloridrato de fluoxetina.
5.3. Ensaios ecotoxicolégicos empregados

A utilizagcdo de ensaios de toxicidade € uma importante ferramenta de
avaliagdo da remocéo de toxicidade de tratamentos de efluentes, tais como, o0s
Processos Oxidativos Avancados (POAs) (R1ZZO, 2011). Desta forma, neste item
foram discutidos os resultados de ensaios ecotoxicoldgicos, visando demostrar o
potencial toxico dos farmacos do presente estudo para diferentes organismos,
bem como a remocéo de toxicidade das solu¢gbes submetidas ao processo de

irradiacdo por feixe de elétrons.
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5.3.1. Ensaios de Toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Os resultados de CE50 dos farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco
sodico separados foram obtidos a partir das solu¢cdes-estoque preparadas. No
presente estudo foram observados CE50 de 4,59 + 0,17 mg.L™ para o cloridrato

de fluoxetina e 5,12 + 0,41 mg.L" para o diclofenaco sédico (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores de CE50:smin para os farmacos cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sodico para a bactéria marinha V. fischeri.

Farmacos
Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sddico
. CES50 CE50
Ensaios CES50 (%) (mg.L™h) CES50 (%) (mg.Lh)
1 47,25 (40,65 - 54,91) 4,73 5,48 (2,64 - 11,34) 5,48
2 46,47 (41,17 - 52,45) 4,65 4,68 (1,83 - 11,97) 4,68
3 44,03 (30,46 - 63,66) 4,40 5,21 (2,61 - 10,38) 521
X+S 45,92 + 1,68 459+ 0,17 5,12 + 0,41 5,12 + 0,41

SILVA (2014) e HOMLOK e colaboradores (2011) obtiveram CE50 para a
bactéria V. fischeri de 1,15 mg.L™ para o cloridrato de fluoxetina e 4,17 mg.L™;
para o diclofenaco sédico, respectivamente. Logo, foi possivel verificar que os

resultados de toxicidade obtidos corroboram com a literatura apresentada.

De acordo as categorias de toxicidade baseadas pela legislacdo européia,
a toxicidade de ambos os farmacos pode ser classificada como toxica (Intervalos
de 1 a 10 mg.L™") para a bactéria bioluminescente (Comission of the European
Communities, 1996).

Em relacdo a mistura mais concentrada (A), na Tabela 11, foram
apresentados os valores de CE50 ismin € Unidades Toéxicas (UT) dos ensaios
agudos de toxicidade, a partir da exposicdo de 15 min da bactéria
bioluminescente V. fischeri. Foram obtidos valores médios de CE50 15min de 15,0%

para a mistura e UT de 6,76.
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Tabela 11 - Valores de CE5015 min e Unidades Téxicas para a mistura mais
concentrada (A) (Diclofenaco sodico e Cloridrato de Fluoxetina).

Mistura mais concentrada (A)

Ensaio CES50 15min (%) uT

1 17,1 (12,75 - 22,83) 5,86

2 13,3 (10,16 - 17,28) 7,55

3 14,5 (10,21 - 20,72) 6,88
X+S 15,0+ 1,94 6,76 + 0,85

X = S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT

Na Figura 29 foi apresentada a comparacdo entre as CE50 dos farmacos
cloridrato de fluoxetina, diclofenaco sédico e mistura mais concentrada (A) com as

respectivas médias e desvio-padrao obtidas no presente estudo, com V. fischeri.
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Figura 29 - Variagdo de CE50 1smin do Cloridrato de Fluoxetina, Diclofenaco sodico
e Mistura mais concentrada (A).

Quando comparados os valores meédios de CE50 ismin da fluoxetina,
diclofenaco e a mistura, foi possivel observar maior toxicidade para o diclofenaco
sodico, seguida da mistura e cloridrato de fluoxetina. Estes resultados
demonstraram que n&o houve potencializacdo dos efeitos dessas substancias,

guando presentes na mesma solucéo, para a bactéria V. fischeri (Figura 29).

SANTOS (2011) observou um aumento aparente de toxicidade para a

mistura do farmaco cloridrato de fluoxetina e surfactante dodecil sulfato de sédio
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para a bactéria marinha V. fischeri, com um aumento de toxicidade de

aproximadamente 2 vezes para a mistura dos compostos.

A avaliacdo da remocdo de toxidade das amostras, empregando a
irradiacdo por feixe de elétrons, foi realizada para o diclofenaco sédico em 5.0
kGy e para a mistura mais concentrada (A) nas doses de 2.5; 5.0; 7.5 e 10.0 kGy

para a bactéria luminescente V. fischeri, com exposicédo de 15 min.

Foi observada diminuicdo de toxicidade de 19,60 + 1,60 para 6,22 + 2,31
da solucdo de diclofenaco sodico, correspondendo a eficiéncia de remocéo de
toxicidade de 68,29% (Tabela 12)

Tabela 12 — Valores de CE50 15min € Unidades Téxicas (UT) para o diclofenaco

sodico.
Diclofenaco sodico
Doses (kGy) | Ensaios CE50 15min (%) uT

1 5,48 (2,64 - 11,34) 18,25

0 2 4,68 (1,83 - 11,97) 21,37

3 5,21 (2,61 - 10,38) 19,19
X+S 512 + 0,41 19,60 + 1,60

1 11,26 (7,93 - 16,00) 8,88

50 2 21,10 (20,15 - 22,10) 4,74

' 3 19,89 (16,56 - 23,88) 5,03
X+S 17,42 + 5,37 6,22 + 2,31

X = S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca

Em relagdo a mistura mais concentrada (A), os valores de CE50 15mi (%),
Unidades Toxicas (UT) e Eficiéncia de Remocdo de Toxicidade, nos ensaios de
exposi¢cdo de 15 min da bactéria bioluminescente V. fischeri estéo representados
na Tabela 13.
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Unidades Toéxicas e Eficiéncia de

Remocéo de Toxicidade para a mistura mais concentrada (A) dos farmacos
cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sédico para V. fischeri.

Mistura mais concentrada (A)
Doses | Ensaio CES50 481 (%) uT Eficiencia (%)
(kGy) 48h
0 14,95 + 1,94 6,76 + 0,85 -
1 29,51 (22,06 - 39,47) 3,39 54,1
o5 2 23,02 (18,86 - 31,41) 4,34 41,2
’ 3 20,16 (11,55 - 35,20) 4,96 32,9
X+S 24,23 + 4,79 423+0,79 | 37,4+11,7
1 31,45 (8,65 - 114,25) 3,18 57,0
50 2 30,32 (18,81 - 48,87) 3,30 55,4
’ 3 34,77 (20,61 - 58,64) 2,88 61,1
X%S 32,42 + 2,31 3,12+0,22 | 53,9+ 3,22
1 37,98 (22,54 - 64,01) 2,63 64,4
75 2 32,6 (23,85 - 44,57) 3,07 58,5
’ 3 32,68 (28,11 - 38,00) 3,06 58,6
X+S 34,42 + 3,08 2,92 +0,25 56,8 + 3,68
1 33,86 (18,66 - 61,45) 2,95 60,0
10 2 21,03 (7,85 - 56,37) 4,76 35,7
3 21,82 (8,82 - 53,96) 4,58 38,0
X+S 25,57 + 7,19 4,10+0,99 | 39,4+ 14,7

X = S: Média com desvio-padréo
IC: intervalo de confianca
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT

Unidades Téxicas (UT)

4,00 -
3,00
2,00 -

1,00 -

0,00

I . T ' T ' T ‘ 1
0 2,5 5 7,5 10

Doses (kGY)

Figura 30 - Variagédo das Unidades Toxicas da mistura de farmacos, cloridrato de
fluoxetina e diclofenaco sddico (mistura mais concentrada (A)), em diferentes
doses de radiacao aplicadas para a bactéria marinha V. fischeri.
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Para a mistura, foi obtida remocao de toxicidade em todas as doses
aplicadas. Os valores de UT diminuiram de 6,76 + 0,85 para valores entre 3,12 +
0,22 a 4,23 £ 0,79. Além disso, foi verificada remo¢cdo maxima de toxicidade na
dose de 7.5 kGy, com aumento de toxicidade em 10 kGy, sugerindo a formacao

de subprodutos mais téxicos (Figura 30).

Para o cloridrato de fluoxetina, SILVA (2014) demonstrou remocgéao
significativa da toxicidade do farmaco apos o processo de irradiacdo na dose de
5.0 kGy, obtendo valores de 17,26% de eficiéncia de remocé&o de toxicidade para

a V. fischeri, a partir de soluc&es iniciais de 20,0 mg.L™ de cloridrato de fluoxetina.

As eficiéncias meédias de remocdo de toxicidade foram obtidas entre
37,43% a 56,82%, sendo as melhores doses, a de 5.0 e 7.5 kGy, com valores

médios de 53,89% e 56,82%, respectivamente.
5.3.2. Ensaios de Toxicidade aguda com Daphnia similis

Os ensaios de toxicidade foram realizados para as solucdes-estoque de
ambos os farmacos (cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sédico) e para as
misturas destes compostos com diferentes concentragdes (mistura mais
concentrada (A) e diluida 1:10 (B)). No presente estudo foram observadas CE50
de 1,09 + 0,11 mg.L™* para o cloridrato de fluoxetina e 24,86 + 4,28 mg.L™ para o

diclofenaco sédico (Tabela 14).

Tabela 14 — Valores de CE50 para os farmacos cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sadico.

Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sédico
Ensaios CE50 (%) CE50 (mg.L™?) CES50 (%) CE50 (mg.L™?)
1 15,38 (12,36 - 19,13) 1,54 26,34 (24,16 - 28,72) 26,34
2 9,47 (8,68 - 10,42) 0,95 28,2 (25,83 - 30,78) 28,2
3 7,76 (6,44 - 9,36) 0,76 20,04 (17,87 - 22,47) 20,04
X+S 10,87 + 1,09 1,09+0,11 24,86 + 4,28 24,86 + 4,28

X = S: Média com desvio-padréo
IC: intervalo de confianca

SILVA (2014) analisou a toxicidade do cloridrato de fluoxetina, obtendo
CE50 de 1,31 mg.L™" para D. similis, assim, foi verificado que a média dos valores

obtidos corroborou com a literatura.
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*Para o diclofenaco, MENDES e colaboradores (2010) observaram CES50
de 46,00 mg.L™, demonstrando maior sensibilidade do organismo D. similis para
0os mesmos farmacos testados. Este fato pode ser explicado pela presenca de
excipientes (corantes, Oles minerais, emulsificantes, surfactantes, dentre outros)
na formulacdo, visto que, estes apresentaram efeitos tOxicos em Varios
organismos (CAMINADA, 2008; CARLSOON et al, 2005).

De acordo com as categorias de toxicidade baseadas pela legislacdo
europeia, as toxicidades dos farmacos para a D. similis podem ser classificados
como téxico para o cloridrato de fluoxetina (1 mg.L*< CE50 < 10 mg.L™) ao passo
que o diclofenaco sédico foi classificado como perigoso (10 < CE50 <100 mg.L™)

(Comission of the European Communities, 1996).

Para a mistura mais concentrada (A), foram apresentados os valores de
CE50 484 € Unidades Téxicas (UT) na Tabela 15. O valores de CE50 obtidos
foram de 24,2% e as UT foram de 4,13.

Tabela 15 - Valores de Unidades Toéxicas para a mistura mais concentrada (A)
Diclofenaco sadico e Cloridrato de Fluoxetina).

Mistura mais concentrada (A)
Ensaio CE50 48n (%) uT
1 23,63 (19,53 - 28,58) 4,23
2 24,44 (22,70 - 26,32) 4,09
3 24,63 (21,54 - 28,15) 4,06
X+S 24,23 + 0,53 4,13 + 0,09

X = S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca

Na Figura 31 foi apresentada a comparagdo entre as CE50 dos farmacos
cloridrato de fluoxetina, diclofenaco sédico e mistura mais concentrada (A) com as

respectivas médias e desvio-padrao obtidas no presente estudo.
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Figura 31 - Variagcdo de CE50 45, do Cloridrato de Fluoxetina, Diclofenaco sédico
e mistura mais concentrada (A).

Quando comparados os valores meédios de CE50 43, de todas as amostras
foi possivel observar maior toxicidade para o cloridrato de fluoxetina, seguida da
mistura e diclofenaco sodico. Estes resultados demonstraram que ndo houve
potencializacdo dos efeitos toxicos dessas substancias, quando presentes na

mesma solucao, para o microcrustaceo D. similis (Figura 31).

SANTOS (2011) ndo observou potencializagcdo no efeito da mistura de
cloridrato de fluoxetina e surfactante dodecil sulfalto de sodico para o organismo
D. similis.

Em relagcdo a irradiagdo das amostras, o cloridrato de fluoxetina,
diclofenaco sddico e a mistura diluida 1:10 (B) foram irradiados apenas na dose
de 5.0 kGy. Ja a mistura mais concentrada (A) foi irradiada nas doses de 2.5 e 5.0
kGy.

