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RESUMO

PINHEIRO, F. R. Avaliacao dos efeitos téxicos do tratamento de efluente
doméstico por reator de leito fluidificado enriquecido com o anti-inflamatério
diclofenaco em invertebrados aquaticos. 2021. 147p. Dissertacao

(Mestrado) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos,
2021.

A avaliacao da toxicidade de efluentes é um relevante indicador da qualidade de tratamento
de esgotos domésticos. O esgoto gerado nos centros urbanos ¢é fonte de concentrada
contaminacao ambiental e veiculo de substancias utilizadas ou metabolizada pelo ser
humano, entre elas, o anti-inflamatério Diclofenaco (DCF). Nesse trabalho, bioensaios
foram aplicados na avaliacdo da eficiéncia do tratamento de efluentes domésticos por
Reator Anaerdbio de Leito Fluidificado, bem como na investigacao da toxicidade do
DCEF. Os invertebrados aquaticos Chironomus sancticaroli, Allonais inaequalis, Pristina
longiseta e Ceriodaphnia silvestrii foram submetidos a amostras de afluente e efluente
de diferentes configuragdes de operagao do reator, em gradientes de diluigdes (de 100%
a 0,1%), para avaliacao do efeito agudo nos quatro organismos e croénico para o inseto
C. sancticaroli. Os mesmos bioensaios foram realizados com o DCF em concentragoes
ambientais e extrapoladas (100mg/L a 100 pg/L). A maior redugao de toxicidade para A.
inaequalis e P. longiseta foi observada na Fase I (13,00 e 8,33%, respectivamente). J& para
C. sancticaroli e C. silvestrii a maior reducao da toxicidade ocorreu na Fase II e Fase 111
(19,46 e 22,91%, respectivamente). Em exposi¢oes cronicas, o aumento proporcional de
afluente e efluente induziu maiores danos ao desenvolvimento larval e deformidades no
mentos de C. sancticaroli. O DCF apresentou toxicidade (CE5g e CLsg) para C. sancticaroli,
A. inaequalis, P. longiseta e C. silvestrii em escala de mg/L (1,35; 68,41; 47,49; 26,43,
respectivamente). Em exposigao subletal ao DCF, o C. sancticaroli sofreu alteragdes no
comprimento larval e na formacao dentédria, com o aumento da concentragao. Por meio
dos resultados é possivel perceber melhor qualidade de tratamentos para maiores TDHs e
probabilidade de maior fonte de toxicidade atuante no sedimento da amostra. Os efeitos
deletérios observados no ensaio com o diclofenaco, confirmam a necessidade de mapeamento

desse farmaco bem como o desenvolvimento de tecnologias que o remova dos efluentes.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Esgoto doméstico. Remogao de Toxicidade. AINEs.






ABSTRACT

PINHEIRO, F. R. Evaluation of the toxic effects of the treatment of domestic
effluent by a fluidized bed reactor enriched with the anti-inflammatory
diclofenac in aquatic macroinvertebrates. 2021. 147p. Dissertacao

(Mestrado) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos,
2021.

The evaluation of the toxicity of effluents is an important indicator of the quality of treat-
ment of domestic sewage. Effluents generated in urban centers is a source of concentrated
environmental contamination and a vehicle for substances used or metabolized by humans,
including the anti-inflammatory drug Diclofenac (DCF). In this work, the evaluation of
the efficiency of the treatment of domestic effluents by Anaerobic Fluidized Bed Reactor,
as well as the investigation of the toxicity of DCF alone, was carried out through bioassays.
The aquatic invertebrates Chironomus sancticaroli, Allonais inaequalis, Pristina longiseta
and Ceriodaphnia silvestrii were submitted to influent and efluent samples of different
reactor operation configurations, in dilution gradients (from 100% to 0.1%), to evaluate
the acute effect. in the four organisms and chronic for the insect C. sancticaroli. The
same bioassays were performed with DCF at ambient and extrapolated concentrations
(100mg/L to 100 pg/L). The greatest reduction in toxicity for A. inaequalis and P. longiseta
was observed in Phase I (13.00 and 8.33%, respectively). As for C. sancticaroli and C.
silvestrii, the greatest reduction in toxicity occurred in Phase Il and Phase III (19.46
and 22.91%, respectively). In chronic exposures, the proportional increase in influent and
effluent induced greater damage to larval development and deformities in the chin of
C. sancticaroli. DCF showed toxicity (ECso and LCsq) for C. sancticaroli, A. inaequalis,
P. longiseta and C. silvestrii in mg/L scale (1.35; 68.41; 47.49; 26.43, respectively). In
sublethal exposure to DCF, C. sancticaroli underwent changes in larval length and tooth
formation, with increasing concentration. The results indicate better quality of treatments
for higher TDHs and the probability of a greater source of toxicity acting on the sample’s
sediment. The deleterious effects observed in the trial with diclofenac confirm the need for

mapping this drug as well as the development of technologies to remove it from effluents.

Keywords: Sewage ecotoxicology. Toxicity Removal. NSAIDs.
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1 INTRODUCAO

O crescente consumo hidrico nas diversas atividades humanas, gera alteragao nas
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas da agua, tornando-a foco concentrado de
contaminagao, potencial veiculo de transmissdao de doencas (MARA, 2013) e forte agente
téxico para a biota aquatica (MAGDEBURG; STALTER; OEHLMANN, 2012; SILVA
et al., 2021a). Ainda que as técnicas de tratamento de efluentes estejam em constante
progresso, o efluente descartado pelas estagoes de tratamento de esgotos pode permanecer
com caracteristicas toxicas a comunidade aquatica (MARZIO et al., 2005; RA et al.,
2008; MAGDEBURG et al., 2014). Longe de ser uma perturbagao de repercussao apenas
local, devido ao reuso indireto do esgoto e a processos de bioacumulagao e biomagnifica-

¢ao, os compostos recalcitrantes dos efluentes domésticos continuam disponiveis para a

contaminacao humana e ambiental (CREWS; GORE, 2011).

Os farmacos, amplamente detectados em aguas residuarias (COUTO; LANGE;
AMARAL, 2019), sao potenciais agentes téxicos do meio aquético devido & sua concepgao
ser desenvolvida para alcancar alta eficiéncia em pequenas doses (SANTOS et al., 2010).
Dentre os farmacos presentes no esgoto doméstico o diclofenaco (DCF), um anti-inflamatério
nao esteroidais (AINE‘s), é largamente prescrito por médicos e ministrado em hospitais,
chegando a apresentar concentragoes de 836ug/L em efluentes (ASHFAQ et al., 2017) e
116ug/L em aguas superficiais (HANIF et al., 2020). Os efeitos deletérios do DCF & biota
aquética sdo conhecidos internacionalmente no meio cientifico (LONAPPAN et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2018; MATEJCZYK et al., 2020), o conhecimento da repercussao dessa
toxicidade nos corpos hidricos tropicais e em escala local é importante no estabelecimento
de limites aceitaveis em cada regiao e estimular tecnologias de tratamento que reduzam

essas concentragoes.

Novas tecnologias de tratamento vém sendo estudadas com a finalidade de tornar
possivel a eficiéncia de tratamento a substancias especificas, como os farmacos e outras
substéncias recalcitrantes (RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017). Nesse contexto, o reator
de leito fluidificado é uma alternativa tecnolégica de remocgao de compostos persistentes
(CRUZ—MORAT() et al., 2013; ANDRADE et al., 2017), alternando-se tempos de detencao
hidraulico, substratos e composi¢oes que melhor se adequem aos objetivos do tratamento.
Um importante pardmetro a ser considerado na selecao das melhores configuracoes de
tratamento ¢ a toxicidade final do efluente, uma vez que a remocao de determinados
compostos possa exigir a adicdo de métodos ou substancias que tornem o efluente ainda
mais toxico (KLAMERTH et al., 2010; RIZZO, 2011; MAGDEBURG et al., 2014), nao

justificando a alternativa selecionada.

Os organismos utilizados em testes ecotoxicoldgicos sao dos mais variados habitats
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e niveis tréficos, como plantas, algas, vertebrados e invertebrados (BERTHET, 2015).
O grupo dos invertebrados aquaticos se caracterizam por uma ampla biodiversidade e
variabilidade taxondmica, possuem papel fundamental no equilibrio da cadeia tréfica e
sao de conhecido acervo cientifico sobre seu comportamento, fisiologia e variacdo genética
(CHAUMOT et al., 2014), tornando-os organismos de boa representatividade na avaliagdo
de impactos a biota. Considerando-se a climatografia tipica da regido de Sao Carlos (SP) e
a importante fungdo ecolégica dos invertebrados, quatro espécies foram selecionadas como
organismos-teste na avaliacao de impactos de efluentes do RALF nos corpos receptores
e da presenca do fairmaco diclofenaco em concentracoes letais e subletais. Os resultados
visam promover conhecimento sobre a eficiéncia na remocao de agentes toxicos através
do RALF e a importancia da remocao de substancias, como o DCF, para a mitigacao de
impactos ambientais.

Esta pesquisa contribui para o desenvolvimento do Projeto Tematico FAPESP n®

2015/06246-7, “Aplicacdo do Conceito de Biorrefinaria a Estagoes de Tratamento Bioldgico
de Aguas Residuérias: O Controle da Poluicdo Ambiental Aliado & Recuperacio de Matéria
e Energia”, desenvolvido em parceria com Laboratério de Processos Biolégicos (LPB) da
Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC) e o Laboratério de Ecologia e Ambientes
Aquéticos (LEAA) da mesma escola, afim de gerar equilibrio entre sele¢do de alternativas

de tratamento de esgoto e melhoria da qualidade de vida de e organismos aquéaticos.



27

2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1

2.2

Hipoteses

Hipétese 1: O Reator Leito Fluidificado (RALF), em escala piloto, possibilita diferen-
tes eficiéncias na reducao de toxicidade a biota aquatica, com relagdo aos efluentes

domésticos, para cada configuragao de teste aplicada;

Hipétese 2: O anti-inflamatério Diclofenaco (DCF) apresenta efeito adverso a biota

aquatica em concentragoes encontradas no meio ambiente.

Objetivo geral

Avaliar a toxicidade aguda e cronica do afluente e efluente do RALF utilizando

quatro invertebrados aquaticos, em diversas fases de operagao do reator, e realizar esses

mesmos ensaios utilizando o farmaco Diclofenaco isoladamente.

2.2.1 Objetivos especificos

Avaliar os potenciais danos a sobrevivéncia dos invertebrados aquaticos Chironomus
sancticaroli, Allonais inaequalis, Pristina longiseta e Ceriodaphnia silvestrii em
diferentes fases e dilui¢coes de afluente e efluente do RALF, em curto periodo de

exposicao;

Identificar concentragoes letais do farmaco Diclofenaco de Potéassio nos invertebra-
dos aquaticos Chironomus sancticaroli, Allonais inaequalis, Pristina longiseta e

Ceriodaphnia silvestrii, em curto periodo de exposicao;

Avaliar potenciais modificagoes no comprimento larval e deformidades bucais das
larvas do inseto Chironomus sancticaroli quando expostas ao efluente e afluente do

RALF, em diferentes diluicdes de uma fase, em longo periodo de exposicao;

Avaliar potenciais modificagbes no comprimento larval e deformidades bucais das
larvas do inseto Chironomus sancticaroli quando expostas a diferentes gradientes de

concentracao de Diclofenaco, em longo periodo de exposicao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é a ciéncia desenvolvida para compreender os efeitos dos agentes
naturais e antropicos nas comunidades e seus representantes (NEWMAN, 2019; ZHOU
et al., 2018). E cientificamente reconhecido que as respostas biolégicas sdo melhores
ferramentas para prever o comportamento dos estressores em relagdo aos ecossistemas,
aliadas a andlises fisicas e quimicas (ZAGHLOUL et al., 2020).

A ecotoxicologia tem raiz na toxicologia, seus primeiros registros documentados em
1816 quando pesquisou-se os efeitos adversos de substancias toxicas em insetos aquaticos
(JR; JR, 1993). O termo ecotoxicolgia foi oficialmente registrado em 1969 pelo toxicologista
René Truhaut (TRUHAUT, 1977) como o estudo dos efeitos de substancias, naturais ou
sintéticas, em organismos vivos de diversos niveis tréficos, desde entao ela vem ganhando re-
conhecimento no meio cientifico como uma importante ferramenta de biomonitoramento da
qualidade do meio ambiente de estudo (AMIARD-TRIQUET; AMIARD; MOUNEYRAC,
2015; HADER, 2018).

3.1.1 Fundamentos da ecotoxicologia aquatica

Na ecotoxicologia aquatica sao estudadas as iteragoes entre o meio aquoso ou
seu sedimento e os organismos desse habitat, uma vez compreendido que os ecossistemas
aquéticos sao os principais pontos de destinagao de contaminagao antropogénica (AMIARD-
TRIQUET; AMIARD; MOUNEYRAC, 2015). Costa et al. (2008) afirma que as andlises
quimicas em corpos hidricos sao importantes na identificacao e quantificacao das substancias
toxicas enquanto os testes de toxicidade sdo importantes na avaliacao do efeito dessas
substancias em sistemas bioldgicos. A ecotoxicologia aquatica, portanto, surge como um
novo parametro de avaliagao da qualidade das aguas, sendo inserido como exigéncia
ambiental de érgaos internacionais e nacionais e permitindo inferéncias sobre impactos

ecossitémicos (MAGALHAES; FILHO et al., 2008).

A ecotoxicologia estuda um apanhado de respostas de niveis moleculares e genéticas
a comunitarias e até ecossistémicas através de diferentes metodologias, a fim de compreender
as reagoes especificas dos organismos a agentes téxicos ou as alteracdes no contexto de
todo o habitat (FATH, 2018). Ao longo dos tltimos anos de atuagdo, essa ciéncia avangou
na investigacao de respostas bioldgicas cada vez mais detalhadas, sendo a mortalidade a
resposta base para a verificagao de efeitos extremos de agentes toxicos em curtos periodos
de exposicao para a populacao de uma espécie e um resultado muito utilizado no Brasil

(KRULL; BARROS, 2012) . As respostas obtidas em ensaios com populagoes podem ser
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de curta ou longa duracao.

A partir das observagoes de curta duragao, avalia-se a letalidade dos agentes tdxicos
sendo possivel calcular as concentracoes ou proporgoes de substancias que causam a morte
ou imobilidade a 50% da populagdo submetida a teste (CE5y ou CLsg), bem como a
Concentragao de Efeito Nao Observado (CENO), que corresponde a maior concentragao
avaliada no estudo que nao apresenta nenhum efeito deletério ao organismo exposto ou
ainda a Concentracao de Efeito Observado (CEO), que seria a menor concentra¢ao na
qual algum efeito deletério foi identificado (ZAGATTO; BERTOLETTI et al., 2008). As
respostas obtidas em ensaios de longa duragao com populacoes sdo mais variadas, podendo
ser repostas de alteracao na reproducgao, no comportamento, mutagoes, deformidades,
atraso ou aceleracao nos processos bioldgicos entre outros (ROSENBAUM, 2015). Os tipos
de respostas dependem da espécie submetida a teste, por isso, um maior niimero de espécie
de diferentes habitats e niveis tréficos dao informacado mais completa sobre os efeitos das

substancias para a biota aquatica.

3.1.2  Selecao de organismos-teste

Os organismos aquaticos utilizados em testes ecotoxicologicos sao dos mais variados
habitats e niveis tréficos, como plantas, algas, invertebrados e vertebrados (BERTHET,
2015). A sele¢ao do organismo a ser avaliado precisa levar em consideragao a sua relevancia
ecolbgica e/ou sua correspondéncia com a especifica hipétese levantada, a metodologia
aplicada deve apresentar a forma de cultivo, a fonte de captura dos individuos além dos

detalhes observados principalmente no tratamento controle (HANSON et al., 2017).

O grupo dos invertebrados aquaticos se caracterizam por uma ampla biodiversidade,
grande variabilidade taxonomica, possuem papel fundamental no equilibrio da cadeia tréofica
e sao de conhecido acervo cientifico sobre seu comportamento, fisiologia e variacao genética
(CHAUMOT et al., 2014). O largo uso desse grupo como organismo-teste em bioensaios é
fundamentado na sua abrangente distribui¢do ao redor do mundo, sensibilidade a poluentes,
custo-beneficio de manutengao e cultivo acessiveis e alta taxa de reprodugao (CATTANEO
et al., 2009), ademais, para a aplicagdao desses organismos em testes de toxicidade no Brasil
nao é exigida aprovacao do comité de ética (OLIVEIRA; GOLDIM, 2014), o que facilita

sua utilizacdo no pafis.

Dependendo da funcao do organismo no meio aquatico, esse organismo pode ser mais
ou menos sensivel a determinado contaminante presente no meio aquético (CASTILLO;
VILA; NEILD, 2000; BARAN; TARNAWSKI, 2015). Para organismos filtrantes (p.e.
Daphnia magna, Ceriodaphnia silvestrii, etc.), normalmente substancias volateis, solidos
suspensos e outros contaminantes em maior concentracao na coluna d’agua sdo mais

toxicos e, se presentes na composi¢ao do efluente, podem elevar a toxicidade da amostra
total (HYNE R. V., 1993; CHERRY et al., 2005; ZOCCHI; SOMMARUGA, 2019). J&
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organismos de habitat bentdnicos (p.e. Chironomus spp., Pristina longiseta, etc.) costumam
ser mais sensiveis a substancias de maior densidade que agua e sélidos sedimentaveis, como
¢ o caso de alguns dos metais pesados e do lodo gerado em processos de tratamento e
decantados no sedimento (ANTUNES et al., 2007; SIZMUR et al., 2019; STEYN et al.,
2019). Devido a essas diferentes respostas, mesmo de organismos do mesmo nivel tréfico,
¢ importante para a avaliacao mais detalhada de toxicidade de substancias com mais de

uma espécie de habitos diferentes.

3.1.3 Representantes locais da biota aquatica

Além das vantagens no uso de invertebrados aquaticos em bioensaios supracitadas, a
selecao de espécies para testes deve levar e consideracao a ocorréncia local do agente toxico
estudado. Diferentes climatologias, pressoes atmosféricas e regime pluviométrico podem
alterar a diversidade da cadeia tréfica nos diversos biomas ao redor do mundo (HELMUTH
et al., 2010; IBANEZ et al., 2018; GILLESPIE; RODERICK, 2014), selecionar uma espécie
que seja naturalmente presente na regiao estudada subsidia uma anélise real dos riscos da
persisténcia de contaminantes nos corpos receptores locais. Entre as culturas mantidas
no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA) da Escola de Engenharia
de Sao Carlos (EESC-USP), estao quatro invertebrados representantes da biota aquatica
Sao Carlense, sao eles o microcrustaceo Ceriodaphnia silvestrii, os Oligoquetos Allonais
inaequalis e Pristina longiseta e o inseto Chironomus sancticroli. Algumas caracteristicas

e aplicagdes na ecotoxicologia sao abordadas nos tépicos subsequentes.

3.1.3.1 Ceriodaphnia silvestrii

Os microscrustaceos aquaticos sao o grupo de organismos-teste mais antigos e am-
plamente utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos ao redor do mundo (MOUNT; NORBERG,
1984) e demonstram alta sensibilidade a agentes téxicos (GUTIERREZ; GAGNETEN;
PAGGI, 2012; SILVA et al., 2020a). Ceriodaphnia silvestrii (Daday, 1902) é um microcrus-
taceo representante dos ecossistemas de agua doce brasileiros, padronizado para testes de
toxicidade cronica pela Associacio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT - ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2016), o que o coloca como organismo-teste
muito utilizado no Brasil e indicado para a avaliacao de impactos ambientais em alguns
6rgaos ambientais do estado de Sao Paulo (BERTOLETTI, 2008).

A espécie C. silvestrii foi primeiramente descrita pelo pesquisador Daday em 1902,
é uma espécie de facil diferenciacao entre as demais espécies da mesma familia devido a
estrutura cervical acentuada, olhos ocupando quase toda a parte anterior da cabega e uma
garra com um pecten (FONSECA; ROCHA, 2004), um exemplar apresentado por Abreu
et al. (2010) pode ser observado na Figura 1.

Ceriodaphnia silvestrii apresenta larga distribuicdo geografica ao longo da América
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Figura 1 — Representagdo microscopica de C. silvestrii

Fonte: Abreu et al. (2010)

do Sul, encontrada facilmente em ambientes com maior concentracao de matéria organica,
grande abundancia, facilidade no cultivo, curto ciclo de vida, em torno de 29 dias, e rapida
e numerosa reproducao assexuada, formando clones com baixa diferenciacao genética
(FONSECA; ROCHA, 2004) que sao dependentes de fatores como a disponibilidade de
alimento e parametros fisico-quimicos do ambiente (ROSE; WARNE; LIM, 2000). As duas
ultimas caracteristicas conferem a esse organismo a possibilidade de obtencao de respostas
em testes de toxicidade cronica em menor tempo, se comparado a outros individuos da
familia Daphnidae, como a cladocera Daphnia magna (BRENNAN et al., 2006; ABNT -
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017)).

Nos tltimos anos, algumas pesquisas vem utilizando C' silvestrii em ensaios de
toxicidade aguda, aplicando-se os mesmos principios do teste com outras claddceras e
observaram boa sensibilidade do organismo a contaminagao aquatica (MOREIRA et al.,
2014; MANSANO et al., 2018a; SILVA et al., 2020b). Essa sensibilidade pode estar relaci-
onada ao hébito alimentar de filtracdo da agua, que expoe esse organismo a contaminacao
de particulas em suspensao e outras susbtancias mais presentes na coluna d’agua, como
j& exposto em topicos anteriores (subsecao 3.1.2). Enquanto consumidor primaério, os
organimos planctonicos como a cladocera C. silvestrii tem papel estratégico na ciclagem de
nutrientes, bem como em processos de bioconcentragao e biomagnificagao de contaminantes
para organismos de niveis tréficos superiores (TAO et al., 2017), por esta razao o estudo
dos efeitos da poluigao antropica nesse grupo é de importancia vital na previsao do impacto

da persisténcia de substancias téxicas no meio aquatico.
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3.1.3.2 Allonais inaequalis e Pristina longiseta

As oligoquetas aquaticas sao organismos de abundante presenca nos ambientes
lénticos e l6ticos, sdo comumente encontradas associadas a raizes e folhas de plantas
quéticas, sedimento e locais de maior disponibilidade de alimento (ALVES; GORNTI,
2007; GORNI; ALVES, 2008). A familia dos Naididae, no qual ambos os vermes Allonais
inaequalis (Stephenson, 1911) e Pristina longiseta (Ehrenberg, 1828) estao inseridos, sao
diferenciados dos demais grupos dos oligochaeta, pela vida mais ativa, vivendo numa regiao
superficial do sedimento, com alguns representantes de natacao livre na coluna d’agua,
todos os organismos posuem mecanismos de reproducao assexuada por fissao partadmica, e
em alguns casos, reproducao sexuada com 6rgaos reprodutores em regioes mais anteriores

do seu comprimento se comparado a outras familias (ERSEUS, 2005).

A. inaequalis é uma das espécies de Naididae que possuem mecanismos de natagao
bem desenvolvido (FELIPE et al., 2020), o que permite maior abrangéncia na captura
de alimeto, propagacao no ambiente, e contato com particulas e iteragoes biolégicas do
habitat bentdnico e da coluna d’agua. Os organismos dessa espécie sao hermafroditas,
possuem tamanhos que variam de 3 a 9 mm (37 a 85 segmentos), sem pigmentacao em
seu tecido externo e nem olhos (ERSEUS, 2005; CORBI; GORNI; CORREA, 2015), o
registro fotgrafico da espécie foi fieta por (CORBI; GORNI; CORREA, 2015) pode ser

observado na Figura 2.

Pristina longiseta é uma espécie da familia Naididae que quase nao possui natacgao
livre, sendo registrada predominantemente no habitat bentonico (CASTRO et al., 2020).
O comprimento dos idividuos dessa espécie variam de 2 a 4 mm (ZATTARA; BELY, 2011),
sendo portanto menores que a espécie A. Inaequalis, associadas a essa caracteristica, a
menor movimentagao natacional, a pigmentacao avermelhada no tecido externo, mais
evidente nos organismos com mais idade (OZPOLAT et al., 2016), marcam a diferenga
entre as duas espécies em observagoes com microscopio estereoscopio. Essa espécie possui
reproducao sexuada e assexuada, por fissdo, o que é mais comum no cultivo laboratorial
de populacoes de Pristina longiseta (OZPOLAT et al., 2016). O registro do organismo

geral é apresentado na Figura 3.

A aplicacao da espécie A. Inaequalis em ensaios ecotoxicoldgicos do meio liquido
vem ganhando mais ressonancia no Brasil nos ultimos anos em especial, pela contribuicao
do Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA) e parceiros (CORBI; GORNI;
CORREA, 2015; ROCHA et al., 2018; CASTRO et al., 2020). O utilizacao de P. Longiseta
como organismo-teste na ecotoxicologia aquatica foi sugerido por Smith et al. (1991)
primeiramente, e recentemente atualizado em estudos realizados no LEAA, apresentando
satisfatoria sensibilidade a susbténcias de referéncia utilizadas internacionalmente (CAS-
TRO et al., 2020). Esses macroinvertebrados sao importantes bioindicadores de efeitos

adversos a agentes toxicos, por sua posi¢ao na cadeia tréfica, sensibilidade a contaminan-
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Figura 2 — Registro microscépico da espécie Allonais inaequalis a)Visao geral de um
individuo; b) prostomium; ¢) cerdas dorsais.

Fonte: Corbi, Gorni e Correa (2015)

tes especificos e certa tolerdncia a poluicao, até por serem comumente encontrados em

ambientes eutrofizados (CASTRO et al., 2020; FELIPE et al., 2020).

3.1.3.3  Chironomus sancticaroli

A familia Chironomidae é a mais comum habitante dos ambientes aquaticos de
agua doce, sendo encontrada em todos os continentes do mundo, de regioes de clima quente
a regides glaciais (FERRINGTON;, 2007). As larvas de Chironomidae se alimentam de
matéria organica, bactérias e outras particulas em suspensao disponiveis ao seu entorno
(BEGHELLI et al., 2018; TRIVINHO-STRIXINO, 2011). Segundo Porinchu e MacDonald
(2003), esse grupo de insetos possui posigao chave na cadeia tréfica das comunidades (entre
produtores primérios e consumidores secundérios) e sua capsula cefdlica composta de

quitina permite boa preservacao morfologica e facilidade de detecgao nos sedimentos.

O inseto Chironomus sancticaroli (Strixino e Strixino,1981) tem ciclo de vida
holometabolo, passando por fase ogivera, larval e de pupa, em meio aquatico, e posterior
emergéncia de adultos alados, que se reproduzem e ovopositam na agua, fechando seu ciclo
(TRIVINHO-STRIXINO, 1980), conforme ilustrado na Figura 4. Larvas de Chironomussp.

sao comumente observadas de ambientes eutréficos a ambientes oligotréficos, sendo re-
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Figura 3 — Registro microscépico da espécie Pristina longiseta a)Visao deral do individuo;
b) Cerdas ventrais; c¢) cerdas aciculares unicispides e cerdas capilares serrilhadas

Fonte: Castro et al. (2020)

portada sua presenga em estagoes de tratamento de esgoto (QUINTANA et al., 2018) e
corpos receptores impactados por efluentes domésticos (POSSETTI, 2015) demonstrando

sua resisténcia a impactos ambientais.

O invertebrado bentonico de agua doce C. sancticaroli vem sendo utilizado am-
plamente como organismo-teste em ensaios ecotoxicolégicos nos ultimos anos (MORAIS
et al., 2014; RICHARDI et al., 2015; PALACIO-CORTES et al., 2017; BERNEGOSSI
et al., 2019; PINTO et al., 2021b; ALBUQUERQUE et al., 2021). A selegao desse orga-
nismo se justifica, entre outras razoes, pela sensibilidade e niimero de respostas expressas
ao ser exposto a contaminantes ou amostras ambientais, como perda de variabilidade
genética (COLOMBO-CORBI et al., 2017), alteracao na atividade enzimética (REBECHI-
BAGGIO et al., 2016) ou redugao da fecundidade potencial medida pelo comprimento das
asas (TRIVINHO-STRIXINO, 1980), além de outras varidveis observadas comumente em
organismos dessa familia (YOUBI et al., 2020).
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Figura 4 — Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli

Female

Fonte: Corbi, Gorni e Correa (2015)

3.2 Poluicao por efluentes
3.2.1 Efluentes e sua dispersao

A producao e dispersao de efluentes, sejam ele de origem industrial ou doméstica, é
uma preocupacao interncional em paises de todos os niveis sociais, uma vez que estima-se
que 80% das dguas residudrias no mundo retornam aos corpos hidricos sem nenhuma
forma de remocio de agentes téxicos (ONU - ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS,
2020). Através de processos de reutilizacao, percolagao, lixiviagdo e consumo indireto de
agua, ¢ esperado que essa contaminacgao alcance as aguas de abastecimentos e retornem
para o acesso facil e corriqueiro da sociedade, causando varios tipos de infecgoes e doencgas
de veiculagao hidrica (REHMAN; KHAN; MUHAMMAD, 2020; PARUCH; PARUCH;
SeRHEIM, 2020; PITTER et al., 2020).

No Brasil, esse cenario é exposto por pesquisas realizadas pela Agéncia Nacional
das Aguas (ANA), que revelam que dos 9,1 toneladas de esgoto gerados diariamente no
pais cerca de 18,7% é coletado sem direcionamento para tratmento, e cerca de 26,4% nao
é nem coletado, sendo langados diretamente nos corpos hidricos, o que representa cerca de
45% do esgoto (4,1 ton) in natura sdo despejados todos os dias em rios e mares brasileiros
(ANA - AGENCIA NACIONAL DAS AGUAS, 2017). Por essa razdo, e confirmando os

resultados obtidos por Mushtaq et al. (2020), a poluigao por efluentes, principalmente os
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domeésticos, esta entre a mais recorrente fonte de degradacao da qualidade ambiental.

Como consequéncia dessa degradacao da qualidade da dgua, existe um crescente
aumento na demanda de investimentos em processos cada vez mais avancados de tratamento
para o abastecimento publico (SANTANA; ZHANG; MIHELCIC, 2014; GHERNAOUT,
2017; LIU et al., 2017a) que ainda enfetram obstaculos na implanta¢ao de tecnologias
efetivas para a remocao total de substancias recalcitrantes, principalmente para localidades
subdesenvolvidas (DOSU et al., 2021; MURRAY et al., 2020; SIWILA; BRINK, 2020).
Outro custo atrelado a degadacao ambiental causada pela poluicdo por efluentes é o
investimento publico em programas de satde direcionados para o atendimento de pacientes
acometidos por doencas de veiculacao hidrica ou ainda milhares de mortes ocasioanadas pela
falta de saneamento (WATSON, 2006; SIQUEIRA et al., 2017; GOVENDER; BARNES;
PIEPER, 2011).

A heterogeneidade e flutuacao na composicao dos esgotos sanitarios leva a uma
dificuldade na definicao de um tratamento ideal, sendo caracteristico de cada regiao ou
cidade no Brasil, de acordo com as caracteristicas do seu esgoto e qualidade do corpo
receptor, discutir a tecnologia de tratamento mais adequada (BRASIL, 2011). De qualquer
forma, a complexidade da constituicao dos esgotos domésticos, com misturas de compostos
derivados de dejetos humanos, infiltracdo de escoamentos pluvial, conexoes indiretas,
residuos liquidos hospitalares, farmacos, lavagem de oficinas, laboratoérios, restaurantes,
entre outros fazem dessa amostra uma concentrada fonte de prejuizos a fauna e flora
aquética (MARZIO et al., 2005; RA et al., 2008; MAGDEBURG; STALTER; OEHLMANN;
2012).

Varias caracterizacoes dos compostos presentes nos esgotos realizadas ao longo
dos anos indicam a presenca de intimeras substancias, como metais pesados, nutrientes,
microrganismos, matéria organica e inorganica, assim como materiais radioativos e micro-
poluentes emergentes de varias fontes (GROSS, 2005; HENZE; COMEAU, 2008; GOGOI
et al., 2018; OUDA et al., 2020). O tratamento visando a diminuigao da toxicidade dos
efluentes é o primeiro passo na mitigacao dos impactos antrépicos sobre o meio ambiente

e consequentemente, na melhoria da qualidade de vida humana.

3.2.2 Tecnologias de tratamento de efluentes e seus enfoques

As operagoes de tratamento de efluentes ocorrem através de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, que sao organizados, seja simultaneamente numa mesma etapa, seja
intercambiada, com a finalidade de remover poluentes especificos, como carga organica,
nutrientes e sélidos suspensos e dissolvidos (METCALF; EDDY; TCHOBANOGLOUS,
1991). No entanto, um novo enfoque tem sido levantado para a melhoria na retengao de

alguns contaminantes emergentes, como metais pesados, hormonios, surfactantes, farmacos

entre outros (ACERO et al., 2010; AVISAR et al., 2010; CHO; HUANG; SCHWAB, 2011;
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MELO-GUIMARAES et al., 2013).

Entre tecnologias investigadas para a remocao de novos contaminantes destaca-se
o estudo de tecnologias de mudanca de fase do contaminante, tratamentos biologicos e
processos oxidativos avangados (RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017). Em processos
bioldgicos, de funcionamento aerébio ou anaerébio, é possivel a obtencao de bons resultados
no tratamento de compostos recalcitrantes (ZWIENER; FRIMMEL, 2003; QUINTANA et
al., 2018). Os reatores de lodos ativados foram os mais estudados (CLARA et al., 2005;
ROSAL et al., 2010; GHERNAOUT; ELBOUGHDIRI, 2019), no entanto, ha evidéncias
de um potencial éxito na remocao de farmacos por parte de reatores de leito moével e
fluidificado (JEWELL et al., 2016; LANCHEROS et al., 2019), tornando-o um relevante

objeto de estudo na area de tratamento de contaminantes emergentes.

O reator de leito fluidificado é uma tecnologia de tratamento que utiliza de biomassa
aderida ao meio suporte inerte (leito fluidificado. ex.: areia), que se mantém suspensa
no meio devido ao fluxo ascendente do afluente e do volume recirculado (CAMPOS;
PEREIRA et al., 1999). O tratamento para metabolizar matéria organica, nitratos e outros
compostos se da pela digestao dos microrganismos ligados ao biofilme, que no reator de
leito fluidificado possuem maior area de contato com a massa liquida por que toda a
superficie dos graos esta exposta ao meio aquoso (HICKMAN; DEGENSTEIN; RIBEIRO,
2016).

No Laboratério de Processos Biolégicos (LPB) ja foram estudados diferentes
modelos e configuragdes do RALF, em escala de bancada (FREIRE, 2005; MOTTERAN,
2013), escala aumentada (MACEDO, 2019) e escala piloto (GEROSA, ). Por ultimo,
em parceria com o Servico Autonomo de Agua e Esgoto Sao Carlos (SAAE), um reator
anaer6bio de leito fluidificado (escala piloto) foi estudado na Estacao de Tratamento
de Esgoto de Sao Carlos (ETE Monjolinho) com o efluente doméstico real da cidade
apoOs processos primarios de tratamento, com o objetivo de observar a eficiéncia na
remocao de dois farmacos, Diclofenaco e Ibuprofeno, dentro do projeto FAPESP n°
2015/06246-7, “Aplicacdo do Conceito de Biorrefinaria a Estagoes de Tratamento Bioldgico
de Aguas Residuérias: O Controle da Poluicio Ambiental Aliado & Recuperacio de
Matéria e Energia”, no quais, além da busca da eficiéncia tecnoldgica, busca-se o controle
da contaminagdo ambiental e conhecimento dos impactos dessas tecnologias a comunidade

aquatica.

3.2.3 Normas sobre a toxicidade de efluentes

A ecotoxicologia se faz necessaria na avaliacdo de amostras ambientais quando
se compreende que apenas analises fisico-quimicas nao sao suficientes para estimar o
impacto ambiental de substancias (POMPEO et al., 2015). A avaliacio da toxicidade dos

efluentes, para as normas internacionais, normalmente tem o objetivo de determinar limites



39

de toxicidade permitidos para o despejo de efluentes nos corpos d’agua (LIBRALATO;
ANNAMARIA; FRANCESCO, 2010). Diferentes diretrizes internacionais podem ser
aplicadas na investigagao ecotoxicologicas de despejos residudrias, para avaliar de forma
integral amostras de efluentes, a aplicacdo do Whole Effluent Toxicity (WET) ou avaliagao

da toxicidade total do efluente é uma ferramenta tutil.

O WET foi sugerido pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) com o objetivo de mapear a presenca de agentes tdxicos e controlar a qualidade
aquatica (REGULATIONS, 1991). Nesse método, os ensaios com as amostras de efluentes
brutos, sem modificagdes, sao submetidas a gradientes de diluicado com agua de cultivo, e
os testes de toxicidade utilizando organismos padronizados pela agéncia, sao realizados
sem a determinacao dos constituintes da massa liquida, objetivando a protecao a biota

aquatica.

Concomitantemente ao método do WET, também foi estabelecido pela USEPA
o método que busca a causa da toxicidade em amostras de efluentes, o TIE (Toxicity
Identification Evaluation) ou AIT (Avaliacdo de Identificagao da Toxicidade), (MOUNT,
1988). O TIE tem como principal objetivo a identificacao do(s) composto(s), pardmetro(s)
ou substéncia(s) que causam a toxicidade da amostra. Nesse método é imprescindivel a

identificacdo da composicao amostral para a correta andlise do teste.

O TIE é composto por 3 etapas, uma de caracterizacao, outra de identificacdo e a
ultima de confirmagao (Fases I, II e I1I, respectivamente). Na Fase I investiga-se a natureza
do agente téxico por meio de processos de filtracao, aeracao, adi¢ao de alcoois, sais, acidos
e bases. A toxicidade avaliada no TIE pode ser a toxicidade aguda ou cronica e um teste é
realizado para cada alteragao feita na amostra. A Fase II se caracteriza pela identificacao
dos contaminantes que estdo em concentragdes mais prejudiciais aos organismos testados,
com outra sequéncia de manipulagoes baseando-se nos resultados obtidos na Fase I. Na Fase
IIT os compostos identificados anteriormente sao isolados e expostos aos organismos-teste
para a confirmagao da toxicidade observada nas fases anteriores (NORBERG-KING et al.,
1991).

No ambito nacional a avaliacao de qualidade dos despejos de estacoes de tratamento
de esgoto, a investigagao da toxicidade de efluentes vem sendo um parametro exigido pelos
6rgaos ambientais, principalmente através da Resoluggo CONAMA 430/2011. Essa Lei,
na Secao sobre Condigoes e Padroes de Langamento de Efluentes (Segao II), artigo 18,
define que o efluente nao podera ter acao toxica a nenhum organismo presente no meio
aquatico do corpo receptor, sendo de responsabilidade de érgaos ambientais competentes
o estabelecimento dos limites de toxicidade (BRASIL, 2011).

A Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) ¢é a autoridade
estadual responsavel por estabelecer critérios adicionais para a avaliacao da toxicidade de

efluentes, essa, por sua vez, acatou o sugerido pela Resolugago CONAMA 430/2011 nos
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seguintes termos:

I - para efluentes lancados em corpos receptores de agua doce
Classes 1 e 2, e dguas salinas e salobras Classe 1, a Concentracao
do Efluente no Corpo Receptor (CECR) deve ser menor ou igual &
Concentracao de Efeito Nao Observado (CENO) de pelo menos
dois niveis tréficos [...]; I - para efluentes langados em corpos
receptores de dgua doce Classe 3, e dguas salinas e salobras Classe
2, a Concentragao do Efluente no Corpo Receptor (CECR) deve
ser menor ou igual a concentracdo que nao causa efeito agudo aos
organismos aquéticos de pelo menos dois niveis tréficos |...].§ 5o
Nos corpos de dgua em que as condi¢es e padroes de qualidade
previstos na Resolugdo n® 357, de 2005, ndo incluam restricées de
toxicidade a organismos aquaticos nao se aplicam os paragrafos
anteriores. (BRASIL, 2011).

Por essa determinacao se faz necessério o uso de dilui¢des em diferentes porcentagens
para a verificagdo de concentracoes de efluente permitidos no corpo receptor. As familias,
classes ou espécies de organismos sugeridos pela CETESB sao aqueles de metodologia
estabelecida pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT): Vibrio fischeri,
Daphnia spp., Ceriodaphnia spp., Chlorophyceae e Cyprinidae, correspondendo as NBR
15.411, 12.713, 13.373, 12.648 e 15.088 respectivamente.

3.2.4 Aplicagao dos testes de toxicidade dos efluentes

Os primeiros registros da aplicacao dos testes de toxicidade em amostra de esgoto
foram publicados por Hicks e DeWitt (1971) para avaliar a toxicidade de amostras de
efluentes de fabrica de celulose, marcando os primeiros passos da preocupacao cientifica
com os impactos da contaminagao de efluentes na biota aquatica. Uma vez ressaltado
a necessidade a ecotoxicologia vem sendo utilizada, além de parametro adicional na
avaliacdo de eficiéncia do tratamento, como ferramenta de monitoramento ambiental
(WORKAGEGN et al., 2013; MOLYNEUX; STEC; HULL, 2014; ROUX et al., 2017;
GHOLAMI-BORUJENI; NEJATZADEH-BARANDOZI; AGHDASI, 2018; TUFAIL et al.,
2020).

A Tabela 1 exemplifica algumas aplicacoes dos testes de toxicidade de efluentes para
fins de biomonitoramento ou ferramenta paralela na avaliacido de eficiéncia de tratamento,
com resultados significativos na escolha de tecnologias e estabelecimento de limites de

concentracao de efluentes em corpos receptores para diferentes tipos de efluentes.
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Tabela 1 — Aplicacoes de bioensaios em amostras de eflu-

entes

Tipo Organismo- Efeito obser- Resultado/ Fra- Obje- Referéncia

de eflu- teste vado cao de efeito tivo

ente (%)

Doméstico Tripneustes gra- Fertilizacdo de Lodo ativado eli- BM  Vazquez
tilla ovos minou a toxici- (2013)

dade do efluente

Doméstico Pseudokirchne- Inibicao de den- 50,4% — 86, 6% BM  Naddy et
riella  subcapi- sidade celular al. (2011)
tata (ICq5)

Doméstico Pseudokirchne- Inibicao de =~ 11,7%, 40% e BM  Kusui,
riella crescimento, 66,5%, respectiva- [tatsu e
pitata, reproducdo e mente Jin (2017)
daphnia diubia e ovos fertiliza-

Danio rerio dos (CENO)

Doméstico Lemna minor, Efeitos croni- Surgimento de ET Magdeburg,
Lumbriculus cos: inibicao subprodutos Stalter e
variegatus, de crescimento, toxicos apos Oehlmann
Chironomus reprodugdo e ozonizagao (2012)
riparius e etc.