Na Tabela 16, foram representadas as CE50 435 € Unidades Toxicas (UT)
dos ensaios de toxicidade realizados para os farmacos cloridrato de fluoxetina e

diclofenaco sédico, de ambos os brutos e irradiados na dose de 5,0 kGy.
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Tabela 16 — Valores de CE50 45, € Unidades Téxicas (UT) para os farmacos
cloridrato de fluoxetina e diclofenaco soédico.

Cloridrato de Fluxetina Diclofenaco sédico
L()fés)s Ensaios CE50 4sn (%) uT CE50 s (%) uT
1 36,2 (29,6 - 44,3) 2,76 25,6 (23,4 — 28,0) 3,91
50 2 30,8 (25,3 - 37,4) 3,25 28,2 (25,8 - 30,8) 3,55
' 3 37,9 (31,8 - 45,2) 2,64 30,3 (28,5 - 32,3) 3,30
X*S 35,0+ 3,72 2,88 +£0,32 28,0 £ 2,37 3,59+0,31

X £ S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca
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Figura 32 - Variacdo das Unidades Toxicas dos farmacos separados
(cloridrato de fluoxetina e diclofenaco soOdico) para as amostras brutas e
irradiadas em 5.0 kGy, com o microcrustaceo D. similis.

Os resultados obtidos quanto a toxicidade das solucdes de farmacos
separados demonstraram boa eficiéncia de remocdo de toxicidade para o
cloridrato de fluoxetina na dose de 5,0 kGy (Figura 32). Foi verificada diminui¢c&o
das unidades toxicas iniciais de 9,98 + 3,23 para valores de 2,88 + 0,32,
representando uma eficiéncia de remocédo de toxicidade de 71,1%, indicando
remocao de toxicidade para o cloridrato de fluoxetina quando irradiado nesta
dose.

Para o farmaco diclofenaco sddico, os valores variaram de 4,11 + 0,77 para

a amostra bruta para 3,59 = 0,31 em 5,0 kGy, representando eficiéncia de
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remocao de toxicidade de 12,8%. Desta forma, foi possivel verificar que ha

toxicidade nos produtos gerados pela degradacao do composto (Tabela 16).

Em relacdo a mistura mais concentrada (A), os resultados de CE50, UT e
eficiéncia de remocéao de toxicidade foram apresentados na Tabela 17. Na Figura
33 foi representado o comportamento das Unidades Toxicas em relacdo as doses

de radiacao aplicadas.

Tabela 17 - Valores de CE50 455, Unidades Toxicas e Eficiéncia de Remogéao
de Toxicidade para a mistura mais concentrada (A) dos farmacos cloridrato de
fluoxetina e diclofenaco sodico para D. similis.

Mistura mais concentrada (A)
Doses | Ensaio CE50 4sn (%) uT Eficiéncia
(kGy) 48h
0 X*S 23,2+ 2,86 4,38 + 0,56 -
1 46,3 (39,5 - 54,2) 2,16 50,7
55 2 35,9 (31,6 - 40,8) 2,79 36,4
' 3 31,9 (29,0 - 35,0) 3,14 28,3
X+S 38,0+ 7,44 2,70+ 0,50 | 34,7+12,0
1 29,7 (27,1 - 32,5) 3,37 23,1
50 2 31,0 (27,1 - 35,6) 3,22 26,4
' 3 32,3 (29,7 - 35,0) 3,10 29,2
XS 31,0+ 1,28 323+0,13 | 21,8+ 3,20

X = S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT

4,50
4,00 |
= 3,50 -
=]
=3,00 -
8
-2 2,50 -
‘0
2,00 -
1]
B 1,50 |
i<
21,00 -
0,50 -
0,00 -

Unidades Toxicas

0 2,5 5
Doses {kGy)

Figura 33 - Unidades Toéxicas de uma mistura de farmacos concentrada (A)
(cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sédico), submetidas a um processo de
irradiacao por feixe de elétrons nas doses de 2,5 e 5,0 kGy para a Daphnia similis
(48 h).
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Foram obtidas baixas eficiéncias de remocédo de toxicidade com valores
maximos de 34,7% na dose de 2,5 kGy, (Tabela 17). A baixa remocdo de
toxicidade pode estar associada, principalmente, aos produtos de degradacao do
diclofenaco sodico, e também a presenca de cloridrato de fluoxetina que néo foi

degradada durante o processo de irradiagcéo.

Para a mistura diluida 1:10 (B), os valores de eficiéncia de remocao de
toxicidade foram de 66,9% em 5.0 kGy, demonstrando eficiéncia de remocéo de
toxicidade da mistura nesta dose (Tabela 18). Desta forma, foi possivel verificar
gue, embora ambos os farmacos tenham sido degradados, a toxicidade foi

proveniente dos produtos de degradacao da amostra irradiada.

Tabela 18 - Valores de CE50 455, Unidades Toxicas e Eficiéncia de Remocgao
de Toxicidade para a Diluicdo 1:10 dos farmacos cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sodico para D. similis.

Diluicdo 1:10
Doses _ EficiéncN:ia de
(KGy) Ensaio CES50 481 (%)/ 1C uT remocéo de
toxicidade (%)
1 28,17 (23,69 - 33,50) 3,55 -
0 2 29,69 (24,93 - 35,35) 3,37 -
3 21,76 (18,21 - 26,01) 4,60 -
X£S 26,54 £4,21 3,84 £ 0,66 -
1 68,73 (60,78 - 77,72) 1,45 65,4
50 2 89,1 (83,77 - 94,77) 1,12 73,3
' 3 81,07 (77,47 - 84,85) 1,23 70,7
X*S 79,63 £ 10,26 1,27 + 0,17 66,9 + 4,41
X £ S: Média com desvio-padrao
IC: intervalo de confianca
5.3.3. Comparacdes entre atoxicidade dos farmacos

Na Tabela 19, foram apresentados as CE50 (mg.L™) dos ensaios de
toxicidade realizados para os farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco
sédico. Foi possivel observar que a bactéria V. fischeri apresentou sensibilidade a
ambos os farmacos em estudos, ao passo que apenas o cloridrato de fluoxetina

se apresentou com toxicidade elevada para o organismo D. similis.
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Tabela 19 - Valores de CE50 (mg.L™) dos farmacos cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sodico para os organismos V. fischeri e D. similis

Farmacos CES50 (mg.L")
Vibrio fischeri Daphnia similis
Cloridrato de Fluoxetina 4,59 +1,68 1,09 + 0,40
Diclofenaco sédico 512+ 0,41 24,86 *+ 4,86

O potencial toxico, bem como efeitos destes farmacos sobre organismos
unicelulares ja vem sendo foco em diversos trabalhos. NEUWOEHNER e
colaboradores (2009) avaliaram o modo de acédo fisiolégica da fluoxetina em
Pseudokirchneriella subcapitata. Foi observado que a fluoxetina ndo apresentou
efeitos na fotossintese apds o periodo de 2h. No entanto, foi verificado que a
fluoxetina apresentou efeitos no crescimento, sendo concluido que o composto

apresenta efeitos no balango de energia das células das algas.

DASTIDAR e colaboradores (2000) verificaram alto potencial bactericida do
diclofenaco tanto para bactérias gram-positivas quanto para gram-negativas,
verificando, também, a degradacdo das moléculas de DNA das bactérias E. coli.
Desta forma, visto que o crescimento das células das bactérias depende da
sintese de DNA e RNA, a interferéncia na sintese destas moléculas pode
interromper o crescimento das bactérias. Sendo assim, o toxico do diclofenaco
sédico para a bactéria marinha V. fischeri, pode ser explicado devido ao potencial

toxico deste farmaco.

Em relacdo aos invertebrados, a exposicdo destes organismos em
concentragdes baixas de fluoxetina (ug.L™) pode estimular a reproducéo
(BROOKS et al, 2003; FONG, 1998). FLAHERTY e DODSON (2005) estudaram
o efeito cronico da exposicdo de Daphnia magna a baixas concentracdes de
fluoxetina (36 pg.L™). Durante o estudo ndo foram observados efeitos sobre a
sobrevivéncia e a morfologia dos adultos e recém-nascidos, no entanto foi
observado um aumento significativo no niamero total de Daphnia prole produzida.
No entanto, PERY e colaboradores (2008) observaram efeitos significativos na
mortalidade de D. magna em concentragdo mais elevadas (121 pg.L™). Apés 21

dias de exposicéo, foram verificadas 40% nas mortalidades dos organismos.

OLIVEIRA (2014), ao expor o microcrustaceo D. magna em diferentes

concentragcbes de diclofenaco, verificou alteracdes significativas nas respostas
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bioquimica, indicando estresse oxidativo dos organismo. GOMEZ-OLIVAN e
colaboradores (2014) demonstraram que o diclofenaco sddico foi responséavel por

danos no DNA e alteragdes nos biomarcadores bioquimicos.
5.3.4. Carta controle

Nas Figuras 34 e 35, foram apresentados os resultados das cartas controle
dos organismos Daphnia similis e Vibrio fischeri, respectivamente. O coeficiente
de variacdo (CV) para o microcrustaceo D. similis foi de 6,58%, ao passo que
para bactéria bioluminescente V. fischeri, o CV encontrado foi de 11,72%.
Portanto foram encontrados valores inferiores a 30% considerados validos dentre

da sensibilidade, demonstrando a aptiddo dos organismos para testes.
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Figura 34 - Carta controle de sensibilidade do organismo D. similis em relagao
ao cloreto de potassio.
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Figura 35 - Carta controle de sensibilidade da bactéria V. fischeri em relagao
ao fenol.

5.3.5. Parametros fisico-quimicos

A avaliacdo de parametros como pH, oxigénio, condutividade e dureza
torna-se importante, visto que estes sdo os fatores que mais influenciam na
toxicidade (ZAGATTO E BERTOLETTI, 2008).

Nas Tabelas 20, 21 e 22, foram apresentados os valores de pH, Oxigénio
dissolvidos (mg.L™) e Condutividade (uS.cm™) dos ensaios realizados para a
ambos o0s organismos nas diferentes doses de radiacdo para as diferentes

misturas (mistura mais concentrada (A) e mistura diluida 1:10 (B)).

Foi observada a diminuicdo do valor do pH com o aumento da dose de
radiacdo para ambas as diluicdes (Figura 36). Este fenébmeno pode ser explicado
devido a formacdo de acidos organicos durante a degradacdo dos organicos
decorrentes do tratamento com o processo de radiagdo (DUARTE, 1999). Outros
estudos também verificaram a diminuicdo com este tipo de tecnologia empregada
(SILVA, 2014; SANTOS, 2011; ROMANELLI, 2004; BORRELY, 2001). Ademais, é
possivel observar também que ambas as misturas apresentam valores de pH

proximos para todas as doses aplicadas.
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Tabela 20 — Valores de pH da mistura de cloridrato de fluoxetina e diclofenaco
sodico (misturas concentrada (A) e diluida 1:10 (B)) utilizadas nos ensaios de

toxicidade.
pH
Doses (kGy) | Ensaios Mistura mal(sA():oncentrada Mistura diluida 1:10 (B)

1 5,90 6,75

0 2 7,21 4,26

3 7,26 6,46
X*S 6,79 £ 0,77 582+1,36

1 4,57 5,90

o5 2 5,46 4,12

’ 3 4,70 4,66
X£S 491+ 0,48 4,89+0,91

1 4,12 5,35

2 4,59 4,05

50 3 4,18 4,19
X£S 4,30 + 0,26 4,53+0,71

1 4,06 4,90

2 4,18 3,92

5 3 4,00 4,0
X*S 4,08+0,13 4,30 £ 0,52

1 3,84 4,69

2 3,99 3,88

10,0 3 3,89 4,02
X£S 3,91 + 0,07 4,20+ 0,43

X = S: Média com desvio-padrao

Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT

Mistura diluida 1:10 (B): 5mg.L™ de DIC e 5 mg.L™" de FXT

8,00
7,00
6,00
5,00
T 4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

Mistura diluida 1:10 (B)

== Mistura mais concentrada (A)

T
I T ;
—e— =
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Figura 36 - Média com desvios-padrdo dos valores de pH das amostras
irradiadas e nado irradiadas utilizadas nos ensaios de toxicidade.
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O pH é um parametro importante para 0s organismos vivos. Esse
parametro deve ser considerado em estudos de campo, em saneamento
ambiental e monitoramentos visto que apresenta influéncia em diversos
equilibrios quimicos que ocorrem naturalmente ou em processos unitarios de
tratamento de &guas. Desta forma, as restricbes de faixas de pH sé&o
estabelecidas para as diversas classes de aguas naturais, tanto de acordo com a
legislacdo federal, quanto pela legislacdo do Estado de Sao Paulo. Os critérios de

protecdo a vida aquatica fixam o pH entre 6 e 9 (CETESB, 2009).