Daphnia magna
Doméstico Scenedesmus Letalidade, den- Desinfeccao com ET e Zhang et al.
(varios)  obliquus sidade celular, NaClO foi mais t6- BM  (2015)
clorofila-A, es- xica e lodos ativa-
tresse oxidativo dos e reator de ba-
e integridade telada sequencial
da membrana melhoram toxici-
celular dade

Hospitalar Chlorella vulga- Inibidor de cres- Ozonizacao foi a ET Luo et al

Tis cimento melhor tecnogia (2020)

de desinfeccao

(BM): Biomonitoramento

(ET): Eficiéncia de Tecnologia

Continua na proxima pagina
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Tabela 1 — Aplicagoes de bioensaios em amostras de efluentes

Tipo Organismo- Efeito obser- Resultado/ Fra- Obje- Referéncia
de eflu- teste vado cao de efeito tivo
ente (%)
Industrial Photobacterium Letalidade, Bi- 5 das 7 ETEs ETe Yu et al
(7 indus- phosphoreum,  oluminescéncia, apresentaram pi- BM  (2019)
trias) FEuglena gracilis, genotoxicidade ora na toxicidade
Daphnia magna e citotoxicidade pods-tratamento
e Vicia faba em algum para-
metro
Industrial Biofilmes perifi- Diversidade, fo- Melhora progres- ET e Tardy et al.
(farma-  ticos tossintese e ati- siva para cada BM  (2021)
cos) vidade enzima- etapa de trata-
tica mento
Industrial Muytilus gallo- Letalidade 0,255% e altera- ET e Danellakis
(moinho  provincialis (LCs), efeitos ¢ao cronica signifi- BM et al.
de citotdéxicos, cativa nos tecidos (2011)
azeite) oxidativos, a partir da fracao
neurotéxicos e 0,01%
genotoxicos
Industrial Fungos do gé- Crescimento do Toxicidade direta- BM  Ntougias et
(moinho  nero Pleurotus  micélio mente relacionada al. (2013)
de a presenca de fe-
azeite) nois
Industrial Pseudokirchne- Inibicao de =~ 12,5%, 1,25% e BM  Kusui,
(produ-  riella subca- crescimento, 33,3%, respectiva- Itatsu e
tos de pitata, Cerio- reproducdo e mente Jin (2017)
metal) daphnia dibia e ovos fertiliza-
Danio rerio dos (CENO)
Industrial Pseudokirchne- Inibicao de =~ 16%, 12% e 3%, BM  Kusui,
(produ-  riella subca- crescimento, respectivamente Itatsu e
tos pitata, Cerio- reprodugdo e Jin (2017)
quimi- daphnia dibia e ovos fertiliza-
cos) Danio rerio dos (CENO)

(BM): Biomonitoramento
(ET): Eficiéncia de Tecnologia

Continua na prorima pagina
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Tabela 1 — Aplicacoes de bioensaios em amostras de efluentes

Tipo Organismo- Efeito obser- Resultado/ Fra- Obje- Referéncia
de eflu- teste vado cao de efeito tivo
ente (%)
Industrial Oreochromis ni- Letalidade 71,5% (melhoria ET  Workagegn
(téxtil) loticus (LCsp) na toxicidade) et al.
(2013)
Industrial Vibrio qinghai- Bioluminescén- Correlacdo posi- ET e Ma et al
(varias ensis cia tiva entre toxici- BM  (2016)
farma- dade e DQO, soli-
céuticas) dos suspensos, fos-
foro e nitrogénio
Agua Vibrio fischeri  Bioluminescén- O pré-tratamento ET Farinelli et
marinha cia Fenton tradicional al. (2021)
melhor removeu
toxicidade

Fim da tabela

Fonte: Elaborada pelo autor

Estudos em universidades brasileiras de diversos estados também ja foram conduzi-
dos para avaliacao de toxicidade de efluentes, em sua grande parte efluentes industriais
(RUBINGER, 2009; MELO, 2012; ALMEIDA et al., 2013). Na cidade de Sao Carlos o
Laboratoério de Ecologia e Ambientes Aquéticos (LEAA) da Universidade de Sao Paulo
(USP), estudou a influéncia dos efluentes de estagoes de tratamento de esgoto (ISSA, 2019)
e de reatores em teste do Laboratdrio de Processos Bioldgicos (LPB) da mesma instituigao
(FELIPE, 2019), parceria que se mantém com a finalidade de atender, além dos pardmetros

econdmicos e sociais, as demandas ambientais e, portanto, legais.

3.3 Emergéncia de farmacos no meio ambiente

3.3.1 Farmacos e sua dispersao no meio ambiente

A ocorréncia de farmacos em corpos d’Agua vem sendo pesquisada com mais
precisao nos ultimos anos, devido ao avanco na deteccao de compostos em escalas nano-
métricas (FRAM; BELITZ, 2011; KOT-WASIK; JAKIMSKA,; SLIWKA-KASZYNSKA,
2016; NANTABA et al., 2020; O'FLYNN et al., 2021). Esse avango permitiu a ciéncia o
conhecimento da repercussao do uso recorrente e descarte inadequado de drogas no meio

ambiente, e em especial, seu destino final mais comum: as dguas (PEREIRA et al., 2020).
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Presentes em dguas superficiais, subterraneas e na dgua potavel (SATHISHKUMAR
et al., 2020) os farmacos se tornam potenciais agentes téxicos do meio aquético devido a
sua concepcao ser desenvolvida para alta eficiéncia em pequenas doses (SANTOS et al.,
2010), uma vez que doses pequenas geram efeito no metabolismo humano, espera-se que
doses menores ainda dessas concentragoes apresentem efeito deletério para organismos
aquaticos, o que fundamenta a importancia de monitoramento das quantidades desses

compostos no meio hidrico.

Os ativos farmacéuticos mais comuns encontrados em dguas sao os anti-inflamatorios,
analgésicos, remédios antiepilépticas, antidepressivos, remédios hipolipemiantes, beta-
bloqueadores, antiulcerosos, anti-histaminicos e antibiéticos (RIVERA-UTRILLA et al.,
2013). Diversas revisoes ao redor do mundo foram feitas para identificar os farmacos mais
comuns e em maior concentragao em corpos d’agua. A Tabela 2 abaixo, elucida alguns
resultados obtidos na ultima década sobre os grupos e farmacos com maior concentracao

nos corpos hidricos.

Tabela 2 — Grupos e farmacos com maior concentragao

nos corpos hidricos

Grupo Farmaco Tipo de fonte Concentragao Referéncia
maxima
Analgésico/  Paracetamol Agua subterra- 1890 ng/L Fram e Belitz
Antitérmico nea (2011)
Paracetamol Aguas superfici- 38 ng/L Gonzalez-Alonso
ais et al. (2017)
Paracetamol Esgoto 28254,4 ng/L.  Kot-Wasik, Ja-

kimska e Sliwka-
Kaszynska (2016)

Paracetamol Esgoto 48744 ng /L Gonzalez-Alonso
et al. (2017)
Antibiético  Cloranfenicol ~ Aguas superfici- 39,6 ng/L Gopal et al
ais (2021)
Oxitetraciclina  Aguas superfici- 300 ng/L Nantaba et al.
ais (2020)
Sulfadiazina Esgoto 535 ng/L Gonzalez-Alonso
et al. (2017)
Sulfametoxazol Aguas superfici- 5600 ng/L Nantaba et al.
ais (2020)

Continua na prozima pagina
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Tabela 2 — Grupos e farmacos com maior concentracao nos corpos hidricos

Grupo Farmaco Tipo de fonte Concentragao Referéncia
maxima
Sulfametoxazol Aguas superfici- 76,7 ng/L Gopal et al
ais (2021)
Claritromicina Aguas superfici- 20 ng/L Gonzalez-Alonso
ais et al. (2017)
Antiepilético Carbamazepina Agua subterra- 40 ng/L Fram e Belitz
nea (2011)
Carbamazepina Aguas superfici- 72 ng/L Nantaba et al.
ais (2020)
Carbamazepina Esgoto 3217,1 ng/L Kot-Wasik, Ja-
kimska e Sliwka-
Kaszyniska (2016)
Anti- Acido salicilico Esgoto 27014,2 ng/L.  Kot-Wasik, Ja-
inflamatorio kimska e Sliwka-

Diclofenaco

Diclofenaco

Diclofenaco

Diclofenaco

Diclofenaco

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Aguas superfici-
ais
Aguas superfici-
ais
Aguas superfici-
ais

Esgoto

Esgoto

Aguas superfici-
ais
Aguas superfici-
ais
Aguas superfici-
ais

Esgoto

7761 ng/L
160 ng/L
230 ng/L

4001,4 ng/L

15087 ng/L
974 ng/L
780 ng/L
1834 ng/L

10864,0 ng/L

Kaszyniska (2016)
Gonzéalez-Alonso
et al. (2017)

Nantaba et al.

(2020)
Gopal et al.
(2021)
Kot-Wasik, Ja-

kimska e Sliwka-
Kaszynska (2016)
Gonzalez-Alonso
et al. (2017)

Gonzalez-Alonso

et al. (2017)

Nantaba et al.
(2020)
Gopal et al.
(2021)
Kot-Wasik, Ja-

kimska e Sliwka-
Kaszyriska (2016)

Continua na prozima pagina
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Tabela 2 — Grupos e farmacos com maior concentracao nos corpos hidricos

Grupo Farmaco Tipo de fonte Concentragao Referéncia
maxima
Ibuprofeno Esgoto 10053 ng/L Gonzalez-Alonso
et al. (2017)
Beta- Atenolol Aguas superfici- 380 ng/L Nantaba et al.
bloqueador ais (2020)
Estimulante  Cafeina Agua subterrd- 290 ng/L Fram e Belitz
nea (2011)
Cafeina Aguas superfici- 322,89 ng /L Gonzélez-Alonso
ais et al. (2017)
Cafeina Esgoto 22193,8 ng/L.  Kot-Wasik, Ja-

kimska e Sliwka-

Kaszynska (2016)

Cafeina Esgoto 71331 ng/L Gonzalez-Alonso
et al. (2017)

Fim da tabela

Dentre os farmacos presentes nas aguas superficiais, subterraneas e em efluentes a
Tabela 2 realca a presenca de um grupo de farmacos que tem sua presenca identificada em
maiores concentragoes em dguas superficiais, os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINE's).
Dentro desse grupo o diclofenaco, um anti-inflamatério nao esteroidais, foi enquadrado na
watch-list da Unido Europeia como contaminante de preocupagao emergente (TANG et
al., 2020), sua repercussao e efeitos no meio ambiente serd, por isso, melhor detalhada nos

topicos subsequentes.

3.3.2 O anti-inflamatério diclofenaco

O diclofenaco (DCF) é um anti-inflamatério nao esteroidal de comprovada eficiéncia
no tratamento de inflamagdes, febres e dores musculares (GAN, 2010). O DCF foi desen-
volvido para inibir a enzima cicloxigenase um e dois (COX-1 e -2), que é responsavel pelo
processo de sintese de prostaglandina, mediadora de processos inflamatérios (GAN, 2010),
a inibicao da COX-1 tem como uma das consequéncias danos ao trato gastrointestinal
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION;, 2021), outros efeitos
colaterais do uso de Diclofenaco, como danos renais e cardiovasculares, ja foram reportados
(ALTMAN et al., 2015).

O Diclofenaco ¢ um acido monocarboxilico que consiste em acido fenilacético

tendo um grupo (2,6-diclorofenil) amino na posi¢ao 2 (National Center for Biotechnology



47

Information, 2021), possui estrutura quimica composta de moléculas de carbono, hidrogénio,

cloro, nitrogénio e oxigénio com férmula C14H11CI2NO2, massa molecular de 296,2 g/mol
e nimero CAS = 15307-86-5 (NANTABA et al., 2020). O coeficiente de particdo do DCF ¢é

de 13,4, o que indica parcial solubilidade em meio aquoso ou hidrofébico, quando associado

a outras moléculas como o S6dio ou o Potassio assume a forma de sal e influencia no

tempo de absor¢ao do farmaco pelo organismo (ALTMAN et al., 2015). A representagiao

grafica da molécula do Diclofenaco ¢ apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Representagdo molecular do Diclofenaco a) Estrutura quimica em 2D b) Estru-
tura em 3D

a)

b)

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2021)

A presenca do Diclofenaco em corpos hidricos vem sendo monitorada nas ultimas

décadas nos corpos receptores ao redor do mundo, algumas essas pesquisas e revisoes

foram sintetizadas na Tabela 3, em ordem crescente de concentragao detectada.

Tabela 3 — Concentragdo maxima do diclofenaco encon-

trada em corpos hidricos

Tipo de Pais Concentracao Referéncia
fonte maxima
Agua subter- Camardes 518 ng/L Branchet et al. (2019)
ranea
China 522,8 ng/L Lu et al. (2016)
Alemanha 590 ng/L Sacher et al. (2001)
Agua superfi- Uganda 160 ng/L Nantaba et al. (2020)

cial

Continua na proxima pagina
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Tabela 3 — Concentragcio maxima do diclofenaco encontrada em corpos hidricos

Tipo de Pais Concentracao Referéncia

fonte maxima
India 230 ng/L Gopal et al. (2021)
Brasil 364 ng/L Sousa et al. (2018)
Camaroes 419 ng/L Branchet et al. (2019)
China 645 ng/L Peng et al. (2017)
Brasil 785 ng/L Thomas et al. (2014)
Alemanha 1200 ng/L Ternes (1998)
Alemanha 2100 ng/L Schmidt et al. (2018)
Paquistao 4400 ng/L Scheurell et al. (2009)
Peninsula da An- 7761 ng/L Gonzalez-Alonso et al.
tartida (2017)
Nigéria 57160 ng/L Olaitan et al. (2014)
Paquistao 116000 ng/L Hanif et al. (2020)

Drenagem ur- Paquistao 8500 ng/L Scheurell et al. (2009)

bana

Esgoto Franca 486,4 ng/L Togola e Budzinski (2008)
Eslovénia/Croécia 812 ng/L Cesen et al. (2019)
Portugal 1137,5 ng/L Pereira et al. (2016)6
Alemanha 2100 ng/L Ternes (1998)
Pol6nia 4001,4 ng/L Kot-Wasik, Jakimska e

Sliwka-Kaszytiska (2016)

Alemanha 5100 ng/L Stiilten et al. (2008)
Alemanha 6300 ng/L Schmidt et al. (2018)
Peninsula da An- 15087 ng/L Gonzalez-Alonso et al.
tartida (2017)
India 25680 ng,/L Singh et al. (2014)
Paquistao 836000 ng/L Ashfaq et al. (2017)

Fonte: Adaptado e atualizado de Sathishkumar et al. (2020)

Como pode ser observado na Tabela 3, o DCF chega a alcangar concentragdes de 116
ng/L em dguas superficiais e 836 pg/L em efluentes. Conhecido os valores quantitativos da
ocorréncia do DCF nos corpos hidricos, é importante conhecer os efeitos dessas proporcoes

para os organismos aquaticos expostos a essa contaminacao, e s6 assim determinar limites

aceitaveis da presenca dele no meio ambiente.
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3.3.3 Toxicidade do Diclofenaco

Muitos estudos confirmam o efeito téxico do Diclofenaco em organismos aquaticos.
Dentre os efeitos observados, destaca-se o crescimento na atividade cicloxigenase (COX),
estresse oxidativo e queda no nivel de lipidios no mexilhao Perna perna (FONTES et
al., 2018), a deteccao de prostaglandina (indicando a inibigao das atividades de COX)
no mexilhao Mytilus galloprovincialis (COURANT et al., 2018) e queda no nivel de
peroxidacao lipidica em embrioes do Danio rerio, sugerindo indugao do biomarcador de
proteotoxicidade Hsp70 (FEITO; VALCARCEL; CATALA, 2012). Todos esses efeitos
indicam que o mesmo modo de agao do farmaco em humanos é observado em organismos

de estrutura morfolégica divergente.

Os limiares da concentragao de DCF que leva a letalidade de 50% dos organismos
expostos a ele (CLsg ou CEs5q) foram pesquisados nos tltimos anos, e alguns dados foram

compilados na Tabela 4 em ordem decrescente de toxicidade.

Tabela 4 — Toxicidade aguda do diclofenaco aos organis-
mos aquaticos (CL50 e CE50)

Organismo- Grupo Observacoes CLs ou Referéncia

teste CE;5

Danio rerio Peixe Embrioes 5,49 mg/L Praskova et al.
(2011)

Lemna minor Macroéfita 7 dias 7.5 mg/L Cleuvers (2003)

Vibrio fisheri Bactéria 30 min 11,45 mg/L Ferrari et al
(2003)

Ceriodaphnia sil- Crustaceo 48 h 14,59 mg/L Caldas et al.

vestrii (2021)

Daphnia magna Crustdaceo 48 h 18,1 mg/L Du et al. (2016)

Ceriodaphnia di- Crustaceo 48 h 22,7 mg/L Ferrari et al

bia (2003)3

Chironomus Inseto 7 dias, 12 ins- 23 mg/L Gonzago e Ku-

tepperi tar mar (2013)

Ceriodaphnia sil- Crustidceo - 37,9 mg/L Oliveira et al.

vestrii (2018)

Daphnia magna Crustdceo 48 h 39,9 mg/L Haap,  Triebs-
korn e Kohler
(2008)

Daphnia similis Crustaceo 48 h 46 mg/L CASTRO et al.
(2014)

Continua na prozima pagina
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Tabela 4 — Tozicidade aguda do diclofenaco aos organismos aqudticos

Organismo- Grupo Observagoes CLj ou Referéncia

teste CE;xg

Daphnia magna Crustaceo 48 h 68 mg/L Cleuvers (2004)

Desmodesmus Alga - 72 mg/L Cleuvers (2004)

subspicatus

Daphnia magna Crustaceo 48 h 91 mg/L Woermann e Su-
res (2020)

Daphnia magna Crustaceo 48 h 96,6 mg/L Goémez-Olivan et
al. (2014)

Chironomus aprili- Inseto 48 h, 12 instar  105,2 mg/L Matejczyk et al.

nus (2020)

Chironomus ripa- Inseto - 156 mg/L Xie et al. (2020)

rius

Danio rerio Peixe 96h, juvenil 166 mg/L Praskova et al
(2011)

Fim da tabela

Conforme observado na Tabela 4 acima, o DCF apresenta efeito de toxicidade
aguda a 50% dos organismos aquéticos exposto a partir de miligramas por litros, quando o
observado nos corpos receptores, de acordo com o levantamento apresentado na Tabela 3,
sao concentragoes de microgramas por litro. Embora as concentracoes de letalidade nao
sejam comumente detectadas nos corpos hidricos, a mortalidade ¢ uma resposta extrema e
nao ¢ utilizada como limiar de concentracao aceitavel nos corpos receptores pelas agéncias
ambientais europeias (European Community), que estabeleceram a média permitida
anualmente de DCF nos corpos hidricos seria de 100 ng/L, com base em ensaios cronicos
(JOHNSON et al., 2013).

A toxicidade do DCF é dependente do tempo de exposicdo e da concentracao
da substancia no meio teste (DU et al., 2016). Os ensaios de toxicidade aguda sao
em grande parte desenvolvidos em curtos periodos de exposicao e em concentragoes
elevadas do farmaco, como é observado na Tabela 4. No entanto, o observado com maior
frequéncia no meio ambiente sdo concentragdes menores e constantemente disponiveis para
a biota aquatica. Dessa forma, os ensaios de toxicidade cronica também sao relevantes na
compreensao da toxidade do DCF para a comunidade aquética, no que se refere aos efeitos
subletais e a longo prazo. Na Tabela 5 abaixo é apresentado um apanhado de algumas

pesquisas desenvolvidas para identificar os efeitos cronicos do DCEF.
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Tabela 5 — Toxicidade cronica do diclofenaco aos organis-

mos aquaticos

Grupo Organismo- Efeito observado Resultado ob- Referéncia
teste tido
Crustaceo  Daphnia Indugdo de Hsp70 40 mg/L Haap,  Triebs-
magna (CEO) korn e Kohler
(2008)
Crustaceo  Daphnia Letalidade apds 21 2.00 =+ 0.30 Du et al. (2016)
magna dias (CEj) mg/L
Crustaceo  Daphnia Inducao de estresse 9,7 mg/L Gomez-Olivan et
magna oxidativo em 48 h al. (2014)
(CEO)
Crustaceo  Daphnia Letalidade ap6s 21 17,0 mg/L Woermann e Su-
magna dias (CEsp) res (2020)
Crustaceo  Daphnia Indugéo de genes re- A partir de 50 Liu et al. (2017b)
magna lacionados a desin- pug/L
toxicacao e atraso
na reprodug¢ao
Crustaceo  Hyalella Inibicdo de sintese A partir de 10 Fu et al. (2021)
azteca de prostaglandina e pug/L
via de transporte da
carnitina
Crustaceo  Hyalella Estresse oxidativo 46,7 ug/kg Oviedo-Gomez
azteca em 12h de exposi- et al. (2010)
cao
Inseto Chironomus  Diminuicdo na taxa A  partir da Nieto et al
riparius de emergéncia concentragao 34 (2017)
(g/g
Inseto Hydropsyche  Bioacumulacao 12,4 ng/g Buitrago et al.
Spp. em individuos (2015)
coletados nos rios
Macréfita  Azolla  filicu- Impacto na eficién- A partir de 100 Vannini et al.
loides cia fotossintética pg/L (2018)
Macréfita  Lemna min- Impacto na produ- A partir de 20 Alkimin et al.
nor ¢ao de clorofila a e pug/L (2019)

b

Continua na proxima pagina
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Tabela 5 — Toxicidade cronica do diclofenaco aos organismos aqudticos
Grupo Organismo- Efeito observado Resultado ob- Referéncia
teste tido
Mexilhao Dreissena Lesoes genéticas pri- A partir  da Parolini, Binelli
polymorpha marias e danos fixos concentragao e Provini (2011)
ao DNA 60ug/L
Mexilhao Muytilus gallo- Alteracao estrogé- 15 dias de expo- Lonappan et al.
provincialis nica, impactos nos sicao a 250 ng/L  (2016)
tecidos, crescimento
e metabolismo
Mexilhao Perna perna  Estresse oxidativo, 200 ng/L Fontes et al.
danos ao DNA (2018)
no tecido das
branquias
Mexilhao Ruditapes phi- Impactos no desen- 0,5 pug/L Munari et al.
lippinarum volvimento larval (2016)
Microrganis- Biofilme Impactos na estru- 10 e 100 pg/L Lawrence et al.
mos tura da comunidade (2007)
e fungoes
Molusco Lymnaea stag- Inducao de resposta A partir  de Boisseaux et al.
nalis imune concentracoes de  (2017)
100 pug/L
Peixe Cyprinus car- Estresse oxidativo 100 pg/L Nava-Alvarez et
pio em branquias e fi- al. (2014)
gado
Peixe Oncorhynchus Cociente de risco Alto risco ecolé- Hanif et al.
mykiss (RQ) gico na concen- (2020)
tracao detectada
(116 pg/L)
Peixe Salmo trutta f. Dano nos rins, teci- 50 pug/L em 21 Hoeger et al.

fario

dos, branquias e fi-

gado

dias

(2005)

Fim da tabela

Os dados da Tabela 5 apontam para efeitos adversos em organismos aquaticos a

partir de concentragoes de 200 ng/L. Essa concentragao é facilmente detectada em corpos

receptores ao redor do mundo e muito proximo da concentragao detectada nas aguas
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superficiais brasileiras (Tabela 3). Esses dados ressaltam a importancia da investigagao dos
efeitos do DCF em organismos representativos da fauna tropical, em especifico, organismos
normalmente encontrados no Brasil, para a definicdo de limites nacionais permitido de

substancias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo e manutencao das espécies

O cultivo dos organismos Allonais inaequalis, Pristina longiseta, Chironomus
sancticaroli e Ceriodaphnia silvestrii ¢ mantido no Laboratério de Ecologia de Ambientes
Aquaticos (LEAA), Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo sob

as condicoes de cultivo indicadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Condigoes de cultivo mantidas no Laboratério de Ecologia de Ambi-
entes Aquaticos

Condicao Allonais ina- Pristina lon- Ceriodaphnia Chironomus
equalis giseta stlvestrii sancticaroli
Temperatura 23 a 27 °C 23 a 27 °C 23 a 27 °C 23 a 27 °C
Fotoperiodo 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h
escuro escuro escuro escuro
Componentes Areia muflada Areia muflada Agua reconsti- Areia muflada
do meio e agua sem e &agua sem tuida e Aagua sem
cloro cloro cloro
Alimentacdo Tetramin® Tetramin® Aditivo alimen- Tetramin®
tar e suspensao
algicea
Metodologia  Corbi, Gorni e Castro et al. ABNT 2017 OECD 235:
Correa (2015)  (2020) 2011, Fonseca
(1997)

Fonte: Préprio do autor (2021)

O cultivo da espécie Chironomus sancticaroli é realizado conforme adaptagao dos
procedimentos recomendados por Trivinho-Strixino e Strixino (1995) e Fonseca (1997).
Assim, as espécies sao cultivadas sob aeracao constante em bandejas de plastico (38 cm
de comprimento por 33 cm de largura), contendo dgua sem cloro e 0,6 cm de sedimento
previamente tratado (areia fina, 4 horas na mufla a 550 graus). As bandejas sao revestidas
por suporte metalico com redes de plastico, para evitar a perda dos organismos em fase
adulta para o meio exterior (Figura 6a), as larvas sdo alimentadas duas vezes por semana

22,6 = 1 mg de racao para peixe TetraMin® triturada.

O cultivo da espécie Allonais inaequalis é realizado em bandejas de plasticos
(dimensodes 25x30 cm — Figura 6b) utilizando aeragao constante e alimentagao uma vez
por semana com 5 + 1 mg de racao de peixe TetraMin® triturada. O meio é mantido
com agua sem cloro e aproximadamente 0,6 cm de sedimento passado na mufla seguindo

recomendagoes de Corbi et al. (2015). O cultivo de Pristina longiseta se mantém em
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recipientes plasticos redondos de 500 ml, envoltos por papel toalha para o impedimento de
entrada excessiva de luminosidade (Figura 6d) devido a espécie ter melhor adaptagdo em
ambientes mais escuros (CASTRO et al., 2020). Os recipientes sdo constituidos da mesma
areia tratada (areia fina, 4 horas na mufla a 550 graus), preenchidos com agua livre de

cloro, deixando-se o espago de 3 centimetro da borda e mantidos a aeracao constante.

O cultivo de Ceriodaphnia silvestrii é feito em béqueres de vidro de 1 litros (cerca
de 80 organismos por béquer) e coberto com plastico filme para impedir a entrada de
outros organismos no béquer (Figura 6¢). O meio de cultivo é trocado trés vezes por
semana e é composto por dgua reconstituida, de 20 mL/L de solugao de sulfato de calcio
dihidratado em agua deionizada e 10 mL/L da solugao de cloreto de potdssio, bicarbonato
de sédio e sulfato de magnésio heptahidratado em agua deionizada, conforme a norma
técnica NBR 13373 (ABNT - ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
2017). Para suplementagao dos organismos sao adicionadas a vitamina Sera Fishtamin® (1
gota a cada 2 L de dgua reconstituida). A alimentacao do cultivo é realizada a cada troca
do meio e consiste em suspensao algicea de Raphidocelis subcapitata (3x10-5 células.m/L)
e aditivo alimentar (1 mL/L). O aditivo alimentar é constituido de 50 mL de solugao
fermentada (0,25 g de fermento biolégico a cada 50 mL de dgua deionizada) e 50 mL de

solugao de racgao de peixe (5 g de diluidos em um litro de dgua deionizada.

Figura 6 — Cultivos mantidos no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquéaticos; a)
Chironomus sancticaroli; b) Allonais inaequalis; ¢) Ceriodaphnia silvestrii; d)
Pristina longiseta

Fonte: Acervo pessoal (2021)
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4.2 Testes de sensibilidade

Com a finalidade de avaliar a satide dos organismos, o seu potencial em apresentar

respostas constantes e ainda verificar a estabilidade de determinado lote de individuos,

bioensaios com substancias de referéncia foram aplicados periodicamente, em paralelo com

os bioensaios da pesquisa, seguindo o formato apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 — Composicao e parametros utilizados para a realizacao dos testes de

sensibilidade
Condicao Allonais ina- Pristina lon- Ceriodaphnia Chironomus
equalis giseta stlvestrii sancticaroli
Substancia de KCI KCl NaCl KCl
referéncia
Volume 100 mL 60 mL 30 mL 250 mL
Sedimento 10 g 10 g - 50 g
(areia muflada)
Quantidade de 6 6 10  neonatos 6 larvas III ou
organismos com menos de IV instar
24h de vida
Exposicao 96 h 48 h 48 h 96 h
Ntmero de ré- 3 3 2 3
plicas
Temperatura 23 a 27 °C 23 a 27 °C 23 a 27 °C 23 a 27 °C
Fotoperiodo 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h
escuro escuro escuro escuro
Alimentacéo 2 mg apenas no 2 mg apenas no - 2 mg apenas no
inicio inicio inicio
Resposta Mortalidade Mortalidade Imobilidade Mortalidade
Metodologia Corbi, Gorni e Castro et al. ABNT NBR OECD 235:
Correa (2015)  (2020) 12713:2016 2011, Fonseca
(1997)

Fonte: Préprio do autor (2021)

As concentragdes de KCL utilizados para Chironomus sancticaroli e Allonais

inaequalis sdo de 0 (controle - apenas dgua sem cloro e alimento) e de 2 a 10 g/L. Para P.
longiseta o gradiente de concentragoes usando o KCL foi de 0 (controle), 0,75 a 2,5 g/L.
Para C. silvestrii o gradiente de concentracgoes utilizado no teste de sensibilidade vai de
0 (controle), 0,25 a 3 g/L de NaCl. As substancias de referéncia sdo preparadas no dia

anterior ao teste e armazenadas em frascos ambar a temperatura entre 5°C e 10°C.

Os valores de sobrevivéncia obtidos para cada organismo foram transformados em

valores de CLj5o e plotados em grafico que indica o limite de sensibilidade do organismo
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a presenca de substancias de referéncia ja registrado em carta-controle estabelecida pelo
LEAA em anos anteriores. Ressalta-se que a carta-controle dos organismos C. silvestrii e

P. longiseta ainda estao em processo de estabelecimento.

4.3 Testes de toxicidade aguda

Os bioensaios de toxicidade aguda foram aplicados utilizando os organismos Allonais
inaequalis, Pristina longiseta, Chironomus sancticaroli e Ceriodaphnia Silvestrii para avaliar
a o nivel de letalidade das amostras-alvo de pesquisa para os respectivos organismos. Os

detalhes da composicao dos testes estao apresentados na Tabela 8 para cada espécie.

Tabela 8 — Composicao e parametros utilizados para a realizacao dos testes de
toxicidade aguda

Condicao Allonais ina- Pristina lon- Ceriodaphnia Chironomus
equalis giseta stlvestrii sancticaroli
N° de organis- 6 6 10  neonatos 6 larvas III ou
mos por réplica com menos de IV instar
24h de vida
Tempo de ex- 96 h 48 h 48 h 96 h
posicao
Temperatura 25 + 2°C 25 + 2°C 25 + 2°C 25 + 2°C
Sedimento 10 g 10 g - 50 g
(areia muflada)
Volume de 70 mL 60 mL 30 mL 200 mL
solugdo-teste
Volume do bé- 100 ml 100 ml 50 ml 500 ml
quer
Alimentacao 2 mg apenasno 2 mg apenas no - 2 mg apenas no
inicio inicio inicio
Fotoperiodo 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h 12 h luz/12 h
escuro escuro escuro escuro
Resposta Sobrevivéncia  Sobrevivéncia  Mobilidade Sobrevivéncia
Numero de ré- 3 3 3 3

plicas

Ntumero de tra- 10 diluicbes + 10 diluicoes + 10 diluigoes + 10 diluigbes +

tamentos controle controle controle controle
Metodologia Corbi, Gorni e Castro et al. ABNT NBR OECD 235:
Correa (2015)  (2020) 12713:2016 2011, Fonseca
(1997)

Fonte: Proprio do autor (2021)

O volume das solugoes-teste para os organismos A. inaequalis, P. longiseta e C.
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sancticaroli foram adaptados para que houvesse um aproveitamento de amostra e fosse
evitado a geracao de volume de descartes. Ao final da montagem de cada teste os béqueres
foram cobertos com plastico filme para que nao houvesse interferéncia do meio nas amostras,
para Chironomus sancticaroli foram colocados tela de tule para evitar a saida dos adultos
em caso de emergéncia. Todos os organismos foram selecionados seguindo os critérios
sugeridos nas metodologias com cautela na retirada e colocagao dos organismos em meio-
teste, para que fosse evitado niveis elevados de estresse aos animais, com pipetas Pasteur
de vidro ou de plastico, liberando os individuos abaixo do nivel da agua. O esquema de

montagem do teste pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 — Esquema de montagem de teste de toxicidade aguda

Solugao-teste @ il OD Solugdo-teste

200 ml/70ml/6oml 30 ml "Jﬁ
i /'/ 6 individuos
. _ 10 individuos
-
S
Sediment Racéo
edimento -
50 2/ 108 2+ 0,5 mg

Fonte: Acervo pessoal (2021)

Ao término da montagem do teste, os pardmetros pH, condutividade elétrica e
oxigénio dissolvido foram medidos com sonda multipardmetros da marca AKSO modelo
AKS88 em duas réplicas, o mesmo procedimento foi observado ao final do teste. Concluidos
o tempo de teste para cada espécie, os béqueres foram removidos e os organismos foram
contados. Quando necessario, se utilizou o microscépio estereoscépio para a melhor visuali-
zacao dos individuos, eles foram registrados e o remanescente de material (areia e meio
de teste) foram armazenados para posterior descarte, caso fosse necessario. Na Figura 8,

observa-se os registros fotograficos dos testes realizados com os 4 invertebrados aquaticos.

4.4 Testes de toxicidade cronica

Para avaliar os efeitos subletais das amostras-alvo o organismo C. sancticaroli foi

selecionada devido a sua multiplicidade em repostas, facilidade de manutencao e realizagao
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Figura 8 — Testes de toxicidadde aguda realizados com os organismos-teste a) Chironomus
sancticaroli; b) Pristina longiseta; ¢) Allonais inaequalis; d) Ceriodaphnia
silvestrii.

Fonte: Acervo pessoal (2021)

de testes, além da frequente presenca nos corpos receptores de Sao Carlos. No teste de
toxicidade de longa duragao para a espécie Chironomus sancticaroli, as preparacoes e
condigoes metodoldgicas seguiram as premissas estabelecidas por Bernegossi et al. (2019),

conforme indicado na Tabela 9.

Os béqueres foram envolvidos com tecido tule liso em sua abertura superior, atados
com elastico latex, para o acoplamento das mangueiras de aeracao, para evitar a possivel
fuga de individuos emergidos, conforme pode ser observado na Figura 9. A alimentacao foi

realizada com quantidade de 2 mg de racao para peixes TetraMin® e aeracdo constante.

Apés completadas as 240h de teste todas as larvas foram fixadas em alcool iso-
propilico, para a medi¢ao do comprimento das larvas, que foram posteriormente alocadas
em lamina de vidro com papel milimetrado posicionado atras da lamina e fotografadas
utilizando dispositivo eletronico pessoal, conforme o apresentado na Figura 10ac. Apds

o registro fotografico dos individuos, as medidas de cada organismo foram identificadas
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Tabela 9 — Composicao e parametros utilizados para a realizacao dos testes de toxici-
dade cronica.

Condigao Chironomus sancticaroli
N® de organismos por réplica 20 larvas de 1° instar
Tempo de exposicao 240h
Temperatura 25 + 2°C
Sedimento (areia muflada) 60 g
Volume de solugao-teste 500 mL
Volume do béquer 1000 ml
Alimentacao 2 mg apenas no inicio
Fotoperiodo 12 h luz/12 h escuro
Resposta Sobrevivéncia, comprimento larval e deformidades bucais
Ntumero de réplicas 1 (20 individuos)
Numero de tratamentos 10 diluigdes + controle
Metodologia Bernegossi et al. (2019)

Fonte: Préprio do autor (2021)

Figura 9 — Teste de toxicidadde cronica utilizando o inseto aquatico Chironomus sancti-
caroli

Fonte: Acervo pessoal (2021)

através do software IMAGEJ, os organismos foram posteriormente alocados em placa de

petri para a remocao das capsulas cefdlica com o auxilio de um microscopio estereoscépio.

Apoés a remocao das capsulas cefalicas, elas foram fixadas em laminas com meio de
Hoyer com o lado central da capsula posicionado para cima. Com auxilio de microscopio
6ptico modelo Nikon ECLIPSE E200 (Figura 10c) e do software TSView, imagens foram
registradas (Figura 10b) e foram avaliadas eventuais deformidades bucais dos individuos. A

identificagdo de deformidades foi determinada comparando-se os resultados de deformidade
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Figura 10 — Ferramentas e registros obtidos por meio do teste de toxicidadde cronica
realizado utilizando o inseto aquatico Chironomus sancticaroli; a) larvas
coletadas para a medi¢do de comprimento; b) capsula cefdlica observada em
microscépio e ¢) Microscopio utilizado com cdmera conectada a computador

Fonte: Acervo pessoal (2021)

mandibular de varios trabalhos (AL-SHAMI et al., 2010; BENEBERU; MENGISTOU,
2015) em especial o levantamento, e modelo de tabela, feito por Pinto et al. (2021a),
que avaliaram 5 tipos de deformidades em lavas de Chironomus sancticaroli expostos a
pesticidas, que sao o vao de Kéehn (ou espago entre os dentes), auséncia de dente, dentes

sobrando, sem dentes e dentes degastados, com exemplos identificados na Figura 11.

4.5 Substancias-teste
4.5.1 Afluente e Efluente do RALF

O Reator de Leito Fluidificado (RALF) em escala piloto foi instalado na Estagao
de Tratamento de Aguas Residuais de Sao Carlos (ETE Monjolinho), e foi um dos projetos
de pesquisa desenvolvidos pelo Laboratério de Processos Biolégicos (LPB) englobados pelo
projeto tematico FAPESP n® 2015/06246-7, ele foi operado e estudado pela doutoranda

Luciana Pirete entre o periodo de margo de 2020 até margo de 2021.

Os resultados obtidos para a eficiéncia de remc¢ao de matéria organica, remocao de
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Figura 11 — Deformidades mais comuns encontradas no mentos de lavas de Chironomus
sancticaroli; a) configuragdo normal; b) Vao de Kéehn; c) dentes extras; d)
auséncia de dente; e) Sem dentes e f) dentes desgastados

Fonte: Pinto et al. (2021a)

farmacos, bem como o detalhamento técnico serao disponibilizados em breve no banco
de teses da USP através do trabalho escrito pela mesma. O objetivo principal do RALF
foi avaliar a sua eficiéncia, em diferentes tempos de detengao hidraulica (TDH), com
co-substrato, na remoc¢ao de Nitrato e dos farmacos diclofenaco (DCF) e ibuprofeno
(IBU). Para esse proposito, adicionou-se uma injecao inicial desses farmacos (100ug/L
de diclofenaco e 150ug/L de ibuprofeno) e de Nitrato (180 mg/L), para a garantia de
quantidade minima de substancia para o tratamento. O reator foi operado em 3 fases, com
o etanol como co-substrato (100 mg/L) e na Fase III a injecao de nitrato foi retirada. Os
tempos de detengao hidraulica testados (TDH) serao 18h, 12h e 18h novamente, conforme
indicado na Tabela 10.

Em cada fase de operacgao do reator foram feitas analises de DQO, alcalinidade, pH,
Acidos Voléteis Totais e concentracio de farmacos, sendo diariamente avaliados o DQO,
pH e nitrato, dados estes que serao publicados posteriormente pela pesquisadora citada
anteriormente. O reator foi considerado estavel quando a matéria organica se manteve
constante num espago de tempo de 5 dias, s6 entao a amostra foi coletada, num volume
aproximado de 4 litros de afluente e efluente em garrafas plasticas para a realizacao dos

testes de toxicidade.
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Tabela 10 — Operacao e configuragao do RALF

Fase Operacdo TDH Fdrmacos Aditivos

Adaptagdo Mar/20 a - - -
Jul/20

1 Jul/20  a 18h 100ug/L DCF 100 mg/L etanol e 180
Set /20 150pg/L IBU mg/L Nitrato

I1 Out/20 a 12h 100pg/L DCF 100 mg/L etanol e 180
Jan/21 150ug/L IBU mg/L Nitrato

III Jan/21 a 18h 100pg/L DCF 100 mg/L etanol
Mar/21 150pg/L IBU

Fonte: Préprio do autor (2021)

Na fase I, para o desenvolvimento do teste cronico com Chironomus sancticaroli,
uma segunda amostra do efluente foi coletada ainda na fase estabilizada do reator. O
afluente considerado neste trabalho é referente ao esgoto doméstico bruto municipal apos
tratamento preliminar (retirada de materiais grosseiros e desarenagao) e o efluente referente
a amostra liquida pés-tratamento do RALF. O desenho esquematico do reator e seus
pontos de coleta estao expressos na Figura 12 e o reator em imagem real instalado na
ETE na Figura 13.

Figura 12 — Desenho esquematico do RALF e pontos de coleta
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Fonte: Gerosa (2016)



65

Figura 13 — Registro fotografico do RALF instalado na estacao de tratamento

Fonte: Préprio do autor (2021)

O armazenamento da amostra foi feito em refrigerador a temperaturas abaixo de
10°C por até 48 h. Em casos em que nao houve a possibilidade de realizacdo de ensaios
com algum dos organismos assim que a amostra foi coletada, optou-se pelo armazenamento

em refrigerador a temperaturas abaixo de -10°C por um periodo maximo de 60 dias,
perfodo recomendado pela ABNT NBR 15469 (ABNT - ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE NORMAS TECNICAS, 2007).