No presente estudo ndo foram realizados correcbes de pH para as
amostras, visando né&o alterar as condigcdes do meio. Outros estudos realizaram a
correcdo do pH para valores de acordo com as normas exigidas para avaliar o
comportamento da toxicidade. SILVA (2014) alterou os valores de pH das
amostras irradiadas de cloridrato de fluoxetina para 7.3, observando que apos a
correcdo do pH, o tratamento demonstrou relacdes diretamente proporcionais
entre as doses de radiacado e a eficiéncia de remocao de toxicidade. No entanto,
mesmo com as correcles, as eficiéncias de remocdo de toxicidade
permaneceram abaixo dos 30%, indicando que a toxicidade também ocorreu pela

formacé&o de subprodutos.

Foi observado que valores de oxigénio dissolvido (OD) ndo sofreram
alteracOes significativas durante as irradiacfes, variando entre valores de 7,76 a
8,16 mg.L™ (Tabela 21).
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Tabela 21 — Valores de Oxigénio Dissolvidos da mistura de cloridrato de
fluoxetina e diclofenaco sddico utilizados nos ensaios de toxicidade.

OD (mg.L?)
Doses (kGy) Ensaios Mistura mais Mistura diluida 1:10 (B)
concentrada (A)

1 8,29 8,60

0 2 8,25 7,31

3 7,94 8,15
X+S 8,16 £ 0,19 8,02 + 0,65

1 8,38 7,85

2 8,00 7,35

2,5 3 8,02 8,13
X£S 8,13+0,21 7,78 £ 0,40

1 8,36 7,81

2 7,85 7,27

5.0 3 8,04 8,19
XS 8,08 £ 0,26 7,76 £ 0,46

1 8,36 7,71

2 8,01 7,31

[ 3 8,07 8,03
X£S 8,15+ 0,04 7,68 £ 0,36

1 8,36 7,86

2 8,01 7,27

10,0 3 8,07 8,15
XxS 8,15+ 0,04 7,76 £ 0,45

X = S: Média com desvio-padréo
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT
Mistura diluida 1:10 (B): 5 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ de FXT

De acordo com as normas exigidas para os cultivo de microrganismos, 0s
valores acima de 5,0 mg.L™" sdo adequados para a realizacdo de ensaios
ecotoxicolgicos. Além disso, este é um dos parametros regulados pela Resolucao
CONAMA n° 357/2005, complementado pelo 430/2011, sendo de extrema
importancia para regular a biota aquatica.

Foi observado um aumento diretamente proporcional conforme o aumento
das doses de irradiacdo ambas as misturas (Figura 37). Este parametro esta
relacionado com a capacidade da agua conduzir corrente elétrica. Desta forma, a
producdo de ions, tais como &cidos orgéanicos, favorecem o aumento de
condutividade (CETESB, 2009). Outros estudos também verificaram o aumento
de condutividade com este tipo de tecnologia empregada (SILVA, 2014; SANTOS,
2011; ROMANELLI, 2004; BORRELY, 2001).
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Tabela 22 — Valores de condutividade da mistura de cloridrato de fluoxetina e
diclofenaco sodico utilizados nos ensaios de toxicidade.

Condutividade (uS.cm™)

Doses (kGy) Ensaios Mistura mais Mistura diluida 1:10 (B)
concentrada (A)
1 80,6 71,8
0 2 72,7 92,5
3 76,4 88,6
X+S 76,57 £ 3,95 84,30 £ 11,00
1 100,6 77,8
55 2 102,6 95,5
’ 3 89,4 108,1
X£S 97,53 +7,11 93,80 + 15,22
1 118,2 99,1
50 2 1259 109,7
' 3 115,5 1124
X*S 119,87 + 5,40 107,07 + 7,03
1 131,1 104,7
75 2 137,7 1144
’ 3 140 104,9
X£S 136,27 + 1,63 108,00 + 5,54
1 169,5 117,6
2 173,4 117,6
10,0 3 154,3 117,6
X£S 165,73 £ 13,51 115,60 + 9,26
X = S: Média com desvio-padréo
Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ FXT
Mistura diluida 1:10 (B): 5 mg.L™" de DIC e 5 mg.L™ de FXT
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Figura 37 - Médias com desvios-padréo dos valores de condutividade das
amostras irradiadas e nao irradiadas utilizadas nos ensaios de toxicidade.
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5.4. Ensaios respitométricos

Os ensaios de respirometria foram realizados para verificar a
biodegradabilidade da mistura de farmacos bruta e irradiadas, uma vez que a
oxidacdo dos compostos toxicos pode ser insuficiente para aumentar a

biocompatibilidade dos compostos intermediarios (COELHO et al, 2009).

Os resultados obtidos nédo indicaram indicios de picos de consumo de
oxigénio, ou seja, nao houve o consumo dos farmacos como fonte nutricional
(Figura 38). Assim é possivel observar que a mistura de farmacos (Mistura mais
concentrada (A), bem como os produtos formados pela irradiagdo das amostras
na dose de 5.0 kGy ndo sdo biodegradaveis. Ademais, é possivel observar que
nao houve um aumento aparente de toxicidade, visto que ao final do experimento
foi observado atividade respiratéria do lodo. Desta forma, este processo pode ser
acoplado a processos biologicos sem interferir no funcionando do sistema

operacional.

X Mistura
cetato 5.0 kGy
S N Yy

= om

DRy S o g pes Lo a U s ks D e

Mistura Bruta Acetato

Figura 38 - Respirograma de uma mistura de farmacos (diclofenaco de sodio
+ cloridrato de fluoxetina) de uma solu¢éo bruta e irradiada a 5.0
kGy.
A baixa biodegradabilidade pode estar relacionada com a natureza
recalcitrante do substrato a biodegradacdo. Alguns estudos demonstraram que

nao houve degradacdo estatisticamente significativa de farmacos em lodos de
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estacOes de tratamento de esgoto. REDSHAW e colaboradores (2008) avaliaram
a biodegradabilidade da fluoxetina em solos que recebiam lodos de ETE e em
culturas liquidas, verificando que ndo houve degradacdo significativa do
composto. ZWIENER e FRIMMEL observaram que o diclofenaco ndo apresentou
biodegradabilidade nas condicdes de operacdes aplicadas de uma estacdo de
tratamento de esgoto piloto, na qual ndo foi verificada nenhuma degradacédo de

concentracdes iniciais de 10 pug.L™ de diclofenaco apés 55 horas de tratamento.

Outro fator pode estar relacionado com concentragdo inicial dos farmacos,
ou seja, altas concentragdes do substrato podem causar inibicdo/toxicidade dos

microrganismaos.

MENDEZ-ARRIAGA e colaboradores (2011) utilizaram-se de ensaios
respirométricos para avaliar a biodegradabilidade do cloridrato de fluoxetina
submetida a diferentes POAs. Foi observado que a biodegradabilidade dependia
da concentracéo inicial do farmaco, visto que, em solu¢éo contendo 0,11 mM de
cloridrato de fluoxetina, ndo foi averiguada biodegradabilidade do composto em
um tempo de 5 dias. Entretanto, em uma solucdo contendo metade da
concentracdo para uma amostra incubada no mesmo periodo, foi obtido DBO de
90 mg.L™.

Outro estudo, também observou para o farmaco hidrocloridrato de
fluoxetina que a degradacé&o variava dependendo da concentragao inicial utilizada
(CAMINADA, 2008). Nesse estudo foram observados que mesmo em
concentracdes de 200 ug.L™, ocorreu reducdo de 27% do composto, indicando

baixa biodegradabilidade.

Além disso, o consumo de um substrato pode estar relacionado com a
adaptacdo dos microrganismos as condicdes do meio. Quando as células sao
expostas a compostos quimicos ou toxicos, estas, mesmo estando em fase
exponencial, entram novamente em fase lag (MADIGAN et al, 2004). ROCHA
(2010) estudou a biodegradacdo de diclofenaco sodico utilizando-se do fungo
Aspergillus sp, e verificou que apés o periodo de adaptacdo do fungo ao

substrato, houve o consumo do farmaco como fonte nutricional, chegando a
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aumentar o consumo maximo de 57% no quinto dia com Biomassa com

esgotamento enddégeno (BCE).
5.5. Andlise estatistica

Na Tabela 23 foram apresentados os valores de p-valor calculados pelo Teste
de Turkey. Os valores menores que 0,05 indicam que héa variacdo significativa

entre as médias.

Foi observada remocé&o significativa entre apenas nas doses de 5,0 e 7,5 kGy
para a bactéria V. fischeri. Desta forma, a dose de 5,0 kGy pode ser considerada

como eficiente para a remocéao de toxicidade.

Para a D. similis, foi obtida remocéo significativa de toxicidade das solu¢des
isoladas apenas para o cloridrato de fluoxetina irradiado em 5.0 kGy. Para a
mistura mais concentrada (A), apenas a dose de 2,5 kGy obteve variagcéo
significativa em relac&o a amostra bruta. Por fim, para a mistura diluida 1:10 (B), a

dose de 5.0 kGy resultou em remocao significativa de toxicidade.

Tabela 23 - Dados calculados pelo teste de Turkey para verificar a variac&do
significa entre as médias de CES5O0.

Organismo Amostra Niveis Estat. F | P valor .Va.”."“?a.o
significativa
Diclofenaco | 5 o1y | 15,665 | 0,017 Sim
sédico
Vibrio fischeri | Mistura mais 0-2,5 kGy 0,137 Nao
concentrada |—2-20 KGY 9,414 0,04 Sim
A) 0-7,5 kGy ' 0,02 Sim
0-10,0 kGy 0,077 Nao
Cloridratode |, 5 5y qy | 1256 | 0,002 Sim
Fluoxetina

D'C"?‘:f”aco 0-5,0kGy | 58422 | 0,325 N&o

Daphnia _SOCIco _ .
similis Mistura mais 0-2,5 kGy 0,200 Sim
coneen 4 | osokay | M1 0220 Néo

Mistura diluida :
1:10 (B) 0-5,0 kGy 68,756 0,01 Sim

Mistura mais concentrada (A): 50 mg.L™ de DIC e 5mg.L™ FXT
Mistura diluida 1:10 (B): 5mg.L™" de DIC e 5 mg.L™" de FXT
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Estudos anteriores determinaram doses mais baixas (0,5 a 5,0 kGy) como

as mais eficientes para a remocao de toxicidade (MORAIS, 2015; SILVA, 2014;
SANTOS, 2011, BORRELY, 2001).

6.

CONCLUSOES

Foi observada remocéao de toxicidade nas amostras irradiadas em todas as
doses aplicadas para a bactéria V. fischeri, com maior eficiéncia de 56,8%

de em 7,5 kGy na mistura,;

Para a D. similis, foi observada remocao significativa de toxicidade apenas

na dose de 2,5 kGy na mistura mais concentrada (A);

Os ensaios respirométricos ndo demonstraram biodegradabilidade das
amostras tratadas e néo tratadas. Resultados do Carbono Orgéanico Total

confirmaram a insignificante mineralizag&o da mistura;

A irradiacéo foi eficiente na degradacdo do farmaco diclofenaco de sodio
(99%) na mistura com concentracfes mais elevadas. O mesmo né&o
ocorrendo para o cloridrato de fluoxetina. Para baixas concentracfes de
diclofenaco na mistura, houve eficiéncia na degradacdo de ambos os

farmacos;

A presenca de diclofenaco na solucdo pode inibir a degradacdo do

cloridrato de fluoxetina.
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SUGESTOES PARA TRABAHOS FUTUROS

Deteccdo dos produtos de degradacdo dos compostos isolados e em

mistura;

Estudar a presenca de excipientes e a influéncia destes compostos na

toxicidade e degradacao de farmacos;

Propor trabalhos que enfatizem o descarte racional dos medicamentos,

bem como o gerenciamento industrial.
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Apéndice A: Fichas — controle de ensaios de toxicidade aguda com

Vibrio fischeri

Valores de CE50 para os farmacos cloridrato de fluoxetina e diclofenaco sédico

Ensaios de toxicidade aguda com o solugdes preparadas a partir do cloridrato de

fluoxetina de 10 mg.L™ (0,0 kGy)

Ensaio 1

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio

Data do ensaio: 29/04/2015

Amostra: Cloridrato de fluoxetina (0,0 kGy

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragao (%) pH (m L—1) S Cm'.l)
bactéria 9- HS.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 93 94 101 95 95 7,75 7,88 18,89
15 133 122 118 99 70
CE50 15min = 46,47 (41,17 — 52,45)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Cloridrato de fluoxetina (0,0 kGy
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L") (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 83 92 106 94 98 7,92 7,48 21,1
l15 104 111 102 80 65
CE50 15min = 36,87 (20,67 — 65,77)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Cloridrato de fluoxetina (0,0 kGy
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH Ollj_-l %Ond'.l
bacteria (mg.L7) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 104 98 102 100 93 8,54 7,65 35,9
l15 125 113 101 92 60

CE50 15min = 44,03 (30,46 — 63,66)
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Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Cloridrato de fluoxetina (0,0 kGy

Bioluminescéncia oD Cond.

" X 10

errk; ggtz rpi):la Controle Concentracao (%) pH (mg.L™Y) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 99 94 97 97 72 8,54 7,65 35,9
l15 99 77 75 65 36
CE50 15min = 47,25 (40,65 — 54,91)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 22/10/2015 Amostra: Cloridrato de fluoxetina (0,0 kGy
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH (m L'l) (S Cm'.l)
bacteria g. uS.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 87 90 94 93 91 8,54 7,65 35,9
15 131 125 121 105 72
CE50 15min = 48,61 (43,22 — 54,69)

Ensaios de toxicidade aguda com o solucdes preparadas a partir do diclofenaco
sédico de 100 mg.L™ (0,0 kGy)

Ensaio 1

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri = 1° ensaio

Data do ensaio: 08/12/2014

Amostra: Diclofenaco sadico (0,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentracao (%) pH OD.1 Cond'.l
bactéria (mg.L") (S.cm™)
2,56 5,11 10,23 | 20,47
lo 85 89 100 91 82 7,95 6,77 64,5
15 120 87 77 38 2
CE50 15min = 4,68 (1,83 —11,97)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 14/04/2015 Amostra: Diclofenaco sddico (0,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH OD.1 Cond._l
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
2,56 5,11 10,23 | 20,47
lo 92 95 88 85 90 7,95 6,77 64,5
l15 111 87 63 30 3
CE50 15min = 5,21 (2,61 — 10,38)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 3° ensaio

Data do ensaio: 14/04/2015

Amostra: Diclofenaco sddico (0,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 87 95 88 85 90 7,95 6,77 64,5
l15 96 64 33 6 1
CE50 15min = 6,78 (4,91 —9,37)
Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 23/06/2015 Amostra: Diclofenaco sédico (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracéo (%) pH m L'l) (S Cm'-l)
bacteria 9: Ho-
2,56 5,11 10,23 | 20,47
lo 94 99 89 102 90 7,95 6,77 64,5
15 126 90 64 33 2
CE50 15min = 4,49 (1,94 — 10,40)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 17/08/2015 Amostra: Diclofenaco sddico (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
b ) (mg.L™) (uS.cm™)
acteria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 108 92 44 105 96 7,95 6,77 64,5
15 136 47 20 6 1

CE50 15min = 5,48 (2,65 —11,34)

Ensaios de toxicidade aguda com o soluc¢des preparadas a partir do diclofenaco

sédico de 100 mg.L™ (5,0 kGy)

Ensaio 1

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio

Data do ensaio: 14/04/2015

Amostra: Diclofenaco sddico (5,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéria (mg.L™) (uS.cm™)
2,56 511 10,23 | 20,47
lo 90 88 80 85 82 5,20 6,93 124,3
l15 109 95 79 62 23

CE50 15mn = 11,26 (7,93 — 16,00)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio

Data do ensaio: 22/10/2015

Amostra: Diclofenaco sddico (5,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
2,56 511 10,23 | 20,47
lo 86 84 82 81 78 5,20 6,93 124,3
l15 99 90 81 67 45
CE50 15min = 21,10 (20,15 — 22,10)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 22/10/2015 Amostra: Diclofenaco sédico (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L") (S.cm™)
2,56 5,11 10,23 | 20,47
lo 86 83 80 82 82 5,20 6,93 1243
l15 99 90 77 70 45

CE50 15mn = 19,89 (16,56 — 23,88)

Ensaios de toxicidade aguda com as soluc¢fes preparadas a partir da Diluicédo 1:1

(0,0 kGy)

Ensaio 1

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio

Data do ensaio: 29/04/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH Lt S 1
bactéria (mg.L") (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 76 90 89 94 94 6,79 8,16 76,57
15 112 101 82 56 20
CE50 15min = 13,25 (10,16 — 17,28)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH Ollj_-l %Ond'.l
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 105 100 98 95 96 6,79 8,16 76,57
15 99 80 66 36 9

CE50 15mn = 14,54 (10,21 — 20,72)




Ensaio 3

97

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 3° ensaio

Data do ensaio: 05/05/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 105 98 104 99 96 6,79 8,16 76,57
l15 99 82 69 42 11
CE50 15min = 15,97 (12,51 — 20,39)
Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 10/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracéo (%) pH (m L'l) S Cm'.l)
bactéria 9. K-
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 93 89 94 95 87 6,79 8,16 76,57
15 111 62 60 43 16
CE50 15min = 9,31 (6,50 — 13,32)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (MS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 106 96 95 95 104 6,79 8,16 76,57
15 115 84 82 52 21
CE50 15min: 18,20 (10,67 — 31,06)
Ensaio 6
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 6° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragao (%) pH (m L—1) (S Cm'.l)
bactéria 9- HS.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 113 93 95 96 87 6,79 8,16 76,57
15 124 83 73 51 19

CE50 15mn: 16,94 (13,18 — 21,77)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 7° ensaio

Data do ensaio: 23/06/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracéo (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 95 108 128 107 66 6,79 8,16 76,57
l15 124 114 108 56 6
CE50 15min: 12,76 (7,70 — 21,15)
Ensaio 8
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 8° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH (m L'l) (S Cm'.l)
bactéria 9. K-
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 102 97 99 90 97 6,79 8,16 76,57
15 88 71 63 37 14
CE50 15min: 17,06 (12,75 — 22,83)
Ensaio 9
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 9° ensaio
Data do ensaio: 17/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (0,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (MS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 83 96 105 94 89 6,79 8,16 76,57
15 91 77 61 32 4

CE50 15min: 10,02 (5,69 — 17,66)

Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢des preparadas a partir da Diluicdo 1:1

(2,5 kGy)

Ensaio 1

ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri = 1° ensaio

Data do ensaio: 29/04/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéria (mg.L™) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 99 94 96 94 93 4,91 8,13 97,53
15 125 107 100 71 33

CE50 15mn: 24,50 (19,21 — 31,25)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio

Data do ensaio: 05/05/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 103 105 100 94 93 4,91 8,13 97,53
l15 105 99 89 65 27
CE50 15min: 27,56 (18,77 — 40,47)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH (m L'l) (S Cm'.l)
bactéria 9. HS.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 103 95 92 100 98 4,91 8,13 97,53
15 105 94 84 68 24
CE50 15min = 25,96 (21,63 — 31,15)
Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragao (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (MS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 96 92 80 84 86 4,91 8,13 97,53
15 114 85 74 58 23
CE50 15min = 20,16 (11,55 — 35,20)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragao (%) pH (m L—1) (S Cm'.l)
bactéria g. uS.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 113 93 98 94 95 4,91 8,13 97,53
l15 124 100 90 68 39

CE50 15min: 28,94 (18,53 — 45,18)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 6° ensaio

Data do ensaio: 23/06/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 95 104 108 101 109 4,91 8,13 97,53
l15 124 124 113 83 33
CE50 15min: 23,02 (16,86 — 31,41)
Ensaio 7
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 7° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L7) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 102 94 97 96 99 4,91 8,13 97,53
15 88 75 72 57 28
CE50 15min: 29,51 (22,07 — 39,47)
Ensaio 8
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 8° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH Lt s 1
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 103 98 102 89 98 4,91 8,13 97,53
15 116 90 81 48 15
CES50 15min: 15,47 (10,23 — 23,40)
Ensaio 9
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 9° ensaio
Data do ensaio: 24/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (2,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH -1 S 1
bactéria (mg.L™) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 97 93 93 94 4,91 8,13 97,53
15 141 121 82 20

CE50 15min: 18,84 (12,03 — 29,49)
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Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢des preparadas a partir da Diluicdo 1:1
(5,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio
Data do ensaio: 29/04/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
5,11 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 88 95 92 93 97 4,30 8,08 199,87
15 113 117 109 90 51
CE50 15min: 36,62 (27,14 — 49,43)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH -1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 112 108 105 96 95 4,30 8,08 199,87
l15 117 109 98 73 28
CE50 15min = 28,70 (21,68 — 38,00)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
5,11 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 106 106 108 108 88 4,30 8,08 199,87
15 128 121 107 79 37
CE50 15min = 27,11 (24,49 — 30,02)
Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 10/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH OD.1 Cond._l
bactéri (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 93 90 78 98 98 4,30 8,08 199,87
15 110 65 70 61 32
CE50 15min = 18,43 (9,33 — 36,38)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 5° ensaio

Data do ensaio: 16/06/2015

Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 113 96 97 86 92 4,30 8,08 199,87
l15 124 102 95 75 44
CE50 15min: 38,67 (30,02 — 49,04)
Ensaio 6
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 6° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L7) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 98 95 81 94 91 4,30 8,08 199,87
15 124 108 90 89 41
CE50 15min: 34,77 (20,61 — 58,64)
Ensaio 7
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 7° ensaio
Data do ensaio: 23/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracéo (%) pH Lt s 1
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 95 109 95 112 100 4,30 8,08 199,87
15 124 134 118 107 42
CE50 15min: 33,22 (15,15 - 72,84)
Ensaio 8
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 8° ensaio
Data do ensaio: 17/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH -1 S 1
bactéria (mg.L™) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 94 80 96 98 4,30 8,08 199,87
15 115 106 91 79 29

CE50 15min: 31,45 (8,65 — 114,25)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 9° ensaio

Data do ensaio: 24/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 96 96 100 98 4,30 8,08 199,87
15 160 149 145 117 45
CE50 15min: 30,32 (18,81 — 48,87)

Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢des preparadas a partir da Diluicdo 1:1
(7,5 kGy)

Ensaio 1
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio
Data do ensaio: 29/04/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH OD.1 Cond._l
bactér (mg.L™) (MS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 95 97 88 78 4,08 8,15 136,27
15 128 117 112 86 34
CE50 15min: 32,60 (23,85 — 44,57)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 101 101 98 95 101 4,08 8,15 136,27
15 124 120 110 83 47
CE50 15min = 32,68 (28,11 — 38,00)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 98 98 101 97 89 4,08 8,15 136,27
15 122 114 100 78 38
CE50 15min =27,55 (23,36 — 32,49)
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Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 96 80 91 95 86 4,08 8,15 136,27
l15 114 93 102 91 42
CE50 15min: 37,73 (28,72 — 49,55)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH (m L'l) (S Cm'.l)
bactéria 9. K-
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 106 92 98 102 96 4,08 8,15 136,27
15 115 99 104 96 53
CE50 15min: 44,54 (31,77 — 62,43)
Ensaio 6
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 6° ensaio
Data do ensaio: 23/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (MS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 95 111 113 118 116 4,08 8,15 136,27
15 124 132 128 113 48
CE50 15min:30,97 ( 19,18 — 50,00)
Ensaio 7
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 7° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH (mg.LY) (S Cm'.l)
bactéria 9- M.
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 99 91 93 86 94 4,08 8,15 136,27
15 99 79 81 63 37
CES50 15min: 37,98 (22,54 — 64,01)
Ensaio 8
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 8° ensaio
Data do ensaio: 17/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 1
bactéri (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
5,11 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 86 93 100 101 4,08 8,15 136,27
15 115 97 99 79 26
CE50 15min: 26,43 (21,22 — 32,91)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 9° ensaio

Data do ensaio: 24/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (7,5 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 106 99 99 102 4,08 8,15 136,27
15 160 164 151 114 23
CE50 15min: 24,93 (10,54 — 58,97)

Ensaios de toxicidade aguda com as soluc¢des preparadas a partir da Diluicédo 1:1
(10,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 1° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluigdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentragao (%) pH ( mOIID_-l) ( %Ogr?]'.l)
bactéria 9. Ho-
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 91 92 88 101 3,91 8,15 165,73
15 117 108 99 81 29
CE50 15min = 26,53 (16,48 — 42,71)
Ensaio 2
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 2° ensaio
Data do ensaio: 05/05/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia
emitida pela Controle Concentracao (%) pH OD.1 Cond'.l
bactér (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 96 85 93 95 3,91 8,15 165,73
15 117 113 98 78 36
CE50 15min = 29,53 (17,67 — 49,33)
Ensaio 3
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 3° ensaio
Data do ensaio: 16/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bacter (mg.L™) (uS.cm™)
actéria
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 83 98 92 108 91 3,91 8,15 165,73
l15 104 109 102 99 16
CE50 15min: 22,71 (8,41 — 61,33)
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Ensaio 4
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 4° ensaio
Data do ensaio: 23/06/2015 Amostra: Diluigdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 95 92 84 110 108 3,91 8,15 165,73
l15 124 113 105 96 40
CE50 15min: 29,95 (12,21 — 73,48)
Ensaio 5
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 5° ensaio
Data do ensaio: 23/06/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH 1 S 1
bactéria (mg.L") (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 98 94 96 85 80 3,91 8,15 165,73
15 116 104 97 68 12
CE50 15min: 21,12 (10,82 — 41,24)
Ensaio 6
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 6° ensaio
Data do ensaio: 13/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH Lt s 1
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 99 89 92 92 91 3,91 8,15 165,73
15 99 80 80 71 30
CE50 15min: 33,86 (18,66 — 61,45)
Ensaio 7
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 7° ensaio
Data do ensaio: 17/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracdo (%) pH -1 s 1
bactéria (mg.L) (S.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 100 111 100 85 99 3,91 8,15 165,73
l15 115 117 105 65 12
CE50 15min: 21,03 (7,85 — 56,37)
Ensaio 8
ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA - Vibrio fischeri — 8° ensaio
Data do ensaio: 24/08/2015 Amostra: Diluicdo 1:1 (10,0 kGy)
Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentragéo (%) pH Lt S 1
bactéria (mg.L7) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 108 111 111 114 108 3,91 8,15 165,73
15 136 130 130 89 17
CE50 15min: 21,82 (8,82 — 53,96)
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ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA — Vibrio fischeri — 9° ensaio