Para os testes de toxicidade de curta duracao foram usadas as dilui¢oes estabelecidas
por BERTOLETTI (2008), que variaram de 100% a 6% de fragao de efluente ou afluente
por tratamento. As fragoes estimadas para o ensaio de longa duracao foram baseadas nos
resultados dos testes de curta duracao realizados com o RALF, com base nesses resultados
optou-se por utilizar 5 fracoes, que variam de 12% a 0,1%. A fracao 0,1% foi selecionada
baseando-se nos célculos utilizando a equacao de Streeter Phelps com a vazao real do
efluente que sai da ETE Monjolinho e a vazao real do rio monjolinho no ponto de despejo,
conforme apresentado detalhadamente por Felipe (2019). O quadro resumo contendo as

dilui¢oes aplicadas se encontram na Tabela 11.

Tabela 11 — Fracoes de afluente e efluente aplicadas nos testes

Teste curta dura- Controle 100% 50% 25% 12% 6%
cao

Teste longa dura- Controle 12% 6% 3% 1% 0,1%
cao

Fonte: Préprio do autor (2021)
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Todas as dilui¢oes foram realizadas em balao volumétrico com o triplo do volume de
cada réplica com o objetivo de criar réplicas o mais exatas possiveis. O meio teste utilizado
para os organismos A. inaequalis, P. longiseta e C. sancticaroli foram montados da mesma
maneira, para tanto, o balao volumétrico de 1 litro foi suficiente para a montagem de todas
as réplicas das 3 espécies evitando-se o desperdicio de material. A imagem do gradiente

visivel da presenca de afluente e efluente do esgoto pode ser observado na Figura 14.

Figura 14 — Exemplar de diluigbes aplicadas para a) afluente ao reator e b)efluente do
reator

Fonte: Proprio do autor (2021)

Por ltimo, a Figura 15 apresenta o resumo esquematico dos ensaios realizados
com as amostras de efluente e afluente do RAIF com os tipos de teste, as respostas buscas

e os objetivos de cada etapa.
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Figura 15 — Resumo esquematico da abordagem metodoldgica utilizando amostras do

RALF
i [ RALF ]
P [ Teste curta- ] [ Teste longa- ] i E
b duragdo duragéo Tipo de testes ! |
a ] I 1 L
b [ Afluente ][ Efluente ] [ Afluente ] Efluente o
o Amostras b
| Diferenca | E i
! i [ ECs0/LCso ]—[ ECs0/LCso ] Comprimento de larva; i ;
P Deformidades bucais. b
b C. sancticaroll, i ;
b C. silvestril bl
P ;"_J_'ongrserq C. sancticaroli, Respostas! !
o - Inaequals buscadas -
R s s HES P
N i
- Remogéo da Pl
i : Toxicidade ) Impactos ambientais da E ;
i i ) presenca de efluente : i
P Comparagdo nos corpos receptores P
o entre Fases . Pl
o — Objetivos | |

Fonte: Proprio do autor (2021)

4.5.2 Diclofenaco de Potéassio

O Diclofenaco de Potassio em p6 foi adquirido em farméacia de manipulacao na
cidade de Araraquara (Sao Paulo, BR), com pureza para consumo humano. A soluc¢ao
estoque (1,0 gDCF/L - nominal) foi preparada com 500 mL de dgua deionizada e 500mg
de DCF, que foi conservado em frascos ambar de 100mL (Figura 16) em temperatura entre

4 e 10 °C por um periodo de 4 meses (periodo de realizagdo dos testes necessarios.

As concentragdes de partida para o melhor enquadramento do teste foram tomadas
com base na revisao de literatura (Tabela 3) e nas concentracoes utilizadas na entrada
do RALF (100ug/L), foram estabelecidas entre 20 mg/L e 150 mg/L. A medida que os
organismos respondiam as concentracoes, esse gradiente era alterado até que houvesse
uma curva dose-reposta suavizada e numericamente graduada, conforme detalhamento
apresentado na Tabela 12. A partir dessas concentragoes o gradiente de concentracoes foi

estabelecido para cada organismo testado. A selecao do gradiente de concentracdo para o
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teste de toxicidade cronica foi fixada a partir dos resultados do teste de toxidade aguda
e foram estabelecidos entre 0,10 e 1 mg/L, abrangendo concentragbes ambientalmente
relevantes em aguas superficiais (0,12 mg/L), em esgotos (0,84 mg/L) e se aproximando

do valor de CLsq encontrado para Chironomus sancticaroli.

Figura 16 — Frasco usado para armazenamento da solugao de diclofenaco

Fonte: Préprio do autor (2021)

Tabela 12 — Gradiente de concentracoes aplicados para os
testes de toxicidade aguda utilizadno o diclofe-

naco
Allonais Pristina Ceriodaphnia Chironomus
inaequalis longiseta silvestrii sancticaroli
60 mg/L 10 mg/L 12 mg/L 0,25 mg/L
70 mg/L 30 mg/L 24 mg/L 0,5 mg/L
80 mg/L 50 mg/L 36 mg/L 1 mg/L
90 mg/L 70 mg/L 48 mg/L 2 mg/L
100 mg/L 90 mg/L 60 mg/L 4 mg/L

Fonte: Préprio do autor (2021)

A configuragdo do teste de toxicidade cronica utilizando o inseto Chironomus
sancticaroli foi registrado e apresentada na Figura 17. Na Figura 18, apresenta-se o
esquema resumo das abordagens, repostas buscadas e objetivos dos testes realizados

utilizando diclofenaco.
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Figura 17 — Registro da configuragao de teste de toxicidade cronica utilizando o diclofenaco

Fonte: Préprio do autor (2021)

Figura 18 — Resumo esquematico da abordagem metodolégica utilizando o diclofenaco
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4.6 Tratamento estatistico

Os resultados obtidos a partir da finalizacao dos testes foram analisados quanto a
sua normalidade através de inferéncias do teste Shapiro-Wilk e posteriormente trabalhados
utilizando uma andlise de varidncia (ANOVA ou Kruskal-wallis). Foram observados os
valores da correlagdo de Pearson para resultados estatisticamente significantes (p < 0,05),
por meio do software Past versao 3.14. As concentracoes letais para 50% da populacao
submetida a teste (CLso e CEsg), e no caso de efluentes, as fragoes letais (CLso e CEsp),
expresso em porcentagem de esgoto necessario para causar letalidade dos organismos,

foram calculadas por meio do software R versao 3.5.2.

Através dos resultados obtidos no teste de curta duragao utilizando amostras de
efluente do RALF (CLjp ou CEj;g) foram calculados os valores de Remogao de Toxicidade
(RT), que é expresso em pontos percentuais (pp) de diferenca entre a fragao letal do
enfluente e do afluente, conforme a equacao abaixo, e plotados as curvas de distribuicao

de sensibilidade das espécies (SSD) através do software ETX versao 2.0.

RT (pp) = CL(E)soafluente — CL(E)soe fluente
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Teste de sensibilidade

Os resultados dos dados de Concentracao letal e efetiva nos organismos, que afeta
50% da populacao, obtidos por meio dos ensaios de toxicidade utilizando as substancias
de referéncia Cloreto de Potéssio (KCl) e Cloreto de Sédio (NaCl) estao discretizados na

Figura 19. Os bioensaios foram realizados por todos os membros do LEAA.

Figura 19 — Resultado do teste de sensibilidade utilizando os organismo a) C. sancticaroli
(KC1); b) A. inaequalis (KCl); ¢) C. silvestrii (NaCl) e d) P. longiseta (KCl).
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Pristina longiseta e Ceriodaphnia silvestrii por serem organismos de recente cultivo
e manutencao no LEAA ainda ndo possuem carta-controle estabelecida, no entanto, a
toxicidade de P. longiseta ao KCI teve média de 1,32 g/L, o que fica préximo aos valores
indicados por Castro et al. (2020) para essa espécie, de 1,76 g/L, enquanto a toxicidade
média para C. silvestrii de 1,09 g/L se aproxima do gradiente obtido por Mansano et al.
(2018b) de 1,00 a 1,32 g/L, e do padrao de 1,00 a 1,83 g/L descrito por Casali-Pereira et
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al. (2015). Para Allonais inaequalis, a toxicidade média do KCI encontrada foi de 4,46 g/L,
se enquadrando na faixa de sensibilidade esperada. Para o inseto Chironomus sancticaroli,
a toxicidade aguda média ao KCI encontrada foi de 6,13 g/L, valor dentro da faixa de

sensibilidade esperada.

Apesar da realizacao dos testes de sensibilidade ter sido prejudicado por entraves
logisticos resultantes dos periodos de suspensao e diminuicao das atividades laboratoriais,
as populagoes apresentaram sensibilidade aos compostos de referéncia dentro das faixas

esperadas, portanto, estavam aptas a aplicagdo em testes de toxicidade.

5.2 Caracteristicas dos Contaminante-alvo
5.2.1 Afluente e efluente do RALF

As amostras coletadas representativas de cada fase de operacao do reator foram co-
letadas no dia 19/07/2020 (Fase I), 06/09/2020 (Fase I), 30/10/2020 (Fase II) e 15/02/2021
(Fase III). Em parceria com o LPB, obteve-se acesso aos pardmetros mensurados especifica-
mente para cada amostra, apresentados na Tabela 13, que elucidam de maneira resumida
as caracteristicas da agua residuaria a jusante da Estacao de Tratamento e pds-tratamento

biolégico no RALF, bem como dados da eficiéncia do reator, medidas logo apds a coleta.

Observa-se em todas as amostras existe uma predominancia de DQO soluivel (facil
degradacao) sob a DQO particulada (remanescente da DQO bruta- DQO soltivel) em
todas as fases. Na Fase III essa diferenca é menor, a matéria organica particulada chega a
representar cerca de 37% da DQO, no entanto, esta mesma fase apontou a melhor eficiéncia
na remo¢ao de matéria organica. Liang et al. (2018) e Raptis, Juraske e Hellweg (2014)
encontraram correlagdo positiva entre demanda quimica de oxigénio (bruta) e aumento
da toxicidade, para as espécies Pseudokirchneriella subcapitata e Ceriodaphnia dubia,
respectivamente. J& Sponza e Demirden (2010) encontraram correlagao significativa entre
DQO oriunda de matéria organica lentamente degradavel e produtos microbianos inertes,

enquanto a correlagao entre DQO proveniente de compostos inertes nao foi significativa.

Os valores de pH, préximos a neutralidade, ndo apresentam em si risco para a
sobrevivéncia dos organismos. A respeito da temperatura, antes da insercao de organismos
no meio de teste as amostras ficam alocadas em sala aclimatada na mesma temperatura
dos cultivos, por isso, a média temperatura da agua foi de 26+2 °C. Nenhuma alteracao
substancial foi observada nos valores de alcalinidade, embora a relagao entre aumento de
toxicidade e variagdo na alcalinidade ja tenha sido reportada na literatura (RIETHMUL-
LER et al., 2008) induzido maior biodisponibilidade de substancias. Nenhuma correlagao
na literatura foi encontrada entre acidos volateis e toxicidade a animais aquaticos. Os
resultados apresentados nos topicos subsequentes poderao elucidar o comportamento dos

organismos dessa pesquisa em relagao aos parametros supracitados.
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Tabela 13 — Parametros medidos para amostras de afluente e efluente de cada fase

Parametro Afiu FI Eftu FI Aflu Eflu Aflu Eflu
FIT FIT FIIT FIIT

Temeratura (°C) 30 34 32 35 28 36

pH 7,42 7,71 7,23 7,46 7,40 7,45

Alcalinidade total (mg 281,7 276,2 308,5 246,4 213,4 267,7

CaCO3/L)

Acidos volateis Totais 66,1 109,9 123,0 131,9 88,1 1357

(mgHAc/L)

DQO bruta (mg/L) 348 £10 218 £8,5 351,3 125,3 533,3 222,3
+11 +5,3 +16 £6,5

DQO solivel (mg/L) 336 +£22 174 +15  355,3 194 +35 333,3 116 +£12
+10 +15

Eficiéncia remocao de - 37,4 - 35,7 - 58,3

Matéria organica bruta

(%)

Eficiéncia remocao de - 48,2 - 45,4 - 65,1

Matéria organica solavel

(%)

Sendo: AFLU = afluente, EFLU = efluente e DQO = Demanda quimica de oxigénio.

Fonte: Propria do autor (2021)

Os parametros medidos no inicio dos testes de toxicidade, para cada fase, sdo
apresentados de maneira resumida na Tabela 14, com discretizarao detalhada sobre medidas
em cada fracao e ao final do teste podem ser acessadas no Apéndice A, Apéndice B e
Apéndice C.

Os parametros apresentados na Tabela 14 nao fazem distin¢ao entre afluente e
eluente, no entanto, ja elucidam as diferentes condi¢bes experimentais em que os orga-
nismos foram submetidos, as informagoes mais detalhadas serdo apresentadas ao longo
da discussao especifica para cada organismo. Os valores de pH também estao dentro da
faixa estabelecidos para os cultivos dos organismos e indicados em suas metodologias
(FONSECA, 1997; OECD, 2011; CORBI et al., 2015; ABNT 2017; CASTRO et al., 2020),
por isso, se analisados isoladamente, nao causam a toxicidade da amostra. Por outro lado,
os valores de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica estao fora do faixa sugerida
para a manutencao dos cultivos e 6timo desenvolvimento das espécies. Essas alteragoes
observadas sao proporcionais ao aumento da fracao de afluente ou efluente da amostra e
provavelmente estdo relacionadas a presenga de fons de cloreto (SOUSA et al., 2014) e &

demanda quimica de oxigénio remanescente na amostra.
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Tabela 14 — Parametros medidos ao inicio dos bioensaios para cada fase de
operagao do reator

Organismo- Parametro Fase T Fase I1 Fase II1
teste
Organismos C.E. (nS/cm) 97,9 - 807 98,3 - 877 96 - 820
bentonicos
pH 6,93 -7,82 6,62-743 741-791
0.D. (mg/L) 5,2 -0,9 1,7-23 *
Ceriodaphnia  C.E. (uS/cm) 212 - 807 242 - 500 *
silvestrii
pH 6,41 -785 6,77 -7,09 7,56 - 7,66
0.D. (mg/L) 3,5 — 4,8 2,945 *
Chironomus C.E. (nS/cm) 54,1 - 177,5 - -
sancticaroli
(cronico)
pH 6,19 -6,98 - -
0.D. (mg/L) 3,3 - 4,8 - -

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica, O.D.= Oxigénio dissolvido, (*) = Indisponibili-
dade do equipamento e (-) = Teste nao executado

Fonte: Prépria do autor (2021)

5.2.2 Diclofenaco

Os parametros analisados a priori dos testes foram coletados e compilados no

Apéndice E e estao apresentados de maneira resumida na Tabela 15.

Tabela 15 — Faixa de valores dos parametros medidos para as concentracoes de

diclofenaco
Condutividade pH Oxigénio  dis-
elétrica solvido (mg/L)
(18 /cm)
Organismos benténicos 45,7 — 85,5 5,98 — 7,83 3,845
Ceriodaphnia silvestrii ~ 150,9 — 1574 7,11 - 7,34 3,9 -4,2
C. sancticaroli (cronico) 46,6 — 49,4 6,09 — 7,03 3,9-43

Fonte: Prépria do autor (2021)

As concentragoes de Diclofenaco na amostra nao causaram variagoes bruscas
nos parametros fisico-quimicos do meio-teste analisados. As respostas ecotoxicolégicas
observadas para esse teste tem, portanto, maior probabilidade de ser decorrente da interacao

ou ingestao do farmaco pelos organismos.
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5.3 Teste de toxicidade aguda das amostras do RALF

Embora os organismos sejam submetidos as mesmas proporg¢oes de afluente e
efluente do RALF, para a comparacao entre fases de operacao do reator, as diferencas
podem ser melhor compreendidas quando avaliadas por espécie isoladamente, para posterior

comparacgao interespecifica, conforme subdivisdo dos tépicos subsequentes.

5.3.1 Allonais inaequalis

Os resultados de cada fase foram alocados paralelamente a cada fragao para a
observacao mais clara da progressao da toxicidade, em amostras de afluente e efluente
(Figura 20). Os efeitos téxicos da contaminagao por dgua residudria para o macroinverte-
brado Allonais inaequalis foram observados a partir de tratamentos de 6% para afluente e
12% para efluente, com sobrevivéncia expressivamente afetada da populacao submetida a

teste, conforme observado na Figura 20 (a,b).

Figura 20 — Resultado do teste toxicidade aguda utilizando A. inaequalis para a) o afluente
ao reator e b) o efluente ao reator
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Através da representacao grafica acima (Figura 20) observam-se maiores taxas de
sobrevivéncia tanto no afluente quanto no efluente na Fase II (TDH = 12h + Nitrato),
enquanto a Fase I (TDH = 18h + Nitrato) mostrou a maior diferenca entre afluente e
efluente. A taxa de sobrevivéncia na Fase III (TDH = 18h - Nitrato) ndo demonstrou
expressivas diferencas entre afluente e efluente ao reator, quando se compara a mesma
fracao dos dois tratamento. Os resultados estatisticos, realizados pelo teste de Kruskal-
Wallis e seguido do post-hoc de Dunn, confirmam que a Fase I apresentou diferenca do
afluente com o controle em dilui¢es menores (6%), enquanto a mesma diferenga estatistica
para dilui¢oes do efluente foi observada em todas as fases (25%), sendo assim, esta fase foi

a que mais reduziu a diferenca de toxicidade do efluente em relagdo ao controle.

Nota-se uma interrupc¢ao na diminuicao gradativa de sobrevivéncia em dois gradi-
entes de fracdo do afluente. Na FI a fracao de 6% apresentou 0% de taxa de sobrevivéncia
enquanto a fracao 12% apresentou um aumento dessa taxa, com média de 11%. Da mesma
forma, na FIIT a fracdo 12% apresentou 0% de taxa de sobrevivéncia e a fracaox 25% apre-
sentou 6% de sobrevivéncia. Esses resultados podem ser explicados por um comportamento
observado durante o processo de retirada do teste, quando A. inaequalis fez migracao para

a regiao superficial da amostra, conforme pode ser observado na Figura 21 (a,b).

Figura 21 — Registro do comportamento de protecao apresentado por Allonais inaequalis
em exposicao a amostras do RALF. a) Aderéncia préxima ao espelho d’agua
e b) aderéncia acima do nivel da dgua

.
*

a) R =ull) T

Fonte: Prépria do autor (2021)

Em todas as réplicas em que se observou maior sobrevivéncia em uma fragao mais

elevada (menos diluida) que na fragdo antecedente (mais diluida) os organismos estavam
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alocados na camada superior da amostra. Os Oligochaeta, embora alguns possam ser en-
contrados em natacao livre, sao uma subclasse de animais predominantemente encontrados
aderidos a plantas ou superficies de sedimento, onde constroem tubos (TIMM; MARTIN,
2015). Mudangas no comportamento dos organismos quando expostos a contaminantes
sao comumente identificados na ecotoxicologia (GERHARDT, 2007).

Em relacao aos Oligochaeta, a migracao para a superficie aquatica pode ter relagao
com os maiores niveis de oxigénio dissolvido mais abundantes nas camadas superiores, que
sdo atrativos para a sobrevivéncia desses organismos (BEHREND et al., 2009). Apesar da
qualidade da agua ser mais decisiva para a abundancia de espécies bentonicas, em alguns
casos, que as caracteristicas do sedimento (DALU et al., 2017), a porcentagem de amostra
visivel decantada nas réplicas pode indicar um maior consumo de oxigénio naquela regiao,
ou ainda a presenca de um agente téxico associado ao material particupado, observados
na Figura 21. Essa proporc¢ao de sélidos, aliada ao decaimento progressivo do oxigénio
dissolvido (Tabela 16 e Apéndice A), pode ter induzido a espécie a buscar habitats mais

favoraveis ao seu desenvolvimento nas superficies da coluna d’agua.

As faixas dos parametros fisico-quimicos iniciais coletados estao expostos na Ta-
bela 16, sdo apresentadas de forma gradativa das menores fragoes (6%) para as maiores
(100%), nas fases I, I e III para os organismos bentonicos (A. inaequalis, P. longiseta e C.

sancticroli).

Tabela 16 — Faixa de valores dos parametros medidos para os bioensaios utili-
zando os organismos benténicos em amostras do RALF

Parametros Afluente Eftuente Controle
Fase 1 C.E (uS/cm) 97,9 - 785 99,7 - 807 49,2 — 53,1
pH 7,82 — 17,22 6,74 — 7,22 7,95-8,25
O.D. (mg/L) 52 —-1,2 5-0,9 5,7 - 5,8
Fase II C.E (nS/cm) 98,3 - 877 99,0 - 873 44,4 — 46,4
pH 7,00 — 6,72 6,67 — 7,01 6,79 — 7,02
0.D. (mg/L) 2,3—-15 3,1-1,7 5,6 — 5,8
Fase III C.E (pS/cm) 103 - 820 53 - 763 53 - 54
pH 7,91 — 7,41 7,78 — 7,54 8,0 — 8,53
O.D. (mg/L) * * *

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica, O.D.= Oxigénio dissolvido e (*) = Indisponibi-

lidade do equipamento

Fonte: Prépria do autor (2021)

As diferencas entre afluente e efluente do reator, para os parametros aferidos, nao
foram expressivas, podendo-se considerar uma estabilidade nas entre as caracteristicas de

ambos e entre fases. Ja em relagao ao controle, existe uma variagdo consideravel princi-
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palmente para os dados obtidos de condutividade elétrica, que pode exercer influéncia na
pressdo osmotica do meio (SMAGIN et al., 2018), influenciando positiva ou negativamente
a toxicidade da amostra. Ressalta-se que essas inferéncias s6 podem ser confirmadas através
de um teste de identificacao da toxicidade (TIE).