Data do ensaio: 24/08/2015

Amostra: Diluigdo 1:1 (10,0 kGy)

Bioluminescéncia oD Cond
emitida pela Controle Concentracao (%) pH 1 1
bactéria (mg.L) (uS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 103 90 101 99 83 3,91 8,15 165,73
15 116 101 101 68 4

CE50 15min: 19,81 (10,73 — 36,57)

Apéndice B: Fichas — controle de ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis

Ensaios de toxicidade aguda com o solu¢fes preparadas a partir do cloridrato de
fluoxetina de 10 mg.L™ (0,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - Daphnia similis Dose de radiagéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicao
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
17/03/2015 14:20 19/03/2015 14:20 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra: . L
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PR L g i) | mglh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,00 | 6,84 7,51 7,52 244 267
3,125 00|00 0 7,12 | 7,12 7,47 7,69 228 228
6,25 0([0|0]O 0 7,13 | 7,18 7,48 7,75 232 233
12,5 55|54 19 7,19 | 7,25 7,51 7,71 209,1 210,7
25,0 41 5|5]|5 19 7,29 | 7,31 7,57 7,82 181,4 183,1
50,0 5(5|5]|5 20 7,38 | 7,45 7,69 7,93 135,0 137,9
75 5(5|5]|5 20 7,50 | 7,47 7,84 7,96 76,3 78,9
100 5(5|5]|5 20 7,75 | 7,55 7,88 7,95 18,89 21,61

Observagdes: CE50 4 : 9,47 (8,62 —10,42)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
07/04/2015 17:00 09/04/2015 17:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra: . .
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 8,10 | 7,20 7,60 7,71 263 285
3,125 o(o0|1]0 1 7,76 | 7,19 7,47 7,83 227 231
6,25 1/2]1|0 4 7,78 | 7,19 7,45 7,87 231 232
12,5 3|/5|4]5 17 7,85 | 7,22 7,44 7,84 230 234
25,0 5(4|5]|5 19 7,88 | 7,29 7,46 7,80 228 231
50,0 54|44 17 7,90 | 7,32 7,47 7,76 221 225
100 5(5|5]| 4 19 7,92 | 7,35 7,48 7,75 211,2 218,7
Observacdes: CE50 4 : 8,84 (7,02 —11,14)
Ensaio 3
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - Daphnia similis Dose de radiagéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
28/04/2015 14:00 30/04/2015 14:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra: . L
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PR 1 gty | mglh) | S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 6,67 | 7,94 7,85 8,16 233 263
3,125 210|010 2 7,60 | 8,14 7,38 7,81 221 230
6,25 112]2|0 5 7,74 | 8,17 7,38 7,80 222 231
12,5 4|14 |5]|5 18 7,81 | 8,17 7,40 7,73 208,5 209,8
25,0 55|55 20 7,85 | 8,10 7,43 7,61 184,5 186,3
50,0 5(5|5]|5 20 8,40 | 8,18 7,55 7,66 137,2 138,8
100 5(5|5]|5 20 8,54 | 8,19 7,65 7,80 35,9 38,3
Observagdes: CE5O0 4 : 7,76 (6,44 — 9,36)
Ensaio 4
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
16/06/2015 14:00 18/06/2015 14:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Organismo-teste: . Amostra: . .
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi| PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
2,5 00|01 1 6,22 | 6,32 7,99 7,77 179,7 178,5
7,5 33|20 8 6,51 | 6,54 8,04 7,77 175,6 178,1
10 5(5|4] 4 18 6,64 | 6,71 8,04 7,78 172,5 173,9
12,5 212|135 12 6,78 | 6,88 8,08 7,82 168,9 170,4
25 5(3|4]5 17 6,93 | 7,00 8,10 7,71 152,2 154,2

Observacgdes: CE50 4 : 7,92 (6,08 — 10,32)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
17/06/2015 12:31 19/06/2015 12:31 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: _Amostra: : L.
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
2,5 0/0|0|O 0 6,22 | 6,32 7,99 7,77 179,7 178,5
7,5 312|213 10 6,51 | 6,54 8,04 7,77 175,6 178,1
10 512 |42 13 6,64 | 6,71 8,04 7,78 172,5 173,9
12,5 5|/5|5|5 20 6,78 | 6,88 8,08 7,82 168,9 170,4
25 5|/5|5|4 19 6,93 | 7,00 8,10 7,71 152,2 154,2

Observagdes: CE50 4 : 6,78 (5,70 — 8,05)

Ensaio 6

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
17/06/2015 12:43 19/06/2015 12:43 45,0 mg CaCOs;.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra: . .
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
L1213 147) imoveis | PHi | PHr (mg.L") | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
2,5 0O(0|0]O 0 6,22 | 6,32 7,99 7,77 179,7 178,5
7,5 410|121 7 6,51 | 6,54 8,04 7,77 175,6 178,1
10 415|465 18 6,64 | 6,71 8,04 7,78 172,5 173,9
12,5 54|54 18 6,78 | 6,88 8,08 7,82 168,9 170,4
25 5(5|5]|5 20 6,93 | 7,00 8,10 7,71 152,2 154,2
Observagdes: CE50 4 : 7,30 (6,20 — 8,60)
Ensaio 7
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
11/08/2015 13:50 13/082015 13:50 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
. Amostra:
Oégi?}';gg;ﬁﬁfse' Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO L mg iy | (mgLh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,24 | 6,99 7,80 7,87 208,7 231
3,125 0(0|0]|O 0 7,22 | 7,18 7,81 7,81 199,4 207,6
6,25 0O(0|0]O 0 7,23 | 7,25 7,81 7,77 195,4 199,6
9,375 0O(0|0]O 0 6,21 | 7,33 7,81 7,71 189,5 193,9
12,5 3/0|0]|5 8 7,35 | 7,34 7,78 7,66 185,0 187,8
25,0 25|54 16 7,40 | 7,37 7,77 7,58 167,7 170,5

Observagdes: CE50 4 : 15,38 (12,36 — 19,13)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
19/08/2015 14:55 21/08/2015 14:55 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Amostra:

Organismo-teste:

Daphnia similis

Cloridrato de fluoxetina

Operador: Flavio

(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,04 | 6,53 7,48 7,82 232 240
3,125 1/0]0|0 1 7,31 | 7,09 7,42 7,71 197 195,7
6,25 0(0|0]O 0 7,39 | 7,18 7,43 7,70 194,3 195,2
9,375 3/0]2]3 8 747 | 7,22 7,46 7,67 189,3 190,6
12,5 55|44 18 7,51 | 7,26 7,48 7,57 186,1 188,5
25,0 5(4|5]|5 19 7,55 | 7,24 7,55 7,19 169,6 173,3
Observagdes: CE50 45 : 9,77 (8,68 — 11,00)
Ensaio 9
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
25/08/2015 15:12 27/08/2015 15:12 45,0 mg CaCOs;.L™ Salto - SP
Organismo-teste: . Amostra: . .
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
L1213 147) imoveis | PHi | PHr (mg.L") | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 7,73 7,96 7,80 230 245
3,125 0O(0|0]O 0 7,36 | 7,70 7,90 7,72 194,3 209,7
6,25 50|11 7 7,42 | 7,78 7,90 7,73 192,8 195,7
9,375 414|265 15 7,48 | 7,81 7,91 7,73 188,8 190,0
12,5 414|265 15 7,53 | 7,80 7,91 7,53 185,5 187,5
25,0 5(5|5]|3 18 7,53 | 7,73 7,88 7,22 168,9 171,3
Observacdes: CE50 4gn: 7,78 (6,31 — 9,59)
Ensaio 10
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
01/09/2015 15:32 03/09/2015 15:32 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
. Amostra:
Oégi?}';gg;ﬁﬁfse' Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO L mg iy | (mgLh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211,8 291
3,125 0(0|0]|O 0 7,12 | 7,47 8,18 7,76 204,3 219
6,25 20|00 2 7,30 | 7,68 8,13 7,77 200,0 203,4
9,375 34|34 14 745 | 7,72 8,14 7,69 195,1 198,1
12,5 4|1 3|21 10 7,48 | 7,74 8,15 7,56 191,8 194,4
25,0 4| 5|5]| 4 18 7,53 | 7,69 8,17 7,47 173,9 177,1

Observagdes: CE50 49, :10,48 (8,77 — 12,51)




111

Ensaios de toxicidade aguda com o soluc¢des preparadas a partir do cloridrato de fluoxetina
de 10 mg.L™ (5,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - Daphnia similis Dose de radiagao: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
20/10/2015 12:32 22/10/2015 12:32 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra: . L.
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(5,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Cond;
L1203 14 imoveis | PP | P 1 gl | oLy | (uS.em™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,61 | 6,99 7,24 7,36 221 224
6,25 0/0|1]0 1 6,73 | 6,67 7,39 7,40 163,5 174,3
12,5 00|11 2 6,77 | 6,79 7,39 7,36 159,9 162,3
25,0 0|0 |11 2 6,87 | 6,86 7,39 7,31 144.6 145,5
50,0 3|4 |54 16 6,94 | 6,92 7,27 7,36 116,5 119,7
100 5|/5|5]|5 20 5,70 | 5,60 6,76 7,52 86,4 88,3

Observagdes: CE50 4 : 36,22 (29,61 — 44,30)

Ensaio 2
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicao
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
20/10/2015 12:42 22/10/2015 12:42 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Organismo-teste: . Amostra: . L
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(5,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgLl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,61 | 6,99 7,24 7,36 221 224
6,25 00|00 0 6,73 | 6,67 7,39 7,40 163,5 174,3
12,5 0([0|0]O 0 6,77 | 6,79 7,39 7,36 159,9 162,3
25,0 21321 8 6,87 | 6,86 7,39 7,31 1446 145,5
50,0 54|43 16 6,94 | 6,92 7,27 7,36 116,5 119,7
100 5(5|5]|5 20 5,70 | 5,60 6,76 7,52 86,4 88,3
Observacdes: CE50 4 : 30,78 (25,30 — 37,44)
Ensaio 3
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicio
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
20/10/2015 12:50 22/10/2015 12:50 45,0 mg CaCO,.L™ Salto - SP
Organismo-teste: . Amostra: . .
Daphnia similis Cloridrato de fluoxetina Operador: Flavio
(5,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
11203040 imoveis | PP | PR T g 0 | mgLh) | (uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,61 | 6,99 7,24 7,36 221 224
6,25 0O(0|0]O 0 6,73 | 6,67 7,39 7,40 163,5 174,3
12,5 0([1]0]0 1 6,77 | 6,79 7,39 7,36 159,9 162,3
25,0 00|20 2 6,87 | 6,86 7,39 7,31 1446 145,5
50,0 313|415 15 6,94 | 6,92 7,27 7,36 116,5 119,7
100 5/5|5]|5 20 5,70 | 5,60 6,76 7,52 86,4 88,3

Observagdes: CE50 4 : 37,89 (31,75 — 45,22)
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Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢des preparadas a partir do diclofenaco
sédico de 100 mg.L™ (0,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - Daphnia similis Dose de radiagao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
09/12/2014 14:30 11/12/2014 14:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L.
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Cond;
L1203 14 imoveis | PP | P 1 gl | oLy | (uS.em™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,12 | 6,85 7,07 7,65 226 226
6,25 00|00 0 7,58 | 7,06 7,09 7,76 209,6 211,7
12,5 00|00 0 7,67 | 7,18 7,06 7,75 201,9 203,1
25,0 1/]0|0]|1 2 7,71 7,32 7,03 7,69 182,0 183,0
50,0 5|/5|5]|5 20 7,86 | 7,39 6,96 7,42 140,7 142,3
75 5|/5|5]|5 20 7,90 | 7,34 6,81 6,90 103,5 104,3
100 5(5|5]|5 20 7,95 | 7,42 6,77 7,08 64,5 65,3
Observacdes: CE50 4 : 32,99 (30,06 — 36,20)
Ensaio 2
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
10/03/2015 14:22 12/03/2015 14:22 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L.
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203147 imoveis | PP | PH | gty | mgLh) | (uS.cm™) | (uS.cm™?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,12 | 6,85 7,07 7,65 226 226
12,5 0/0|0|O 0 7,67 | 7,18 7,06 7,75 201,9 203,1
25,0 02|00 2 7,71 | 7,32 7,03 7,69 182,0 183,0
50,0 5|/5|5]|5 20 7,86 | 7,39 6,96 7,42 140,7 142,3
75 5|5|5|5 20 7,90 | 7,34 6,81 6,90 103,5 104,3
100 5|/5|5]|5 20 7,95 | 7,42 6,77 7,08 64,5 65,3

Observagdes: CE50 4 : 32,99 (30,06 — 36,20)
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Ensaio 3
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
16/06/2015 7:35 18/06/2015 7:35 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L.
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
25 211|132 8 7,86 | 6,69 8,10 7,90 154,8 165,3
30 513|265 15 7,87 | 6,80 8,10 7,90 147,2 153,5
35 3|5|5]|5 18 7,63 | 6,82 8,10 7,94 145,0 149,4
40 5|/5|5|4 19 7,77 | 6,93 8,04 7,94 134,4 140,9
50 5|5|5|5 20 7,76 | 6,99 8,10 7,94 121,9 132,1

Observagdes: CE50 4gn: 26,34 (24,16 — 28,72)

Ensaio 4
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
23/06/2015 8:45 25/06/2015 8:55 45,0 mg CaCOs;.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:, . -
Daphnia similis Diclofenaco so6dico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
L1213 147) imoveis | PHi | PHr (mg.L") | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 6,58 7,86 8,46 177,6 196,9
12,5 0O(0|0]O 0 7,17 | 6,15 8,06 8,55 163 2152
25,0 1101 |1 3 6,62 | 6,40 8,04 8,47 147,9 215,2
30,0 3/0|3]1 7 6,95 | 6,58 8,07 8,47 141,9 150,6
35,0 41543 16 7,03 | 6,68 8,05 8,42 135,5 141,8
50,0 5(5|5]|5 20 7,08 | 6,76 8,10 8,42 116,8 123,3
Observagdes: CE50 4gn: 30,11 (27,49 — 32,97)
Ensaio 5
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
23/06/2015 9:00 25/06/2015 9:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
. Amostra:
Oégi?}';gg;ﬁﬁfse' Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO L mg iy | (mgLh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 6,58 7,86 8,46 177,6 196,9
12,5 0(0|0]|O 0 7,17 | 6,15 8,06 8,55 163 2152
25,0 0O(0|1]1 2 6,62 | 6,40 8,04 8,47 147,9 2152
30,0 11321 7 6,95 | 6,58 8,07 8,47 141,9 150,6
35,0 34|35 15 7,03 | 6,68 8,05 8,42 135,5 141,8
50,0 5(5|5]|5 20 7,08 | 6,76 8,10 8,42 116,8 123,3

Observagdes: CE50 4gn: 31,17 (28,64 — 33,93)
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Ensaio 6
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
11/08/2015 14:00 13/08/2015 14:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L.
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,24 | 6,99 7,80 7,87 208,7 231
6,25 00|01 1 7,77 | 7,36 7,82 7,54 193,9 196,0
12,5 05|45 14 7,61 | 7,38 7,82 7,51 191,0 1947
25 0(2]|2]5 9 7,65 | 7,38 7,77 7,42 174,3 178,5
375 4]5|5]|5 19 7,68 | 7,38 7,75 7,37 159,6 165,9
50 5(5|5]|5 20 7,68 | 7,40 7,80 7,44 1457 156,3
Observagdes: CE50 4gn: 14,83 (11,89 — 18,51)
Ensaio 7
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacdo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
19/08/2015 14:45 21/08/2015 14:45 45,0 mg CaCOs;.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:, . -
Daphnia similis Diclofenaco so6dico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
L1213 147) imoveis | PHi | PHr (mg.L") | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,04 | 6,53 7,48 7,82 232 240
6,25 0O(0|0]O 0 7,23 | 6,68 7,43 7,71 196,1 199,2
12,5 0(0|0]|O 0 7,30 | 6,78 7,45 7,61 186,9 188,9
25 0o(2]|1]0 3 7,29 | 6,92 7,45 7,30 172,0 176,5
37,5 5(5|5]|5 20 7,23 | 7,00 7,51 7,51 156,9 160,9
50 5(5|5]|5 20 7,20 | 7,05 7,57 7,53 142,3 146,8
Observacgdes: CE50 4gn: 28,20 (25,83 — 30,78)
Ensaio 8
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
25/08/2015 15:07 27/08/2015 15:07 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
. Amostra:
Oégi?}';gg;ﬁﬁfse' Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO L mg iy | (mgLh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 7,73 7,96 7,80 230 245
6,25 00|01 1 6,83 | 7,80 7,89 7,69 197,2 202,1
12,5 0O(0|0]O 0 7,10 | 7,80 7,93 7,48 187,3 190,3
25 313|415 15 7,18 | 7,79 7,93 7,53 175,8 178,3
37,5 55|55 20 7,21 | 7,80 7,94 7,48 157,1 159,8
50 5(5|5]|5 20 7,22 | 7,78 7,94 7,46 142,3 146,2

Observagdes: CE5O0 4gn: 20,04 (17,87 — 22,47)
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Ensaio 9
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
01/09/2015 16:03 03/09/2015 16:03 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L.
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
120304 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211,8 291
6,25 0/0|0|O 0 7,35 | 7,54 8,20 7,46 198,7 208,5
12,5 0/0|0|O 0 7,42 | 7,63 8,22 7,43 191,7 194,9
25 215|513 15 7,43 | 7,62 8,26 7,21 175,9 178,5
37,5 44|54 17 7,39 | 7,61 8,29 7,18 160,1 165,0
50 5|5|5|5 20 7,36 | 7,55 8,30 7,24 146,4 153,1
Observagdes: CE50 4gn: 24,65 (22,08 — 27,52)
Ensaio 10
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
01/09/2015 16:11 03/09/2015 16:11 45,0 mg CaCOs;.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:, . -
Daphnia similis Diclofenaco so6dico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
L1213 147) imoveis | PHi | PHr (mg.L") | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211,8 201
6,25 0/0|0|O 0 7,35 | 7,54 8,20 7,46 198,7 208,5
12,5 0(0|0 |1 1 7,42 | 7,63 8,22 7,43 191,7 194,9
25 113|3]|1 8 7,43 | 7,62 8,26 7,21 175,9 178,5
37,5 5|14 |34 12 7,39 | 7,61 8,29 7,18 160,1 165,0
50 5(5|5]|5 20 7,36 | 7,55 8,30 7,24 146,4 153,1

Observacgdes: CE5O0 4gn: 27,27 (23,30 — 31,92)

Ensaios de toxicidade aguda com as soluc¢des preparadas a partir do diclofenaco
sédico de 100 mg.L™ (5,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiagao: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicio
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
20/12/2014 12:11 22/12/2014 12:11 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:, . -
Daphnia similis Diclofenaco so6dico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
11203040 imoveis | PP | PR T g 0 | mgLh) | (uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,84 | 6,61 7,51 7,37 183,8 195,5
6,25 0O(0|0]O 0 7,83 | 6,67 7,46 7,42 169,4 174,2
12,5 0/(0]0]O 0 7,79 | 6,78 7,42 7,38 162,7 164,6
25,0 01|11 3 7,72 | 6,83 7,39 7,34 153,7 154,4
37,5 5(5|5]|5 20 7,63 | 6,88 7,27 7,31 143,8 144,1
50 5/5|5]|5 20 7,52 | 6,96 7,20 7,34 134,7 134,5

Observagdes: CE50 41 : 28,20 (25,83 — 30,78)
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Ensaio 2
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
20/12/2014 12:20 22/12/2014 12:20 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: . Amostra:l . L
Daphnia similis Diclofenaco sédico Operador: Flavio
(0,0 kGy)
% de ODh; ODs Cond; Conds
1203040 imoveis | PP | PR gt | (mglh) | (S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,84 | 6,61 7,51 7,37 183,8 195,5
6,25 0/0|0|O 0 7,83 | 6,67 7,46 7,42 169,4 174,2
12,5 0/0|0|O 0 7,79 | 6,78 7,42 7,38 162,7 164,6
25,0 0O/0|1]0 1 7,72 | 6,83 7,39 7,34 153,7 154,4
37,5 5|5|4]|5 19 7,63 | 6,88 7,27 7,31 143,8 144,1
50 5|5|5|5 20 7,52 | 6,96 7,20 7,34 134,7 134,5

Observagdes: CE50 41 : 30,31 (28,45 — 32,29)

Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢gdes preparadas a partir da Diluicdo 1:1
(0,0kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicao
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
17/03/2015 14:45 19/03/2015 14:45 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) :
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO 1 mg i) | mglh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,00 | 6,84 7,51 7,52 244 267
6,25 00|00 0 7,40 | 7,36 7,39 7,76 221 223
12,5 00|01 1 7,43 | 7,40 7,42 7,75 231208,2 208,9
25 3/5|3]5 18 7,47 | 7,46 7,46 7,79 227182,3 184,5
50 5/5|5]|5 20 7,56 | 7,54 7,62 7,78 131,3 133,1
100 5(5|5]|5 20 7,86 | 7,74 7,96 7,89 32,3 36,8

Observagdes: CE50 4, : 18,30 (16,31 — 20,53)

Ensaio 2
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicio
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
24/03/2015 15:15 26/03/2015 15:15 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicéo 1:1 (0,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PHO L gty | mgLh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,78 | 7,11 7,67 7,63 254 263
6,25 0/0|0|O 0 8,07 | 7,41 7,63 7,73 214.9 216,9
12,5 0/0|0|O 0 8,07 | 7,44 7,63 7,72 206,5 208,4
25 413|3]|3 13 8,09 | 7,48 7,65 7,61 179,2 182,1
50 5|/5|5]|5 20 8,14 | 7,58 7,76 7,63 130,7 133,2
100 5/5|5]|5 20 8,37 | 7,85 8,09 7,82 35,8 39,2

Observagdes: CE50 4 : 22,53 (19,43 — 26,12)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
24/03/2015 15:30 26/03/2015 15:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,78 | 7,11 7,67 7,63 254 263
6,25 0,0|0]O0 0 8,07 | 7,41 7,63 7,73 214,9 216,9
12,5 0,0|0]O0 0 8,07 | 7,44 7,63 7,72 206,5 208,4
25 0j]0|0]|O0 1 8,09 | 7,48 7,65 7,61 179,2 182,1
50 410 |52 11 8,14 | 7,58 7,76 7,63 130,7 133,2
100 5|/5|5]|5 20 8,37 | 7,85 8,09 7,82 35,8 39,2

Observagdes: CE50 41 : 23,33 (19,71 — 27,60)

Ensaio 4

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
06/05/2015 14:25 08/05/2015 14:25 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicéo 1:1 (0,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 6,67 | 7,94 7,85 8,16 233 263
15 3/0|0|0 3 7,55 | 7,93 7,81 8,21 206,8 222
20 04|50 9 7,42 | 7,90 7,86 8,23 194,2 202,5
25 0|5|4]|4 13 7,42 | 7,91 7,86 8,21 185,6 191,6
30 4 (143 12 7,46 | 7,89 7,90 8,21 178,3 181,8
40 5(5|5]|5 20 7,51 | 7,90 7,90 8,16 160,9 165,6

Observagdes: CE50 4 : 22,65 (19,96 — 25,69)

Ensaio 5

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
09/06/2015 14:30 11/06/2015 14:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Conds
! 3141 imoveis | PHi| PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,21 | 7,68 7,74 7,81 185,8 223
7,5 0(0|0]|O 0 7,36 | 7,88 7,65 7,82 169,5 196,5
15 2111110 4 7,32 | 7,82 7,73 7,79 159,3 170,2
20 212|134 11 7,41 | 7,79 7,77 7,76 153,4 159,9
25 414|135 16 7,45 | 7,78 7,79 7,65 146,5 152,4
50 5/5|5]|5 20 7,47 | 7,79 7,80 7,66 114,3 121,1

Observagdes: CE50 4g,:19,31 (16,90 — 22,05)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
01/08/2015 10:50 03/08/2015 10:50 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgLl?) | (S.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 6,22 | 6,48 7,22 7,41 192,2 202,6
12,5 0,0|0]O0 0 7,22 | 7,28 8,26 7,74 200,9 208,0
18,75 21001 3 7,31 | 7,40 8,23 7,74 187,2 198,0
25 212141 9 7,34 | 7,46 8,24 7,64 175,7 188,3
37,5 31451 13 7,37 | 7,50 8,28 7,65 158,0 175,8
50 415 |5]|5 19 7,36 | 7,52 8,34 7,79 140,0 164,4

Observacgdes: CE50 41 : 28,56 (25,01 — 33,62)