Os valores das concentracoes de efeito letal a 50% dos individuos submetidos a
teste (CLso) de cada fase, bem como o a diferenga de toxidade entre afluente e efluente

(RT), estao expressos na Tabela 17.

Tabela 17 — Valores dos CL5y para A. inaequalis submetido a amostras do
RALF e os valores de Remocao de Toxicidade (RT) dado em
pontos percentuais (pp)

Afluente Efluente RT
Fase 1 0,0% 13,0% 13,00 pp
Fase 11 13,5% 14,6% 1,10 pp
Fase 111 6,9% 8,9% 2,03 pp

Fonte: Prépria do autor (2021)

Através da Tabela 17, ratifica-se o observado anteriormente, que apesar do afluente
da Fase I (TDH = 18h + Nitrato) ter sido o mais téxico para A. inaequalis, esta foi a fase
em que o reator proporcionou a maior redugao de toxicidade (13 pp) quando comparado a
Fase II (TDH = 18h + Nitrato) e III (TDH = 18h - Nitrato). Esses resultados sugerem
que o tempo de detencao hidraulico ¢ mais determinante na sobrevivéncia da populagao
de A. inaequalis que a adesao de nitrato, sinalizando a maior eficiéncia em neutralizagao

de agentes toxicos presentes em aguas residuarias para TDHs superiores.

5.3.2  Pristina longiseta

Analogamente a apresentagao grafica de A. inaequalis, as respostas ecotoxicologicas
de cada fase foram apresentadas paralelamente a cada fracdo, em amostras de afluente
e efluente (Figura 22). Durante a realizagdo dos testes para a Fase III o invertebrado
Pristina longiseta estava indisponivel para teste, por isso os dados nao foram obtidos.
Os efeitos toxicos de mortalidade expressiva para a exposicao a esgoto sanitario, para
esse Oligochaeta, foram observados a partir de fracoes de 12% para afluente e 25% para
efluente (Figura 22) (a,b), sendo essa espécie mais resistente a contaminagao aquética que

A. inaequalis.

Os dados apresentados na (Figura 22) expressam a eficiéncia do reator na remogao
de toxicidade entre afluente e efluente para a Pristina longiseta. As maiores taxas de
sobrevivéncia foram observadas na fase II (TDH = 12h + Nitrato), realgada nos valores

obtidos para a fracao de 12% do afluente (94% de sobrevivéncia). No entanto, a eficiéncia
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na remogao de toxicidade foi mais acentuada na Fase I (TDH = 18h + Nitrato), quando o
afluente demonstrou maior efeito agudo na fracao 12% (17% de sobrevivéncia) enquanto no
efluente esse efeito ja ¢ mitigado (83% de sobrevivéncia). Quando submetidos a andlise de
comparagao das medianas (Kruskal-Wallis seguido de post-hoc de Dunn) essas diferengas
nao se mostraram significativas, tanto a Fase I quanto a II apresentaram as mesmas
medianas de sobrevivéncia quando comparado ao controle sendo o afluente diferente a

partir da fracido 25% e o efluente a partir da fracao 50%.

Figura 22 — Resultado do teste toxicidade aguda utilizando P. longiseta para a) o afluente
ao reator e b) o efluente ao reator
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Vale ressaltar que o nimero de réplicas tem influéncia direta na robustez e precisao
da andlise estatistica, na perceptiva apenas numérica, esses dados em triplicata nao sao
estatisticamente diferentes, mas, sob a o6tica ecolégica, um contaminante que causa a
mortalidade de 83%, 83% e 72% da populagao (afluente 12% na FI, efluentes 25% na FI e

FII, respectivamente) é sim uma forte fonte de polui¢do aquética.
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Em comparacao a A. inaequalis, Pristina longiseta, apesar de ser da mesma
familia (Naididae), possui menor habilidade de natacao na coluna d’agua e por isso é
predominantemente encontrada aderida em macrofitas ou em regides epibenténicas dos
sedimentos (SANCHES; GORNI, 2014; CASTRO et al., 2020). Por esta razao, durante a
retirada dos testes, nenhum organismo foi encontrado na zona superficial da dgua, ou nas
paredes do béquer, o que resultou em um decaimento progressivo da taxa de sobrevivéncia

sem ocorréncia de individuos vivos em fragoes maiores de esgoto.

Os valores dos parametros coletados no inicio do teste foram apresentados no tépico
anterior. Os valores das concentracoes de efeito letal a 50% dos individuos submetidos
a teste (CLsg) de cada fase, bem como a diferenga de toxidade entre afluente e efluente
(RT), estao expressos na (Tabela 18).

Tabela 18 — Valores dos CLsg para P. longiseta submetido a amostras do
RALF e os valores de Remocao de Toxicidade (RT) expressos
em pontos percentuais (pp)

Afluente Efluente RT
Fase I 9,83% 18,16% 8,33 pp
Fase II 14,59% 22.50% 7,91 pp

Fonte: Prépria do autor (2021)

Para Pristina longiseta, a alteragdo no TDH nao implicou em mudancas amplas na
eficiéncia de remocao da toxicidade entre FI e FII, as maiores diferencas sdo observadas
entre afluente e efluente de ambas as fases, o que confirma as repostas estatisticas, ainda
que o nimero amostral nao seja abundante. Os valores isolados do CLs, ratificam a maior
toxicidade para as duas amostras (efluente e afluente) da Fase I, mas com uma discreta
melhora na remocao para a fase I (TDH=18h + Nitrato) em relacao a fase II (TDH =
12h + Nitrato), sendo assim, para esse organismo, a configuragdo que melhor mitigou os

efeitos adversos da contaminacao por efluentes sanitarios.

5.3.3 Chironomus sancticaroli

As respostas deletérias da exposicao do inseto Chironomus sancticaroli a efluente e
afluente sanitarios para as trés fases de operacao do RALF estao expressas na (Figura 23).
Conforme pode ser observado, esse organismo apresentou maior resisténcia a poluigdo por
esgotos que A. inaequalis e P. longiseta na maioria dos tratamentos. A partir da fracdo que
continha 25% da amostra de afluente o organismo apresentou baixa taxa de sobrevivéncia,
e esse patamar no efluente foi observado a partir da fracao 50% do efluente nas Fases I e
IT e 25% na FIII (Figura 23a,b).
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Figura 23 — Resultado do teste toxicidade aguda utilizando C. sancticaroli para a) o
afluente ao reator e b) o efluente ao reator
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Na (Figura 23) observa-se também a melhoria na toxidade de afluente para efluente,
sinalizando influéncia do tratamento na toxicidade das amostras para C. sancticaroli, exceto
para a Fase III (TDH = 18h sem Nitrato), que ndo apresentou diferencgas significativas entre
afluente e efluente, realizado pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de Dunn.
Diferentemente das outras espécies, a Fase I (TDH = 18h + Nitrato) foi a menos téxica
para C. sancticaroli, as fragoes 12% para os afluentes (Figura 23a) e 25% dos efluentes
(Figura 23b) elucidam bem essas diferencgas, apresentando um decaimento gradual da FI
a FIII. Apenas através da analise descritiva dos dados nao é possivel verificar qual fase
obteve melhor desempenho na remocao da toxicidade, no entanto, a analise estatica nao
aponta diferenca no tratamento para a Fase III, a partir das mesmas fragoes de afluente e

efluente (fragao 25%) existe diferenga do controle.

Para Chironomus sancticaroli também existe uma interrupc¢ao na progressao da
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toxicidade a medida que a quantidade de efluente ou afluente na amostra aumenta. De
maneira analoga a A. inaequalis, o inseto C. sancticaroli apresentou um comportamento

de deslocamento para camadas superficiais da dgua conforme registrado pela (Figura 24).

Figura 24 — Registro do comportamento de protecao apresentado pelo inseto Chironomus
sancticaroli em exposi¢do a amostras do RALF. a) Criacao de envoltério na
superficie da dgua e b) criagdo de envoltério no sedimento
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Fonte: Prépria do autor (2021)

A criagao de tubos gelatinosos é uma caracteristica conhecida da familia dos
Chironomidae, esses tubos auxiliam na corrente de entrada de oxigénio e alimento, além
de proteger essa espécie da predagao (ZOU et al., 2019). Esses organismos podem ser
uma das tnicas espécies bentonicas encontradas nos sedimentos para baixas concentracgoes
de oxigénio dissolvido (ARMITAGE; PINDER; CRANSTON, 2012). Outras espécies
da mesma familia (e.g. Propsilocerus akamusi) apresentam adaptagdo metabodlica com
respiragao anaerobica quando sujeitos a anoxia, estando a sobrevivéncia desses organismos
mais relacionada a disponibilidade de nutrientes e matéria organica que a presenca de
oxigénio (ZOU et al., 2019).

Para Chironomus sancticaroli, melhores condi¢des de sobrevivéncia foram encon-
tradas na regiao superficial da amostra (Figura 24a), a criagdo dos envoltérios permitiu a
aderéncia dos organismos a superficie lateral do béquer. A maior presenca de oxigénio na
zona superficial da amostra nao parece ser um fator determinante na migracao desses orga-
nismos, como discutido no paragrafo anterior, esses organismos sao tolerantes a auséncia
de oxigénio, o primeiro lote de coleta para criagao no LEAA foi tirado de uma lagoa de
estabilizacdo de efluentes. Sugere-se que, estes organismos estejam evitando algum outro

agente toxico que esteja presente na parte inferior da amostra (particulas sedimentadas).
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Um outro mecanismo de defesa identificado nesse ensaio foi a criacdo dos mesmos tubos
no sedimento que de certa forma evitaram o contato mais direto com a contaminacao
(Figura 24b). Nas amostras com maior fragao de afluente ou efluente (50%) em que foram

encontrados organismos vivos eles estavam sob as duas condigoes mencionadas acima.

Os valores das fracoes de efeito letal a 50% dos individuos submetidos a teste
(CLso) de cada fase, e as respostas correspondentes a diferenga de toxicidade de afluente e

efluente (RT) estao expostos na Tabela 19.

Tabela 19 — Valores dos CLs para C. sancticaroli submetido a amostras do
RALF e os valores de Remocao de Toxicidade (RT) dado em
pontos percentuais (pp)

Afluente Efluente RT
Fase 1 13,72% 30,25% 16,53 pp
Fase 11 12,17% 31,63% 19,46 pp
Fase 111 2,83% 13,47% 10,64 pp

Fonte: Prépria do autor (2021)

Os valos de CL5g realcam a diferenca da Fase I1I para as demais fases, confirmando
as repostas estatisticas. As diferencas entre Fase I (TDH = 18h + Nitrato) e Fase II (TDH
= 12h + Nitrato) foram irrisérias, a diferenga no tempo de detengao hidrdulico nao afetou
significativamente a sobrevivéncia de C. sancticaroli. Com relagdo a presencga ou auséncia
de Nitrato, a literatura registrou uma baixa correlacao entre niveis de nitrato e nitrogénio
na agua e abundancia de larvas de Chironomidae no sedimento em amostras ambientais
(AL-SHAMI et al., 2006), o que mais uma vez indica uma outra fonte de toxicidade. Como
ja discutido no tépico de caraterizacdo das amostras, a Fase III apresentou a maiores
valores de DQO particulada em relagao as outras fases, a matéria organica geradoras de
DQO particulada tende a alcancar o inferior da mostra devido a maior densidade, podendo
estar associada a outros compostos e ocasionar o aumento da toxicidade tanto do afluente

quanto do efluente.

5.3.4 Ceriodaphnia silvestrii

As respostas de toxicidade aguda de Ceriodaphnia silvestrii foram representativas
da toxicidade para os organismos de coluna d’agua. Vale ressaltar que os testes de
toxicidade da Fase I e II foram realizados com amostras congeladas de afluente e efluente
do RALF, segundo a metodologia permitida pela ABNT NBR 15469 (ABNT, 2007),
devido a indisponibilidade do organismo no periodo de teste ou entraves logisticos com a
montagem de todos os testes no mesmo dia. As andlises com a Fase III foram montadas

em paralelo aos testes utilizando os outros organismos e com amostra fresca, coletada a
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menos de 48h em conformidade com o Manual de Avaliagao de Efluentes da CETESB
(BERTOLETTTI, 2008). Os resultados obtidos para os ensaios com a Ceriodaphnia silvestrii

sao expressas na Figura 25.

Figura 25 — Resultado do teste toxicidade aguda utilizando C. silvestrii para a) o afluente
ao reator e b) o efluente ao reator
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Fonte: Propria do autor (2021)

O microcrustaceo Ceriodaphnia silvestrii apresentou boa tolerancia a contaminacao
por efluentes, mesmo na amostra utilizando efluente fresco, sua sensibilidade foi menor
que a dos demais organismos avaliados nessa pesquisa. As menores taxas de sobrevivéncia
s6 sao evidentes a partir das fragoes de 50% pra os afluentes (Figura 25a) e 100% para os
efluentes (Figura 25b).

Para Ceriodaphnia silvestrii, a presenca ou auséncia de um tratamento biologico
de efluente nao influi na taxa de sobrevivéncia dessa espécie para as Fases I e 11, segundo
a avaliacdo estatistica (teste de Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de Dunn). Observa-se
ainda, que na fracdo 25% de efluente e afluente para a F I e II ocorre uma diferenca

negativa entre o afluente e o efluente, a taxa de sobrevivéncia cai de 97% para 87% na FI
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e de 80% para 70% na FII, respectivamente. Para a fracao 25% e para a estatistica nao
houve influéncia de configuragées de tratamento para a toxicidade do esgoto doméstico.
Somente na FIII existe uma diferenga significativa em relagao ao controle entre o afluente
50% e o efluente 50%, onde o primeiro presentou 23% de sobrevivéncia (Figura 25a) e o
segundo 63%.

As faixas dos parametros fisico-quimicos iniciais coletados e expostas na Tabela 20,
sao apresentadas de forma gradativa das menores fracbes para as maiores nas fases I, Il e

[T para Ceriodaphnia silvestrii.

Tabela 20 — Faixa de valores dos parametros medidos para os bioensaios utili-
zando Ceriodaphnia silvestrii em amostras do RALF

Pardametros Afluente Efluente Controle
Fase I C.E (nS/cm) 212 - 422 212 - 431 -

pH 7,12 — 7,40 7,06 — 7,70 7,15 - 7,28

O.D. (mg/L) 4,7-3,0 4,2 -3,5 4,0 - 3,8
Fase 11 C.E (nS/cm) --513 - - 499 -

pH 6,83 — 6,90 7,06 — 6,83 7,51 — 7,74

0.D. (mg/L) 42 -28 3,9-29 4,3 -4,5
Fase III C.E (nS/cm)

pH

0.D. (mg/L)

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica, O.D.= Oxigénio dissolvido, (*) = Indisponibili-
dade do equipamento e (-) = fora do limite de detecgdo do aparelho.

Fonte: Propria do autor (2021)

A 4gua reconstituida para C. silvestrii contém alta concentracdo de sais (ver
segao 4.1), por este motivo os valores de condutividade elétrica ddo acima do 1000 pS/cm
(limite de detecgao do aparelho). Os valores de oxigénio dissolvido para as Fases I e
IT estao relativamente semelhantes aos valores do controle, isso pode ter relagdo com o
congelamento e descongelamento da amostra que em alguns casos aceleram a hidrolise de
matéria organica (YANG et al., 2015) e a prépria expansao do liquido pode incorporar ar
a amostras biologicas (AUTHELIN et al., 2020). Todos esses fatores podem ter alterado
a toxicidade do liquido, embora a maior tolerancia desse organismo para amostra fresca

também tenha sido identificada.

As concentragoes de efeito de imobilizagdo a 50% dos individuos (CEj;g) e suas

respectivas fases e configuragoes, pré ou pés tratamento, estdo expostos na Tabela 21.
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Tabela 21 — Valores dos CE5q para C. silvestrii submetida a amostras do
RALF e os valores de Remogao de Toxicidade (RT) dado em
pontos percentuais (pp)

Afluente Efluente RT
Fase 1 58,39% 61,62% 3,23 pp
Fase 11 62,34% 64,89% 2,55 pp
Fase 111 32,95% 55,86% 22,91 pp

Fonte: Prépria do autor (2021)

Como ja apontado pela estatistica, a Fase III apresentou a maior taxa de redugao
de toxicidade com diferenca entre CE5q de afluente e efluente de 22,91 pp, seguido de 3,23
pp na FI e 2,55 pp na FII. Os dados da Tabela 21 indicam uma ligeira melhora entre
afluente e efluente de todas as fases, sendo a Fase III a que demonstrou maior melhoria.
Observando os dados de concentracao efetiva de imobilizagdo (CEsg) é possivel perceber
que a Fase III foi também a mais toxica para C. silvestrii, com aumento de quase 100%
na letalidade do seu afluente em relagao as outras fases, enquanto o efluente, apesar de
ter sido o mais toxico, também apresentou valores proximos aos valores das demais fases.
Com essa observagao pode-se supor que o congelamento influencia na toxicidade do esgoto,
mas nao degrada algum agente téxico que permanece na massa liquida mesmo apés o
tratamento. A influéncia no congelamento da amostra, para essa espécie, pode ser dada
apenas pela auséncia de oxigénio dissolvido, que para os outros organismos na FI e II
apresentavam valores menores. O agente toxico remanescente pode ter sua origem na
parcela inferior da amostra, aonde C. silvestrii nao costuma habitar. No entanto, essas
afirmagoes s6 poderiam ser verificadas e confirmadas por meio de teste de indentificagao
da toxicidade da amostra (TIE).

5.3.5 Comparacao entre espécies

O teste de toxicidade aguda utilizando as 4 espécies apresentadas anteriormente
indicam que o afluente foi mais toxico que o efluente na maioria dos resultados, ainda
que numa diferenca pequena para alguns. Esse é um resultado positivo, uma vez que os
subprodutos gerados no tratamento bioldgico podem aumentar a toxicidade do efluente
(FARRE et al., 2008). Para a estatistica, quando os dados de mortalidade num geral entre
fases, sem diferenciagao entre fragoes, sdo comparados através do teste de Kruskal-Wallis
seguido do post-hoc de Dunn, nenhuma fase apresenta diferenca estatistica da outra para

os quatro invertebrados submetidos a teste.

Os Oligochaeta se mostraram os mais sensiveis as amostras tanto de efluente
quanto de afluente do reator independente da fase de operacao conforme observado nos

topicos anteriores, sendo Allonais inaequalis o mais afetado. A diferenca entre eles pode ser
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explicada pelo maior tempo de exposicao estabelecida para teste utilizando A. inaequalis
(96h) e P. longiseta (48h), possibilitando maior tempo de contato com os contaminantes
do meio. A resposta desses organismos é importante pois em alguns ecossistemas os
Oligochaeta sao responsaveis por boa parte da producao secundaria (WU et al., 2013) e
dentro desde grupo os Naididae ja foram identificados como a familia mais abundante em
rios brasileiros (BEHREND et al., 2009).

Proximo a sensibilidade de P. longiseta esta a de Chironomus sancticaroli, como
terceiro organismo mais sensivel para a maioria dos tratamentos. A resposta desse organismo
as amostras de afluente e efluente foi surpreendente pois, como ja discutido anteriormente,
os Chironomidae sdo normalmente encontrados em ambientes degradados (RAUNIO;
PAAVOLA; MUOTKA, 2007), e se desenvolvem bem em meios com abundéancia de
matéria organica (WANTZEN et al., 2016), o que é o caso das amostras de esgoto em
questao. Molineri et al. (2020) identificaram que nem todos os tdxons de Chironomidae
sao representativos de ambientes degradados, Chironomus sancticaroli, apesar de ter sido
coletado em lagoas de estabilizacao, pode ser um desses taxons com tolerancia mediana a

poluicao aquatica.

Oligochaeta e Chironomidae juntos sao usualmente os grupos mais utilizados para
a determinacao de ambientes impactados (CHANG et al., 2014; ROSA et al., 2014). Dalu
et al. (2017), investigaram a contribui¢ao da qualidade do sedimento na abundéancia de
macroinvertebrados e constataram maior influéncia da qualidade da agua para espécies
bentonicas em detrimento da qualidade do sedimento, em amostras ambientais. No caso da
contaminacgao por efluentes, e nesse caso, exposi¢ao tinica e concentrada, essa constatacao
pode nao se encaixar, uma vez que os efluentes geram contaminacao do sedimento, por
diversos agente toxicos como metais, substancias emergentes entre outros (CZEKALSKI;
DIEZ: BURGMANN, 2014; LI et al., 2014; PINTADO-HERRERA et al., 2017; SANTOS
et al., 2018). A migragdo dos organismos A. inaequalis e C. sancticaroli para regioes

superficiais da amostra contribuem para essa inferéncia.

As repostas encontradas com a espécie Ceriodaphnia silvestrii, também evidenciam
a predominancia de contaminagao profundal da amostra em detrimento da contaminagao
na coluna d’agua. As Cladoceras, embora sensiveis a contamina¢dao amoniacal presente
no esgoto (NORGAARD; ROSLEV, 2017), sdo encontradas em ambientes impactados
por efluentes (VARSHNEY et al., 2014; KUMAR; KIRAN, 2016), o que indica uma certa
tolerancia a poluicao a esgotos. Sua principal rota de contato com agentes toxicos é através
do processo de filtracdo ndo seletiva do meio aquoso (AGASILD; NOGES, 2005; SCHERER
et al., 2017; HAYASHI-MARTINS et al., 2017), por isso esses organismos estao menos

sujeitos as particulas sedimentadas.