Ensaio 7

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
01/08/2015 11:00 03/08/2015 11:00 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicéo 1:1 (0,0 kGy) '
31| 4 % de H H OD, OD¢ Cond; Conds
iméveis | P | PT | (mg.LY) | (mg.L™ | (uS.ecm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 6,22 | 6,48 7,22 7,41 192,2 202,6
12,5 112|0]|0 3 7,22 | 7,28 8,26 7,74 200,9 208,0
18,75 1111 4 7,31 | 7,40 8,23 7,74 187,2 198,0
25 4141112 11 7,34 | 7,46 8,24 7,64 175,7 188,3
37,5 5|/5|3|4 18 7,37 | 7,50 8,28 7,65 158,0 175,8
50 4|5]5]|5 19 7,36 | 7,52 8,34 7,79 140,0 164,4

Observacdes: CE5O0 4gh : 24,20 (20,82 — 28,13)

Ensaio 8

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
10/08/2015 11:00 12/08/2015 11:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Conds
! 3141 imoveis | PHi| PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,26 | 7,46 7,64 7,76 210,7 238
12,5 112|120 5 7,34 | 7,60 7,62 7,73 186,3 195,8
18,75 0([1]4]0 5 7,37 | 7,62 7,64 7,69 177,2 183,3
25 213|565 15 7,39 | 7,60 7,66 7,62 169,0 174,1
37,5 213|132 12 7,42 | 7,60 7,66 7,53 152,2 157,2
50 5/5|5]|5 20 7,43 | 7,58 7,68 7,53 134,2 142,8

Observagdes: CE50 41 : 23,63 (19,53 — 28,58)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
19/08/2015 15:00 21/08/2015 15:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (0,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgLl?) | (S.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,04 | 6,53 7,48 7,82 232 240
12,5 0,0|0]O0 0 7,45 | 7,28 7,42 7,62 185,1 184,6
18,75 0,0|0]O0 0 7,46 | 7,30 7,42 7,68 190,3 191,2
25 314|124 13 7,49 | 7,36 7,48 7,56 1711 172,7
37,5 5|/5|5]|5 20 7,50 | 7,38 7,52 7,51 155,4 157,5
50 5|/5|5]|5 20 7,49 | 7,39 7,57 7,59 140,5 1442

Observacdes: CE50 41 : 24,44 (22,70 — 26,32)

Ensaio 10

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
25/08/2015 15:20 27/08/2015 15:20 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicéo 1:1 (0,0 kGy) '
31| 4 % de H H OD, OD¢ Cond; Conds
iméveis | P | PT | (mg.LY) | (mg.L™ | (uS.ecm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 7,73 7,96 7,80 230 245
12,5 1/0|0/|0 1 7,57 | 7,76 7,90 7,69 181,4 179,8
18,75 11121 5 7,60 | 7,78 7,94 7,72 177,4 184,3
25 41|33 11 7,57 | 7,77 7,92 7,61 169,9 178
37,5 4(3]4]|5 16 7,57 | 7,77 7,95 7,61 154,2 156,2
50 5|/5|5]|5 20 7,56 | 7,77 7,97 7,59 139,0 140,7

Observacdes: CE5O0 4gn : 24,63 (21,54 — 28,15)

Ensaios de toxicidade aguda com as soluc¢des preparadas a partir da Diluicédo 1:1

(2,5 kGy)

Ensaio 1

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
09/06/2015 13:44 11/06/2015 13:44 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PR L gty | (mglh) | S.em?) | (uS.cm™)
Controle 0,000 0 7,21 | 7,68 7,74 7,81 185,8 223
12,5 10|00 1 7,28 | 7,76 7,68 7,74 162,9 171,8
20 0/0|0|O 0 7,36 | 7,76 7,55 7,66 153,4 153,1
25 0(0|0]|O 0 7,35 | 7,78 7,50 7,90 146,5 153,0
50 3|/1]3]|5 12 7,30 | 7,80 7,45 7,86 114,4 119,4
100 5|/5|5]|5 20 5,52 | 6,05 7,47 8,01 74,9 834

Observacgdes: CE50 4 : 46,27 (39,50 — 54,21)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
16/06/2015 7:45 18/06/2015 7:45 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
12,5 0,0|0]O0 0 7,64 | 6,91 8,05 7,92 165,9 170,9
20 0,0|0]O0 0 7,61 | 6,97 8,03 7,97 106,7 164,5
30 0|5|0]|5 10 7,61 | 7,02 8,01 7,99 149,8 152,8
40 5/0|5]|5 13 7,62 | 7,06 8,03 7,98 136,7 139,2
50 5|/5|5]|5 20 7,58 | 7,09 8,02 7,98 125,3 128,8

Observagdes: CE50 4y : 31,85 (28,97 — 35,02)

Ensaio 3

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiagao: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
16/06/2015 8:00 18/06/2015 8:00 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
21314 imoveis | PH | PH: (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
20 0/0|0|O 0 7,61 | 6,97 8,03 7,97 106,7 164,5
30 10|53 9 7,61 | 7,02 8,01 7,99 149,8 152,8
40 514|065 14 7,62 | 7,06 8,03 7,98 136,7 139,2
50 5|14 |51 15 7,58 | 7,09 8,02 7,98 125,3 128,8
100 5(5|5]|5 20 5,16 | 5,68 8,07 8,08 84,5 91,2

Observagdes: CE5O0 4gh : 35,88 (34,55 - 40,81)

Ensaio 4

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
23/06/2015 15:00 25/06/2015 15:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
1121314 imoveis | PHi | PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 6,58 7,86 8,46 177,6 196,9
12,5 0(0|0]|O 0 7,82 | 6,82 7,93 8,24 170,9 107,3
25 0/[0]4]0 4 7,58 | 6,87 7,86 8,22 151,6 155,3
37,5 1|/1]5|0 7 7,47 | 6,99 7,86 8,18 134,9 137,0
50 1122 |1 6 7,35 | 7,03 7,86 8,30 120,1 122,1
100 5/5|5]|5 20 5,75 | 5,90 7,76 8,35 80,8 86,4

Observagdes: CE5O0 4gn : 48,27 (41,14 — 56,62)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
23/06/2015 15:10 25/06/2015 15:10 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
3|4 % de H. H ODh; ODs Cond; Conds
iméveis | P | PP mglY) | (mg.L?Y) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,96 | 6,58 7,86 8,46 177,6 196,9
12,5 0,0|0]O0 0 7,82 | 6,82 7,93 8,24 170,9 107,3
25 11100 2 7,58 | 6,87 7,86 8,22 151,6 155,3
37,5 11201 4 7,47 | 6,99 7,86 8,18 134,9 137,0
50 513|144 16 7,35 | 7,03 7,86 8,30 120,1 122,1
100 5|/5|5]|5 20 5,75 | 5,90 7,76 8,35 80,8 86,4

Observacgdes: CE50 41 : 42,18 (37,03 — 48,05)

Ensaio 6

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiagao: 2,5 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
01/07/2015 14:30 03/07/2015 14:30 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,80 | 7,60 7,89 7,51 198,2 195,7
12,5 0/]0]0]O0 0 7,62 | 7,84 8,05 7,50 188 201,6
25 0(0|0]|O 0 7,65 | 7,76 7,91 7,47 174,2 117,6
45 0/]0]0]O0 0 7,63 | 7,74 7,84 7,47 141,3 144,1
55 3|/5|5]|5 18 753 | 7,72 7,79 7,45 130,4 1333,6
100 5(5|5]|5 20 6,61 | 6,14 7,70 7,54 93,0 100,4
Observacdes: CE5O0 4 : 51,78 (49,08 — 54,62)
Ensaio 7
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 2,5 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
07/07/2015 14:25 09/07/2015 14:25 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
1121314 imoveis | PHi | PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,42 | 6,62 8,24 8,11 231 295
12,5 0(0|0]|O 0 6,46 | 7,10 8,25 8,16 187,7 210,1
25 00|32 5 6,61 | 7,24 8,21 8,03 170,7 179,7
37,5 4| 5|4]|5 18 6,65 | 7,27 8,26 7,96 154,2 159,2
50 5/ 5|55 20 6,66 | 7,26 8,36 7,93 135,1 139,4
100 5/5|5]|5 20 5,02 | 5,68 8,86 7,98 89,3 97,4

Observagdes: CE50 4 : 27,63 (24,60 — 31,03)
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Ensaio 8
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 2,5 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
11/08/2015 14:38 13/08/2015 14:38 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,24 | 6,99 7,80 7,87 208,7 231
25 0O|0|1]0 1 7,20 | 7,52 7,561 7,78 169,3 182,9
37,5 55|33 16 7,22 | 7,51 7,49 7,82 153,3 159,9
50 5|/5|5]|5 20 7,06 | 7,47 7,48 7,61 137,7 143,3
75 5|/5|5|5 20 6,68 | 7,34 7,49 7,562 107,5 113,3
100 5|/5|5|5 20 516 | 5,61 7,57 7,79 96,4 106,9

Observagdes: CE50 41 : 32,25 (30,05 — 34,60)

Ensaio 9
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiagao: 2,5 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
01/09/2015 14:55 03/09/2015 14:55 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (2,5 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211,8 291
6,25 0O(0|0]O 0 7,12 | 7,34 8,17 7,71 200,7 227
12,5 0(3|1]0 4 7,29 | 7,58 8,23 7,73 193,8 207,6
25 211010 3 7,32 | 7,60 8,29 7,74 178,4 185,8
37,5 25|43 14 7,30 | 7,59 8,34 7,60 163,3 169,7
50 35|54 17 7,25 | 7,53 8,39 7,60 148,9 152,8

Observacdes: CE50 4 : 31,88 (26,07 — 38,99)

Ensaios de toxicidade aguda com as solugdes preparadas a partir da Diluicdo 1:1
(5,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
24/05/2015 8:00 26/05/2015 8:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicéo 1:1 (5,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1231 4] imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,94 | 7,10 8,16 8,47 224 237
20 0O(0|0]O 0 8,03 | 7,05 8,19 8,46 154,4 166,3
30 0[5|3]|5 13 7,93 | 7,15 8,21 8,43 145,7 148,7
40 55|24 16 7,84 | 7,19 8,24 8,36 133,4 135,8
50 3|/5|5]|5 18 7,73 | 7,21 8,29 8,35 121,5 123,8
60 5(5|5]|5 20 7,62 | 7,10 8,32 8,36 1111 1145

Observacgdes: CE50 4gn : 29,70 (27,11 — 32,53)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
24/05/2015 8:00 26/05/2015 8:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra:

Daphnia similis

Diluicdo 1:1 (5,0 kGy)

Operador: Flavio

1 3|4 % de H. H ODh; ODs Cond; Conds
iméveis | P | PP mglY) | (mg.L?Y) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0] 0| 0] 0 0 704 7,10 | 8,16 8,47 224 237
20 0/1]/0]0 1 8,03 | 7,05 | 8,19 8,46 154.,4 166,3
30 01|44 9 793 | 7,15 | 821 8,43 145,7 148,7
40 25|45 16 784 7,19 | 8,24 8,36 133,4 135,8
50 52|55 17 773 7,21 | 8,29 8,35 121,5 123,8
60 15|55 16 762 | 7,10 | 832 8,36 111,1 114,5

Observagdes: CE50 4 : 31,03 (27,09 — 35,56)

Ensaio 3

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
10/06/2015 13:30 12/06/2015 13:30 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,21 | 7,68 7,74 7,81 185,8 223
7,5 0/]0]0]O0 0 7,14 | 6,88 7,56 - 169,2 -
15 0(0|0]|O 0 7,06 | 7,01 7,62 - 160,8 -
20 0/]0]0]O0 0 7,12 | 7,12 7,51 - 153,5 -
25 0] 0|0 4 4 7,22 | 7,25 7,50 - 141,7 -
50 5/ 5|55 20 6,86 | 7,25 7,53 - 115,9 -
Observagdes: CE50 4 : 32,26 (29,72 — 35,01)
Ensaio 4
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
16/06/2015 14:15 18/06/2015 14:15 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
1121314 imoveis | PHi | PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,65 | 6,50 8,07 7,72 201,2 223
12,5 0(0|0]|O 0 7,03 | 7,07 7,97 7,82 166,8 169,2
30 0[2]0]0 2 7,07 | 7,12 7,95 7,86 149,5 151,6
40 21555 17 7,06 | 7,17 7,95 7,96 137,3 139,6
50 5(5|5]|5 20 7,07 | 7,20 7,95 7,93 122,9 123,6
60 5/ 5]5]5 20 6,99 | 7,20 7,95 7,85 112,3 112,5