Os estudos comparando os efeitos adversos de efluentes em espécies de Cladocera

com outras espécies de animais aquaticos sao importantes no esclarecimento do papel desse
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grupo como bioindicadores. Nesse contexto, Ceriodaphnia dubia mostrou-se mais sensivel a
efluentes domésticos que as larvas de Danio rerio (SILVA et al., 2021b), enquanto Villa et
al. (2018) constataram que tanto a Cladocera D. magna quando o Chironomidae Diamesa
cincerella apresentaram as mesmas respostas quando expostos a efluente doméstico bruto.
A avaliacao de multiplas espécies em analises de toxicidade de efluentes tem se mostrado
util no refinamento de solugoes de tratamento (KLAMERTH et al., 2010; RIZZO, 2011;
MAGDEBURG et al., 2014), e a avaliacao da toxicidade de esgotos utilizando as Claddceras,
o grupo de organismos mais utilizados na ecotoxicologia, vem ganhado espago dentro da
engenharia sanitdria (DUPONT; LOBO, 2012; COSTA et al., 2014; MACEDA-VEIGA et
al., 2015; SILVA et al., 2021b).

A representacao da sensibilidade das espécies testadas pode ser melhor visualizada
através da curva de distribuicao de sensibilidade das espécies (SSD), apresentada na
Figura 26 segundo cada tratamento, utilizando os dados de CLsy ou CEsy obtidos nos
ensaios de toxicidade aguda. No eixo vertical esta sinalizada a fracao da comunidade
(representada pelas quatro espécies utilizadas para teste) afetada pelo correspodente valor
de concentracao letal ou efetiva de cada fracdo de afluente ou efluente dada no eixo

horizontal.

De acordo com as informacoes observadas na Figura 26, percebe-se que o valor
de CEsq que causa perigo de mortalidade a 50% da comunidade habitante do ambiente
impactado (Hazard Concentration — HA50) esta entre os valores obtidos utilizando os
organismos C. sancticaroli e P. longiseta. Isso significa que, dentro do grupo de organismos
analisados, esses dois tem a sensibilidade mais representativa dessa comunidade, indicando
que 50% da fragdo de comunidade afetada estaria sendo alcangada nas concentragoes de

efeito letal desses dois organismos.

Apesar do RALF ter conduzido a uma reducao da toxicidade entre afluente e
efluente para a maioria dos tratamentos, todos os organismos apresentaram 100% de
mortalidade quando submetidos a amostras brutas dos afluentes e efluentes do reator em
todas as fases de operacao. Essa conclusao indica a necessidade de tratamento subsequentes
a essa etapa, principalmente, para a sedimentacao de particulas. O que ja se é esperado,

uma vez que o RALF faz parte do tratamento secundario e sujeito a terceira etapa.
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Figura 26 — Curva de distribuigao das espécies expoxtas a a) afluente da FI; b) efluente
da FI; ¢) afluente da FII; d) efluente da FII; e) afluente FIII e f) efluente da
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Quando comparado a dados pesquisados por Issa (2019), avaliando o afluente da

ETE em questao e o seu efluente final, apds tratamento terciario, o afluente também levou

a mortalidade total das espécies D. magna, C. sancticaroli e I. inaequalis, enquanto o

efluente bruto levou as taxas médias de sobrevivéncia de 65,55%, 36,11% e 0% para as

mesmas espécies, respectivamente. Observa-se que nesta pesquisa também prevaleceu a
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maior tolerancia a contaminacao para os organismos de coluna d’agua, sendo Chironomus
sancticaroli um representante do impacto causado a essa comunidade especificamente.
Para que o RALF se apresente como uma alternativa mais eficiente que a tecnologia em
funcionamento atualmente na ETE, sob a 6tica da remocao da toxicidade, o tratamento
terciario precisaria fazer a toxicidade para o efluente bruto passar de 0% a pelo menos

37%, utilizando-se os dados de C. sancticaroli na fase que mais removeu toxicidade (FII).

De acordo com as diretrizes de toxicidade estabelecidas pela CONAMA 430 (BRA-
SIL, 2011), o padrao de langamento de efluentes em corpos receptores deve levar em
consideracao a toxicidade da amostra para dois niveis troficos. Na Tabela 22 apresenta
os valores do Cli5/3, correspondendo a fragao limite permitida desse efluente em corpos
receptores de Classe 2 e 3 para cada organismo, segundo os valores obtidos utilizando os

efluentes das trés fases de operagao do RALF.

Tabela 22 — Proporc¢ao ou fragao de efluente permitido em corpos receptores
de Aguas Doces classes 2 e 3 com base nos ensaios de toxiciade

aguda
Fase 1 Fase I1 Fase I11
C. sancticaroli 10% 11% 4%
A. inaequalis 4% 5% 3%
P. longiseta 6% 8% -
C. silvestrii 21% 22% 19%

Fonte: Prépria do autor (2021)

Tomando-se o organismo A. inaequalis como um desses representantes, observa-se
que somente os efluentes da Fase I e II estao aptos a serem langados em corpos receptores
de Classe 2 e 3 com vazao 25x maior que a vazao da estacao, enquanto na Fase III essa
proporc¢ao precisaria ser de 33x. Se o organismo selecionado fosse Ceriodaphnia silvestrii,
para a mesma classe de corpo receptor esse efluente poderia ser langado em proporgoes
semelhantes entre as fases em corregos 5x maiores que a vazao de langamento. Tomando-se
o organismo mais representativo dentre os avaliados em todas as fases, C. sancticaroli, essa
descarga poderia ser feita em rios com vazao em torno de 10x maior que a vazao da Estacao
nas Fases I e I e 25x na Fase III. Adotando-se um organismo representativo da comunidade

é possivel fazer essa avaliacao sem superestimacao de resultados ou subestimagao.

Vale ressaltar, que para a estagao de tratamento de esgoto em questao, nao existe
exigéncia de toxicidade méaxima, uma vez que a Classe do rio que recebe esses efluentes é
a Classe 5, portanto, no parametro “toxicidade” esse efluente pode ser langcado em corpo
receptor em qualquer uma das condi¢oes analisadas nesta pesquisa, quando respeitados

as exigéncias minimas de pH, temperatura, demanda bioquimica de oxigénio, materiais
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sedimentaveis, e outros parametros fisico-quimicos preconizados pela CONAMA 430
(BRASIL, 2011).

5.4 Teste de toxicidade cronica das amostras do RALF

Sabendo-se da repercussao da sobrevivéncia dos invertebrados aquéaticos a efluente
e afluente do RALF, em ensaios de curta duragao, é importante compreender os efeitos
cronicos da exposicao da biota aquatica a essas amostras. Para tanto, o inseto C. sancticaroli,
foi escolhido como representante devido as respostas encontradas com os testes anteriores.
A Fase I (fase intermedidria em remogao de toxicidade) foi utilizada para demonstrar esses
efeitos em exposicao de longa duragao, em dilui¢oes ainda maiores. A coleta foi realizada
no dia 08 de setembro de 2020, seus parametros fisico-quimicos ja foram apresentados na

subsecao 5.2.1.

5.4.1 Sobrevivéncia

Embora a sobrevivéncia nao seja uma resposta-alvo nos ensaios cronicos os resulta-
dos obtidos através dessa variavel demonstraram melhores taxas de sobrevivéncia para
o efluente sob o afluente principalmente nas fragoes superiores (6% e 12%), conforme

apresentado na Figura 27.

Figura 27 — Porcentagem de sobrevivéncia de larvas do inseto C. sancticroli submetidos
a amostras do RALF apos 10 dias de exposicao
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Fonte: Propria do autor (2021)

Como o ensaio nao possui numero de réplicas extras, nao foi possivel determinar
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se as diferencas entre controle e os demais tratamentos foram significativas. No entanto,
percebe-se que o afluente contendo 12% de amostra foi levemente mais téxico comparando-
se ao controle enquanto nessa mesma fracao o efluente favoreceu a sobrevivéncia do inseto
na sua fase larval. Nogueira et al. (2015) sujeitaram larvas de primeiro instar de Chironomus
riparius sob quatro tipos de efluentes e coletaram resultados de mortalidade chegando até
60% em efluentes brutos, e com taxa de sobrevivéncia no controle de 97%. Nesse trabalho
as larvas eram alimentadas trés vezes por semana com 1 mg de Tetramin®, enquanto para
os organismos desta pesquisa a alimentagao acontecia uma vez por semana como 2,5mg de
Tetramin®. Essa diferenca pode ter sido decisiva na longevidade das larvas nesse teste e
por essa razao, no efluente com maior disponibilidade de matéria organica (12%), as larvas

sobreviveram em maior proporgao.

5.4.2 Comprimento larval

O comprimento larval de C. sancticaroli foi medido e apresentado na Figura 28
com o desvio-padrao respectivo de cada tratamento e indicagao de diferenca estatistica do

controle.

Figura 28 — Comprimento corporal das larvas do inseto C. sancticroli submetidos a
amostras do RALF apos 10 dias de exposicao
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Fonte: Propria do autor (2021)

O tamanho normal das larvas de Chironomidae medidas no controle e tomadas
como referéncia ficou em torno de 9mm (Figura 28), esse valor médio estd em conformidade
com os valores limites descritos por (TRIVINHO-STRIXINO, 1980). Todas as fragoes de

afluente, com a excecao da fracao 0,1% apresentaram diferenca estatistica do controle.
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As fracoes do efluente que apresentaram diferenca estatistica do controle foram somente
a 3% e a 12%. Essa diferenca entre afluente efluente sinaliza a eficiéncia de remocao de
compostos téxicos. Ainda assim, a presenca de substancias inibidoras do crescimento em
concentragoes baixas das amostras ressalta o potencial toxico dos esgotos domésticos para

a biota aquatica, ainda que essa vazao seja diluida na vazao do rio.

Nogueira et al. (2015) também verificaram inibi¢do ao crescimento corporal de
Chironomus riparius em amostras de 2 efluentes, um de moinho de azeite e outro de fabrica
de celulose, e a indugao ao crescimento para a mesma espécie submetida a amostras de
drenagem de mineradoras. Ele atribuiu a toxicidade do efluente do moinho do azeite e
da fabrica de celulose a intera¢des com outros possiveis compostos toxicos associados a
matéria orgdnica. Smeti et al. (2019) também verificaram inibigao de crescimento da largura
da capsula cefalica de C. riparius a medida que aumentava a poluicao por efluente de
moinho de azeite. Nanoparticulas carbonicas, microplasticos, principios ativos de repelentes,
aumento de temperatura, entre outros, sao agentes téxicos com comprovada acao sobre o
comprimento larval de espécies da familia Chironomidae (WAISSI-LEINONEN et al., 2015;
CAMPOS et al., 2016; WAISSI et al., 2017; STANKOVIC et al., 2020; WONGLERSAK
et al., 2021), todas essas substancias podem ser encontradas em amostras de efluentes,

bem como tantas outras de efeito desconhecido nesses organismos (AKPOR et al., 2014;
MICHAEL-KORDATOU et al., 2015).

Embora os dados de sobrevivéncia da larva tenham mostrado maiores taxas de
sobrevivéncia nas maiores concentracoes de efluente, o crescimento da larva apresentou
comportamento contrario. Ou seja, apesar do organismo ter sobrevivido, seu crescimento
foi prejudicado, podendo ser ocasionado por competicdo por alimento ou por ingestao
de agentes toxicos juntamente com a matéria organica. Vale ressaltar que a investigacao
acertada do agente causador de toxicidade nas amostras s6 pode ser determinada através
dos testes de identificagdo da toxicidade (TIE).

5.4.3 Deformidades bucais

Apébs a medicao do comprimento larval, a capsula cefdlica de cada individuo foi
separada, montada em lamina e fotografada para a analise deformidade mandibular. Alguns
exemplares de cada tratamento do afluente e efluente do RALF podem ser observados na

Figura 29 e Figura 30.

Observados os niimeros de dentes, vaos e auséncias de dentes os nimeros identifica-

dos estao detalhados na Figura 31.

As deformidades identificadas no tratamento controle demonstram baixas alteragoes
em situagoes de normalidade (13,3%). As tunicas fragoes que apresentaram taxa de deformi-
dade superior a taxa do controle sao as diluicoes 12% do Afluente e 6% e 12% do Efluente,

conforme pode ser observado na ultima coluna da Figura 31. Esse comportamento vem de
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encontro aos dados obtidos nas analises passadas, quando o afluente favoreceu a toxicidade
em mais dilui¢oes que o efluente, indicando que algum subproduto do tratamento induz

danos morfologicos na estrutura dentaria das larvas de Chironomidae.

Figura 29 — Registro da morfologia bucal de exemplares de C. sancticaroli de cada
tratamento do afluente do RALF
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Fonte: Prépria do autor (2021)
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Figura 30 — Registro da morfologia bucal de exemplares de C. sancticaroli de cada
tratamento do efluente do RALF
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Algumas substancias ja detectadas em efluentes, como microplasticos, plastificantes,
metais pesados, colorantes entre outros, tem comprovada a¢ao na alteragao no mentos de
Chironomidae (PARK; KWAK, 2008; DELIBERALLI et al., 2018; SAVIC-ZDRAVKOVIC
et al., 2018; STANKOVIC et al., 2020), os processos de biodegradacao fornecidos pelo
RALF podem ter deixado alguma delas persistir na amostra, ou ter ativado de alguma
forma alguns compostos. Para as demais fragoes (0,1%, 1,5%, 3% de efluente e afluente e
6% do afluente), essas substancias ou nao estavam presentes, ou nao estavam presentes em

quantidades suficientes para causar dano a Chironomus sancticaroli.
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Figura 31 — Numero de deformidades bucais identificadas nas larvas de C. sancticaroli de
cada tratamento do efluente do RALF
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Fonte: Propria do autor (2021)

As imagens de algumas deformidades encontradas nesse teste sao ilustradas na
Figura 32. Embora nao seja possivel afirmar quais substancias especificas ocasionaram
dano a morfologia dentaria de Chironomus sancticaroli, os dados de comprimento larval e
deformidade no mentos nos permitem concluir que o Efluente do RALF s6 poderia ser
despejado em corpos receptores de Classe 1 e 2 se esse corpo receptor tivesse vazao 66

vezes maior que a vazao de lancamento da ETE.
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Figura 32 — Deformidades identificadas em larvas submetidas a afluente e efluente do
RALF. a) vao de Koéehn; b) dentes faltando; c¢) dentes sobrando e d) dente
desgastado

-

Fonte: Propria do autor (2021)

5.5 Toxicidade Aguda do Diclofenaco

Do mesmo modo que a andlise da toxicidade aguda realizada para as amostras
do RALF, a avaliacdo dos efeitos adversos do diclofenaco a biota aquatica foram ava-
liados separadamente por grupos, os dois Oligochaeta Allonais inaequalis e Pristina
longiseta, a Cladécera Ceriodaphnia silvestrii e o inseto aquéatico Chironomus sancticaroli.

O detalhamento dos parametros fisico-quimicos coletados estao expressos no Apéndice E

5.5.1 Toxicidade para o Allonais inaequalis e a Pristina longiseta

Os gradientes de concentracao obtidos nos ensaios preliminares para A. inaequalis e
P. longiseta foram semelhantes, em comparacao as outras espécies testadas nessa pesquisa,
demonstrando uma reagao similar desse grupo a presenca do DCF. Por esse motivo, eles

serao analisados no mesmo tépico, como representantes do grupo dos Oligocheta.

A sensibilidade de Pristina longiseta ao DCF se mostrou mais acentuada que em



98

relacdo a Allonais inaequalis, principalmente quando se leva em consideracao que essa
espécie foi exposta a um tempo de teste inferior (48h) enquanto A. inaequalis foi submetido
a 96h, com efeito sobre a sobrevivéncia significativamente diferente ao controle observada
nas concentragoes a partir de 70 mg/L. Para A. inaequalis essa mortalidade acentuada foi
observada a partir da concentragao 80 mg/L, conforme pode ser observado na expressao

grafica dos resultados na Figura 33.

Figura 33 — Resultado do teste toxicidade aguda do diclofenaco utilizando os organismo
a)P. longiseta e b)A. inaequalis
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(*) Estatisticamente diferente do controle

Fonte: Prépria do autor (2021)

Os dois Oligochaeta foram as espécies menos sensiveis ao DCF apresentando valores
de CLjo de 47,49 mg/L para P. longiseta e 68,41 mg/L para A. inaequalis. Pesquisas
relatando toxicidade para Oligochaeta aquatico sao geralmente escassas, sendo as espécies
terrestres o representante mais utilizado dessa subclasse em ensaios de toxicidade. Nesse
sentido, DCF apresentou toxicidade letal (CLs5o) de 90 mg/kg para Eisenia fetida (PINO
et al., 2015). Esse resultado coloca a sensibilidade dos Oligochaeta aquaticos ao DCF entre
a sensibilidade média dos macroinvertebrados de 5,49 mg/L a 166 mg/L identificado por
Lonappan et al. (2016) e atualizado na Tabela 4.

Com relacao a menor sensibilidade dessas espécies com relacao as demais estudadas
nessa pesquisa, Karlsson (2013) verificou que a adsor¢ao de DCF da dgua para o sedimento
foi a menor quando comparada a outros 8 farmacos e a exposicao dessa substancia com os

organismos se da pela dgua presente nos poros do sedimento, por isso é esperado que a
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sensibilidade seja menos observada em organismos em contato com o sedimento, como foi

o caso dos dois Oligochaeta nessa pesquisa.

A diferenca de toxicidade do DCF para organismos do mesmo grupo e submetidos
a condigoes de teste semelhantes ja foram avaliadas em pesquisa cientifica. Duas diferentes
espécies de Oligochaeta terrestres foram analisadas (Lumbricus terrestris e Eisenia fetida)
por Carter, Ryan e Boxall (2016) e diferentes concentragoes de efeito do DCF foram
encontradas para cada uma, apesar de expostas as mesmas condi¢oes de teste. Esse
resultado se assemelha ao encontrado para A. inaequalis e P. longiseta nos ensaios de
toxicidade aguda do diclofenaco, apesar de submetidos as mesmas condigoes, com excecao
do tempo de exposicao e pequena diferenca nas concentragoes, as repostas entre dois
organismos foram diferentes, talvez em um tempo maior de exposicao para P. longiseta,

essa diferenca tivesse sido ainda maior.

Os parametros coletados no inicio do teste sdao apresentados na Tabela 23, com
expressoes do range de maximos e minimos, das maiores as menores cocnetracoes no
tratamento.

Tabela 23 — Faixa de valores dos parametros medidos para os

bioensaios utilizando os organismos A. inaequalis e
P. longiseta em exposicao ao DCF

Parametros Tratamentos Controle
P. longiseta C.E (nS/cm) 51,3 - 69,0 51,4 - 59,5
pH 7,83 — 6,22 8,32 — 8,02
0.D. (mg/L) 41- 38 3,9-3,6
A. inaequalis C.E (nS/cm) 35,7 — 80,1 49,1 — 64,3
pH 7,24 — 6,82 7,81 — 8,06
O.D. (mg/L) 4,5-3.8 3,8-39

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica e O.D.= Oxigénio dissolvido

Fonte: Propria do autor (2021)

O Diclofenaco nao demonstrou possuir propriedades que afetem o oxigénio dissolvido
na amostra logo nos primeiros momentos da mistura, no entanto, a medida que as
concentragoes aumentavam, foi observado uma diminui¢do no pH da amostra assim como
um aumento, ainda que discreto se comparada a diferenga com o esgoto doméstico, na

condutividade elétrica.

A relacao entre pH e bicacumula¢ao do diclofenaco por Oligochaeta aquatico
Lumbriculus variegatus foi analisada por Karlsson (2013), que constatou que a diminui¢ao
do pH favorece o fator de bioconcentracao no tecido dos organismos. Como a agua controle
de A. inaequalis e de P. longiseta possui pH um pouco mais alto que a neutralidade, sugere-

se que por esse motivo os efeitos letais da presenca do diclofenaco ndo tenha sido observado
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em concentragoes mais baixas, e por esse motivo esses Oligochaeta sao os mais tolerantes,
dentro do grupo de animais estudado. O mesmo estudo (KARLSSON;, 2013) constatou
que Lumbriculus variegatus nao metaboliza o diclofenaco, sendo esse composto detectado
no tecido do organismo na mesma estrutura quimica que é encontrado na agua. No caso
de A. inaequalis e de P. longiseta, se repetido o mesmo comportamento do Lumbriculus
variegatus, sua tolerancia pode representar uma maior biodisponibilidade desse farmaco

para animais de niveis troficos superiores por meio de mecanismos de biomagnificacao.

5.5.2 Toxicidade para Ceriodaphnia silvestrii

Diferentemente do observado com os resultados de toxicidade do RALF, a Cladocera
Ceriodaphnia silvestrii apresentou maior sensibilidade que os Oligochaeta, com efeito
sobre a sobrevivéncia desses organismos estatisticamente significante sendo observado em

concentragoes a partir de 36mg/L (Figura 34) em um tempo de exposicao de 48h.