Observagdes: CE5O0 4gn : 38,28 (34,57 — 42,39)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
09/06/2015 17:30 11/06/2015 17:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,21 | 7,68 7,74 7,81 185,8 223
15 0,0|11]0 1 7,06 | 6,88 7,62 - 160,8 -
20 0,0|0]O0 0 7,12 | 7,01 7,51 - 153,5 -
25 1/0[0|0 0 7,22 | 7,12 7,50 - 141,7 -
50 414 |10|5 13 6,86 | 7,25 7,53 - 115,9 -
100 5|/5|5]|5 20 5,39 | 5,19 7,53 - 109,6 -

Observacgdes: CE50 41 : 28,28 (25,29 — 31,63)

Ensaio 6

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
01/07/2015 14:20 03/07/2015 14:20 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
21314 imoveis | PH | PH: (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,80 | 7,60 7,89 7,561 198,2 195,7
25 0O|0|1]0 1 7,24 | 6,66 7,83 7,59 183,6 182,8
35 1/0[3|0 4 7,14 | 6,92 7,85 7,56 156,5 157,3
45 113|5]|0 9 7,09 | 7,18 7,83 7,50 140,5 145,1
55 5|/5|5|5 20 6,97 | 7,21 7,78 7,57 128,8 128,3
100 5(5|5]|5 20 539 | 5,19 7,53 7,62 109,6 114,1

Observagdes: CE5O0 4gh : 42,63 (39,24 - 46,30)

Ensaio 7

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
07/07/2015 10:30 09/07/2015 10:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
1121314 imoveis | PHi | PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,42 | 6,62 8,24 8,11 231 295
20 0(3]|]0]O0 3 8,38 | 7,85 8,33 7,99 179,5 180
40 55|25 17 7,67 | 7,78 8,36 7,93 151,9 162
50 55|55 20 7,46 | 7,62 8,38 7,89 137,8 144
60 5(5|5]|5 20 7,20 | 7,58 8,39 7,91 125,4 130,2
100 5/5|5]|5 20 4,86 | 4,34 8,65 7,95 100 101,5

Observagdes: CE50 4gh : 28,28 (25,29 — 31,63)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
18/08/2015 15:00 20/08/2015 15:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,64 | 7,78 7,53 7,77 208,0 309
12,5 0,0|0]O0 0 7,64 | 7,82 7,48 7,71 186,6 256
25 3141|565 13 7,52 | 7,82 7,54 7,66 171,0 207,8
37,5 5|/5|5]|5 20 7,32 | 7,75 7,59 7,57 155,2 181,4
50 5|/5|5]|5 20 7,20 | 7,71 7,67 7,53 139,7 160,6
100 5|/5|5]|5 20 6,05 | 5,77 7,92 7,72 113,7 143,5

Observacgdes: CE50 41 : 34,57 (32,20 — 37,22)

Ensaio 9

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacao: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
01/09/2015 15:12 03/09/2015 15:12 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211.8 291
6,25 0/]0|0]|1 1 7,11 | 7,45 8,27 7,70 199,3 196,6
12,5 0O(0|1]0 1 7,26 | 7,57 8,27 7,72 193,6 198,0
25 41313 11 7,28 | 7,59 8,32 7,68 178,4 184,1
37,5 4 14|24 14 7,24 | 7,50 8,40 7,57 163,7 170,2
50 5(5|5]|5 20 7,18 | 7,51 8,49 7,51 149,3 156,2
Observacdes: CE5O0 4 : 24,68 (21,02 — 28,99)
Ensaio 10
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
01/09/2015 15:20 03/09/2015 15:20 45,0 mg CaCOs.L™ Salto - SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:1 (5,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
1121314 imoveis | PHi | PHr (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0|0 0 7,07 | 7,20 7,85 7,54 211.8 291
6,25 0(0|0]|O 0 7,11 | 7,45 8,27 7,70 199,3 196,6
12,5 0[2]0]0 2 7,26 | 7,57 8,27 7,72 193,6 198,0
25 40|02 6 7,28 | 7,59 8,32 7,68 178,4 184,1
37,5 35|55 18 7,24 | 7,50 8,40 7,57 163,7 170,2
50 5/5|5]|5 20 7,18 | 7,51 8,49 7,51 149,3 156,2

Observagdes: CE50 4 : 25,08 (21,52 — 29,24)
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Ensaios de toxicidade aguda com as soluc¢des preparadas a partir da Dilui¢do 1:10 (0,0 kGy)

Ensaio 1

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiagao: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
27/10/2015 16:30 29/10/2015 16:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (0,0 kGy) :
% de OD; ODx Cond; Cond;
L1231 4] imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| 1 1 7,55 | 6,27 7,40 7,93 173,2 189,0
12,5 1/0[|0/|0 1 7,52 | 6,63 7,38 7,86 1618 168,4
25 313|210 8 7,54 | 6,80 7,38 7,87 149,0 157,2
50 5|5|4]|5 19 7,57 | 6,88 7,36 7,87 126,6 123,2
75 5|/5|5|5 20 7,60 | 6,95 7,47 7,82 87,5 91,0
100 5|5|5]|3 18 7,41 | 6,95 7,02 7,80 56,3 59,7

Observacdes: CE50 4, : 28,17 (23,69 — 33,50)

Ensaio 2

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA - Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicio
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
27/10/2015 16:30 29/10/2015 16:30 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Dilui¢cdo 1:10 (0,0 kGy) :
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PR L mg i) | (mglh) | uS.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0|0 |1 1 7,55 | 6,27 7,40 7,93 173,2 189,0
12,5 0(0|0]|O 0 7,52 | 6,63 7,38 7,86 1618 168,4
25 03|41 8 7,54 | 6,80 7,38 7,87 149,0 157,2
50 5(4|5]|5 19 7,57 | 6,88 7,36 7,87 126,6 123,2
75 54|53 17 7,60 | 6,95 7,47 7,82 87,5 91,0
100 5(5|5]|5 20 7,41 | 6,95 7,02 7,80 56,3 59,7

Observagdes: CE50 4 : 29,69 (24,93 — 35,35)

Ensaio 3

ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 0,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicao
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
16/12/2015 14:00 18/12/2015 14:00 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: s
Daphnia similis Diluic&o 1:10 (0,0 kGy) Operador: Flavio
% de Obh; ODs Cond; Conds
1203040 imeveis | PP PR gty | (mol®) | @S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0O |0 |0 | O 0 7,20 | 7,15 7,12 7,58 180,5 202
3,125 0(0|0]|0O 0 7,71 | 6,67 7,20 7,66 185,7 202,2
6,25 0O0(0|0]|O0 0 7,74 | 6,82 7,18 7,63 173,7 193,8
12,5 11001 2 7,76 | 6,92 7,20 7,68 165,3 171,8
25 4 12|42 12 7,77 | 7,00 7,25 7,60 152,1 157,7
50 5]15]5]|5 20 7,78 | 7,03 7,37 7,63 128,3 134,7

Observagdes: CE50 4, : 21,76 (18,21 — 26,01)
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Ensaio 4
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
19/01/2016 14:17 21/01/2016 14:17 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (0,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0|0 |1 1 7,21 | 7,53 7,59 7,68 185,5 204,6
12,5 1111 4 7,56 | 6,98 7,70 7,70 164,5 174,9
25 312|265 12 7,63 | 7,02 7,79 7,71 141,3 148,9
37,5 5(5|4]5 19 7,66 | 7,50 7,67 7,73 153,9 160,6
50 5|/5|5|5 20 7,65 | 7,15 7,73 7,76 129,0 136,8
100 5|/5|5|5 20 7,72 | 7,08 8,22 7,75 73,3 85,0

Observagdes: CE50 41 : 20,62 (16,65 — 25,54)

Ensaio 5
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacao: 0,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
20/01/2016 8:20 22/01/2016 8:20 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (0,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0|0 |1 1 7,21 | 7,53 7,59 7,68 185,5 204,6
12,5 1|12 |0 4 7,56 | 6,98 7,70 7,70 164,5 1749
25 414|121 11 7,63 | 7,02 7,79 7,71 141,3 148,9
37,5 5(5|5]|5 20 7,66 | 7,50 7,67 7,73 153,9 160,6
50 5(5|5]|5 20 7,65 | 7,15 7,73 7,76 129,0 136,8
100 5(5|5]|5 20 7,72 | 7,08 8,22 7,75 73,3 85,0

Observacgdes: CE50 4gn: 21,41 (17,26 — 26,55)

Ensaios de toxicidade aguda com as solu¢des preparadas a partir da Diluicdo 1:10
(5,0 kGy)

Ensaio 1
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
17/11/2015 14:15 19/11/2015 14:15 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (5,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1203 040 imoveis | PP | PR L gty | (mglh) | S.em?) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 6,44 | 7,97 7,33 7,38 187,6 195,8
12,5 0/0|0|O 0 8,10 | 8,04 7,11 8,04 172,4 193,0
25 0/0|0|O 0 7,96 | 8,02 7,12 8,02 153,1 163,6
50 20|02 4 7,95 | 8,05 7,13 8,05 126,2 132,3
75 0/3|0|4 7 8,14 | 8,07 7,03 8,07 101,0 106,2
100 5|5|5|5 20 6,69 | 6,27 6,91 6,27 105,2 106,8

Observacgdes: CE50 4y : 68,73 (60,78 — 77,72)




Ensaio 2
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
16/12/2015 14:15 18/12/2015 14:15 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (5,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
L1231 4] imoveis | PP | PP | mgl?) | (mgl?) | (uS.em™) | (uS.cm?)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,20 | 7,15 7,12 7,58 180,5 202
25 0/0|0|O 0 7,75 | 7,03 7,29 7,55 149,4 159,3
50 0/0|0|O 0 751 7,15 7,41 7,561 127,7 173,6
75 oO(1]1]0 2 7,26 | 6,97 7,68 7,69 100,2 107,5
87,5 5|5 |42 16 6,29 | 5,71 7,82 7,58 99 106,8
100 5|/5|5|5 20 4,40 | 4,56 8,09 7,75 107,9 117,5
Observacgdes: CE5O0 4 : 81,07 (77,47 — 84,85)
Ensaio 3
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacdo:5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da 4gua: Manancial:
24/11/2015 13:45 24/11/2015 13:45 45,0 mg CaCO,.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (5,0 kGy) '
% de OD; OD¢ Cond; Condi
L1213 14) imoveis | PHi | PHr (mg.L" | (mg.L™") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 0| 0| O 0 7,80 | 6,91 7,39 7,67 183,9 199,1
25 0/0|0|O 0 7,74 | 7,07 7,45 7,562 152,4 155,9
50 02|00 2 7,75 | 7,13 7,65 7,61 125,3 130,3
75 0/0|0|O 0 7,70 | 7,16 7,93 7,68 97,0 102,9
87,5 0O|1|0|0 1 7,14 | 6,84 8,12 7,66 87,9 90,7
100 5(5|5]|5 20 6,47 | 5,73 8,30 7,69 92,8 90,7
Observacdes: CE5O0 4 : 89,10 (83,77 —94,77)
Ensaio 4
ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis Dose de radiacéo: 5,0 kGy
Inicio Término Agua de diluicéo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
19/01/2015 8:50 21/01/2015 8:50 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (5,0 kGy) :
% de OD; ODx¢ Cond; Condi
2131 %] imoveis | PH | PH: (mg.L™) | (mg.L") | (uS.cm™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 1|0 |1 2 7,21 | 7,53 7,59 7,68 185,5 204,6
25 0(0|0]|O 0 7,24 | 7,63 7,72 7,72 156,5 162,7
50 11121 5 7,10 | 7,65 7,83 7,77 131,9 155,4
75 5|13|5|4 17 6,84 | 7,31 7,94 7,80 104,3 109,6
87,5 5(5|5]|5 20 6,35 | 6,05 8,04 7,80 97,0 101,9
100 5/5|5]|5 20 5,08 | 4,67 8,20 7,82 103,9 110,3

Observagdes: CE50 4, : 57,01 (57,01 — 63,65)
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ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA — Daphnia similis

Dose de radiacéo: 5,0 kGy

Inicio Término Agua de diluicdo
Data: Hora: Data: Hora: Dureza da agua: Manancial:
20/01/2015 8:36 22/01/2015 8:36 45,0 mg CaCOs.L™ Salto — SP
Organismo-teste: Amostra: Operador: Flavio
Daphnia similis Diluicdo 1:10 (5,0 kGy) '
% de ODh; ODs Cond; Conds
21314 imoveis | PP PR g Yy | (mgLY) | (uS.em™) | (uS.cm™)
Controle | 0| 1|0 |1 2 7,21 | 7,53 7,59 7,68 185,5 204,6
25 0,0|0]O0 0 7,24 | 7,63 7,72 7,72 156,5 162,7
50 11441 10 7,10 | 7,65 7,83 7,77 131,9 155,4
75 5|/5|5]|5 20 6,84 | 7,31 7,94 7,80 104,3 109,6
87,5 513|5]|5 17 6,35 | 6,05 8,04 7,80 97,0 101,9
100 5|/5|5]|5 20 5,08 | 4,67 8,20 7,82 103,9 110,3

Observacgdes: CE50 4 : 24,81 (42,93 — 55,50)
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