Figura 34 — Resultado do teste toxicidade aguda do diclofenaco utilizando C. silvestrii
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Os resultados obtidos através dos dados de sobrevivéncia culminaram no valor de
26,43 mg/L para Concentracao de Efeito de imobilidade para 50% da populagao de C.
silvestrii submetida a teste. O valores de CEgy para a imobildade de claddceras expostos ao
DCF é bem avaliado na literatura, os testes realizados com Ceriodaphnia silvestrii foram
realizados principalmente a titulo de comparagao com os demais resultados publicados.
Nesse sentido, Oliveira et al. (2018) e Caldas et al. (2021), observaram valores préximos

para a mesma espécie de CE5 de 37,9 mg/L e 14,59 mg/L, respectivamente, o que coloca
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os dados obtidos utilizando C. silvestrii dessa pesquisa em conformidade com esses estudos

publicados.

O valor de CEs5y encontrado nessa pesquisa, no entanto, se aproximaram mais
dos valores encontrados para outras espécies de cladéceras. Para Ceriodaphnia dubia,
Ferrari et al. (2003) relatou CEjy de 22,7 mg/L. Para a espécie Daphnia magna os
valores de toxicidade aguda do DCF para 50% da populacao submetida foi observada
nas concentragoes 18,1 mg/L (DU et al., 2016) e 39,9 mg/L (HAAP; TRIEBSKORN;
KOHLER, 2008), préximas das concentragoes encontradas para C. silvestrii, também.
Outros resultados utilizando D. Magna foram realizados, alcan¢ando CE5y de 68 mg/L
(CLEUVERS, 2004), 80,28 mg/L (MINGUEZ et al., 2016) e 96,6 mg/L (GOMEZ-OLIVAN
et al., 2014). A exposigdo de DCF para a espécie Daphnia similis também foi avaliada
e apresentou CEsy de 46 mg/L (CASTRO et al., 2014). Dessa forma, sensibilidade dos
microcrustiaceos ao DCF, com relac¢ao a imobilizacdo, se encontra entre 14,59 mg/Le 96
mg/L.

Os parametros coletados no inicio dos testes estao descritos na Tabela 24, apresentando-

se a faixa coletada para os gradientes de concentracao testados (tratamentos) e controle.

Tabela 24 — Faixa de valores dos parametros medidos para os
bioensaios utilizando a C. silvestrii em exposi¢ao ao

DCF
Pardmetros Tratamentos Controle
C. stlvestrii C.E (uS/cm) 150,9 — 157,4 164,3 — 164,3
pH 7,11 — 7,34 7,61 — 7,57
0.D. (mg/L) 3,9-43 3,9-4,1

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica e O.D.= Oxigénio dissolvido

Fonte: Prépria do autor (2021)

Como abordado no topico anterior sobre os parametros do teste, pode-se observar
uma pequena elevacdo no pH da amostra, ainda que menos expressiva que para os
Oligochaeta, o que é razoavel se considerado que para esse teste uma menor concentracao
de DCF foi usada. Esse fator pode favorecer a concentracao de DCF nos tecidos de
C. silvestrii, uma vez que o fator de bioacumulagao dessa substancia aumenta com a
diminuicao do pH e o DCF tem maior propriedade de se associar a dgua que ao sedimento
(KARLSSON;, 2013). O comportamento motor de C. silvestrii, com maior movimentagao
que os Oligochaeta, sugere maior contato desse organismo com a contaminagao por DCF
na amostra, somado a sua caracteristica de filtradora, esse farmaco pode encontrar varias

rotas de agao em cladoceras.



102

5.5.3 Toxicidade para Chironomus sancticaroli

Os resultados obtidos para C. sancticaroli estao expressos na Figura 35 para uma

exposicao de 96h de teste.

Figura 35 — Resultado do teste toxicidade aguda do diclofenaco utilizando o inseto C.
sancticaroli
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Fonte: Propria do autor (2021)

A partir dos resultados obtidos, é possivel observar que C. sancticaroli demonstrara
uma alta sensibilidade a baixas concentracoes de Diclofenaco, com efeito sob a sobrevivéncia

significativa sendo observadas em concentragoes a partir de 2 mg/L (Figura 35).

A espécie mais afetada pelo DCF nesta pesquisa foi C. sancticaroli apresentando
valores de CLsg de 1,35 mg/L, em 96h de exposi¢ao. Evidéncias da literatura mostraram
que entre a familia Chironomidae a CLsg atinge 156 mg/L para Chironomus riparius (48h)
(XIE et al., 2020), 105,2 mg/L para larvas de 1° instar de Chironomus aprilinus (48h)
(MATEJCZYK et al., 2020), 23 mg/L para larvas de 1° instar de Chironomus tepperi (7
dias) (GONZAGO; KUMAR, 2013). As diferengas acentuadas na toxicidade das pesquisas
citadas podem ser explicadas devido as diferencas no periodo de exposicao e na idade das
larvas. No entanto, a toxicidade do DCF ao C. sancticaroli nos estagios finais das larvas é
maior do que nos primeiros instares com um periodo de exposi¢do mais extenso. Além
disso, o levantamento bibliografico apontou C. sancticaroli como a espécie mais sensivel,
mesmo quando comparada a bactérias, macréfitas e embrides de peixes (CLEUVERS,
2003; CLEUVERS, 2004; PRASKOVA et al., 2011).

Os parametros coletados no inicio do teste utilizando C. sancticaroli estdo repre-

sentados na Tabela 25.
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Tabela 25 — Faixa de valores dos parametros do teste utilizando o
inseto C. sancticaroli em exposicao ao DCF

Pardmetros Tratamentos Controle
C. sancticaroli C.E (nS/cm) 46,6 — 47,5 53,3 — 48,8

pH 7,06 — 7,30 7,17 - 7,53

0.D. (mg/L) 3,845 40—-4,2

Sendo: C.E.= Condutividade elétrica e O.D.= Oxigénio dissolvido

Fonte: Prépria do autor (2021)

Conforme observado na Tabela 25, a presenca de concentragoes baixas de DCF no
meio teste nao trouxe quase nenhuma alteracao nas caracteristicas da agua de cultivo. A
toxicidade da amostra aparenta ter relagdo com alguma reagao especifica do Chironomus
sancticaroli ao DCF, uma vez que os parametros fisico-quimicos nao apresentaram diferen-
cas bruscas. Os organismos sobreviventes, observados na retirada do teste, foram aqueles
que assim como no resultado com o esgoto doméstico, cavaram tubos e construiram casulos

no sedimento, impedindo um certo contato com o DCF.

Penha et al. (2021) encontraram valores de LCso de 5,49 mg/L para adultos do
vertebrado Danio rerio, enquanto Praskova et al. (2011) encontraram valores de LCjyq de
166 mg/L para a mesma espécie de mesma idade. No caso do primeiro autor, testes de
ecotoxicidade subletal foram desenvolvidos, e constatado a presenca de biomarcadores
genotoxicos e bioquimicos nos individuos submetidos a concentragoes ambientais. Da
mesma forma, as disparidades entre a tolerancia de espécies de Chironomidae s6 podem

ser melhor elucidadas quando entendidas as reagoes internas desses organismos a presenca
do DCF.

5.5.4 Comparacao entre espécies

Os efeitos adversos que causam a mortalidade dos organismos aquaticos quando
expostos a DCF vem sendo bem discretizados na literatura para espécies de varios niveis
troficos. Ferrari et al. (2003) avaliaram o efeito do diclofenaco em diferentes niveis tréficos
com a bactéria Vibrio Fischeri, a alga Raphidocelis subcapitata, e o peixe Danio rerio,
e obtiveram valores de CEjy de 11,454 mg/L para Vibrio fischeri, e ainda CEO de 20
mg/L e 8 mg/L para P. subcapitata e D. rerio, respectivamente. Como base nos resultados
o autor concluiu que o diclofenaco tem baixo impacto agudo em organismos aquaticos
nas concentragoes atualmente encontradas, mas que testes de maiores duragoes podem
demonstrar melhor os efeitos desse farmaco na qualidade de vida dos individuos, além de

somente a mortalidade.

Cleuvers (2003) observou os efeitos de concentragoes de miligramas por litro para
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o Cladocera Daphnia magna, a alga Desmodesmus subspicatus e macrofita Lemna minor,
avaliando respostas de imobilizagdo para o consumidor primario e inibi¢do de crescimento
para os produtores. Os resultados mostraram que a espécie mais sensivel ao diclofenaco
foi L. minor (CEsy= 7,5 mg/L), seguida por D. magna (CE5y= 68 mg/L) e depois por D.
subspicatus (CEso= 72 mg/L), levando o autor a enquadrar o diclofenaco como substancia

toxica e prejudicial aos organismos aquaticos.

Diniz et al. (2015) avaliou a toxicidade do subproduto do diclofenaco exposto a
radiagdo UV no vertebrado D. rerio através da enzima de estresse oxidativo (glutathione-
S-transferase, catalase, superéxido dismutase). Mesmo depois de um periodo de cinco
minutos de exposicao ultravioleta o diclofenaco permaneceu induzindo ao estresse oxidativo

e os subprodutos da fotélise mostraram maior toxicidade que a substancia original.

O diclofenaco também foi testado em misturas, por Cleuvers (2004), Stancova et
al. (2014) e Dokmeci, Dékmeci e Ibar (2014) e afim de avaliar possivel potencial agudo
mesmo em concentragoes subletais. Notou-se que a mistura de diclofenaco, carbamazepina
e ibuprofeno em concentragoes ambientais nao altera significativamente a letalidade dos
compostos (STANCOVA et al., 2014). A combinacao de ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno
e acido acetil salicilico é mais toxica do que a acao isolada dos farmacos em termos de
CEsp para algas (CLEUVERS, 2004) e bactérias (DOKMECI; DOKMECI; IBAR, 2014).

Em casos de amostra de esgotos domésticos esses efeitos de misturas sao esperados.

A curva de distribuicao de sensibilidade das espécies dos estudos citados, sobre a
letalidade do DCF, esta expressa na Figura 36, comparados em termos de CL5y e CEsg

utilizando os dados obtidos por outros autores ja apresentados na Tabela 4.

Por meio do gréfico apresentado na Figura 36 pode-se observar que dentre os
organismos citados D. magna, com o CEsq de 39,9 mg/L, é o organismo que representa
o efeito letal a 50% da comunidade aqudtica, se um ecossistema fosse composto por
somente esses organismos. Em outras palavras, a concentracdo de DCF que eliminaria
metade da biota aquatica presente nesse sistema seria de 39,9 mg/L. A visualizacdo
grafica dos resultados ajuda a estimar de maneira mais aproximada os limites toleraveis de
concentracao de substancias no meio ambiente, embora esses limites devam ser estabelecidos
em cima de dados de toxicidade cronica, essa curva ja ajuda a observar quais organismos
sao mais representativos para uma posterior avaliagao subletal que subsidie essa tomada

de decisao.
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Figura 36 — Curva de discribuicao da sensibilidade das espécies aquaticas a exposicao de
diclofenaco (CEjp ou CLsg)
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Fonte: Prépria do autor (2021)

A observagao dos efeitos adversos causados a organismos de varias espécies ajuda
a compreender em partes a dimensao do impacto causado pela exposicao do DCF no
ambiente aquatico. As interagoes e relagoes entre os organismos de um mesmo ecossistema
sdo muito mais complexas e cheias de variaveis. Os efeitos do DCF em escala mais préoxima
da realidade (mesocosmo) foi estudada por Joachim et al. (2021) num periodo de seis
meses expondo populagoes de peixes, macrofitas, mexilhoes entre outros a concentragoes
ambientais de DCF. Observou-se uma diminui¢ao no oxigénio dissolvido nos tratamentos
com concentracao mais elevada, bem como diminui¢do no volume de macrofitas aquaticas.
As alteragoes letais e subletais causadas pela exposicao ao DCF a esses organismos
alteraram a estrutura de toda a comunidade, seja por efeitos causados pelo DCF ou por
competicoes e predagoes desbalanceadas. Esses resultados apontam para a necessidade de
continuo monitoramento da presencga de contaminantes nos corpos hidricos, bem como o

monitoramento dos riscos associados a exposi¢ao deles para a biota aquatica.
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5.6 Toxicidade cronica do Diclofenaco (Chironomus sancticaroli)

Os dados obtidos para toxicidade aguda do DCF nos topicos anteriores dizem res-
peito a concentragoes nao verificadas ambientalmente. Dado a sensibilidade de Chironomus
sancticaroli a baixas concentragoes de DCF| ele foi selecionado como alvo de avaliacao
de efeitos subletais em concentragoes menores, e enquadradas entre a concentragao ja

identificadas em efluentes de unidades farmacéuticas e dguas superficiais (ASHFAQ et al.,
2017; HANIF et al., 2020).
5.6.1 Sobrevivéncia

As larvas de Chironomus sancticaroli, em exposigdes de 10 dias a concentragoes de

diclofenaco entre 1 e 0,1 mg/L foi expressa na Figura 37 em termos de taxa de sobrevivéncia.

Figura 37 — Porcentagem de sobrevivéncia de larvas do inseto C. sancticroli submetidos
ao diclofenaco apds 10 dias de exposicao)
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Fonte: Propria do autor (2021)

A tnica concentragao que apresentou taxa de sobrevivéncia diferente da taxa do
controle foi a concentracao de 0,5 mg/L, com taxa de 70%. A concentragdo subsequente,
apesar de maior e mais proxima da CLsy para C. sancticaroli, apresentou taxa de sobre-
vivéncia maior e mais parecida com a do controle. As vias de agdo do farmaco devem
ser mais incisivas em organismos maiores, talvez pela propor¢ao maior de alimentacao,
observa-se, no entanto, a mesma retomada da sobrevivéncia na concentracao 0,5 mg/L
para 1 mg/L, para as larvas de 4° instar, essa retomada foi de 56% para 61% nessas
mesmas concentragoes. Stepanova et al. (2013) também observaram mortalidade de 4,8%
no décimo dia para o peixe Cyprinus carpio em exposi¢des de 1 mg/L enquanto para

a menor exposi¢ao, de 0,015 mg/L, essa mortalidade foi de aproximadamente 5,2%. O
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diclofenaco aparenta ser mais letal em uma concentragao menor, mas em concentragoes
um pouco maiores as espécies apresentam uma maior adaptagao ao meio contaminado

antes de voltar a demonstrar efeito letal.

Da mesma forma como os resultados entre as larvas de primeiro instar e quarto
foram semelhantes, Penha et al. (2021) também encontraram valores parecidos de CLsg
para organismo adulto e larvas de Danio rerio submetidas ao DCF, 5,49 mg/L e 5,22
mg/L, respectivamente. Nieto et al. (2017) estudaram a toxicidade cronica de sedimento
contaminado com diclofenaco (skiped-sedment) no inseto Chironomus riparius, e nao
encontraram diferenga estatisticamente significante na sobrevivéncia nem crescimento
dos organismos, em concentragoes efetivamente fixadas no sedimento de 2,4 ug/g. Essas
concentragoes foram menores que as testadas nessa pesquisa, o que pode explicar a auséncia

de efeitos identificados.

5.6.2 Comprimento larval

Apés os 10 dias de exposicao as larvas foram coletadas e o comprimento dos
individuos sobreviventes foi obtido e calculado. Os resultados estao expressos na Figura 38.
O tamanho larval identificado nessa pesquisa entra em conformidade com os valores limites
descritos por Trivinho-Strixino (1980) de 9,91 a 13,64mm.

Figura 38 — Comprimento corporal das larvas do inseto C. sancticroli submetidos ao
diclofenaco apds 11 dias de exposicao
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Fonte: Prépria do autor (2021)

Conforme observado na Figura 38, a presenca de concentracoes de DCF a partir
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de 0,25 mg/L causam efeitos estatisticamente significativos para o comprimento larval do
inseto C. sancticaroli. Esse efeito foi o do aumento no comprimento larval dos individuos,
com maior desenvolvimento observado na concentragao 0,5 mg/L. Essa diferenga nessa
concentragao pode ser explicada pela menor competicao por alimento, devido ao menor
numero de sobreviventes remanescentes. Yokota et al. (2018) nao observaram mudangas no
crescimento do peixe Oryzias latipes em concentragdes entre 0,608 e 94,8 ug/L, assim como
nesse experimento, na concentragao de 100 ug/L (0,1 mg/L) nenhum efeito no crescimento

foi observado.

Diferentemente dos resultados obtidos nessa pesquisa, o DCF dificultou o processo
de crescimento de outras espécies. Stepanova et al. (2013) constataram um atraso no
desenvolvimento de Cyprinus carpio nos primeiros dias de teste em concentragoes de
até 3 mg/L, mas ao final de 30 dias nenhuma diferenga foi observada. Talvez um maior
tempo de contato de C. sancticaroli pudesse favorecer a adaptagao da espécie ao meio
contaminado. Praskova et al. (2014) constaram diminui¢ao do crescimento do vertebrado
Danio rerio quando submetido a concentragoes a partir de 30 mg/L. Na exposicao de 1
mg/L, a presenca de DCF prejudicou o comportamento alimentar do peixe Oryzias latipes,
induzindo esse organismo a levar mais tempo para se alimentar (NASSEF et al., 2010),

para C. sancticaroli a presenca do DCF parece ter favorecido a alimentacao.

O aumento no comprimento das larvas de C. sancticaroli pode estar relacionado a
alguma via de acao especifica do Diclofenaco. O diclofenaco foi desenvolvido para inibir a
enzima cicloxigenase (COX), que é responsavel pelo processo de sintese de prostaglandina
(GAN, 2010), e esse mesmo modo de agao ja foi identificado em organismos aquaticos
(COURANT et al., 2018; LOPEZ-DOVAL et al., 2020). A prostaglandina além de ser
uma mediadora de processos inflamatérios, atua nas funcoes reprodutivas dos animais
(LOPEZ-DOVAL et al., 2020) e também esté presente em insetos (STANLEY, 2006). A
supressao dessa enzima, pode ter desviado as a¢oes metabolicas de Chironomus sancticaroli,
como por exemplo as agoes reprodutivas, para a fun¢ao de alimentagao. Liu et al. (2017Db)
constataram que resultados de reproducao e postura de neonatos da Cladocera D. magna
sao melhores indicadores de efeitos adversos causados pelo DCF que os resultados de
sobrevivéncia e crescimento. No entanto, somente investigagoes mais aprofundadas com
o inseto Chironomus sancticaroli, analisando-se a expressao génica, enzimatica, efeitos

multigeracionais, entre outros, podem esclarecer o resultado obtido.

5.6.3 Deformidades bucais

As imagens obtidas por meio da avaliagdo do mento de Chironomus sancticaroli
estao apresentadas na Figura 39, para cada concentracao e controle para os exemplares onde
nenhuma deformidade foi verificada. Observados os niimeros de dentes, vaos e auséncias

de dentes os nimeros identificados estao detalhados na Figura 40.
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Figura 39 — Registro da morfologia bucal de exemplares de C. sancticaroli de cada
tratamento da exposi¢ao ao diclofenaco
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Fonte: Propria do autor (2021)

Conforme observado na Figura 40 as deformidades no mento da espécie Chironomus
sancticaroli sdo encontradas em 31,5% dos individuos do tratamento controle, valor superior
ao encontrado no teste com o RALF, a presenca de concentragoes maiores de DCF acentuou
ainda mais o efeitos aos danos na estrutura dentaria de C. sancticaroli. As duas tinicas
concentragoes que apresentaram valores muito superiores a margem do controle foi a

concentragao 0,1 e 1 mg/L.

Yokota et al. (2018) observaram defeito nas mandibulas do peixe Oryzias latipes a
partir de concentracoes de 7,29ug/L de diclofenaco em exposigoes de 90 dias, concentragao
muito menor que as usadas nesse trabalho, o tempo de exposi¢ao, no entanto, pode ter

sido decisivo no surgimento dessas deformidades. Parrott e Bennie (2009) encontraram
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deformidades nas larvas do peixe “Fathead minnows”, em misturas de varios farmacos, todos
em concentracoes de nano gramas por litro. O fato de o diclofenaco induzir deformidades
morfolégica em vertebrados, em concentracoes baixas ja enfatiza a necessidade de atencao
sobre a presenca desse farmaco em corpos receptores. Os resultados obtidos através da
verificagdo de deformidades no mentos de C. sancticaroli ratifica essa necessidade, uma vez
que a concentragao que é encontrada em afluentes de estagoes de tratamento (0,1 mg/L),
e que foi injetado no RALF, oferece risco ao desenvolvimento dessa espécie, e segundo os

dados dessa revisao a muitas outras.

Figura 40 — Numero de deformidades bucais identificadas nas larvas de C. sancticaroli
em cada tratamento utilizando o diclofenaco

Deformidades especificas Total de
Concentracao Kéehn Dentes Dentes Sem Dente larvas
n
(mg/L) vdo faltando sobrando dentes desgastado|deformadas
n % n % n % n % n % n %

Controle 16 (2 125 3 1256 1 625 0 0 1 625 |5 3125

0,1 16 |1 625 6 376 1 625 0 0 1 625 |7 4375
0,125 (0 0 4 25 0 0O O O 1 625| 4 25
0,25 16 [ 1625 3 187 0 0 0 0O 2 125 |5 3125

0,5 14 (2 125 3 187 0 0 0 0 2 125 |6 375

1 16 [ 3 187 4 25 1 625 0 0 1 625 |8 50%

Fonte: Prépria do autor (2021)

As imagens de algumas deformidades encontradas nesse teste sao ilustradas na

Figura 41.
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Figura 41 — Deformidades identificadas em larvas submetidas ao diclofenaco.a) vao de
Ko6ehn; b) dentes faltando; ¢) dentes sobrando e d) dente desgastado

Fonte: Propria do autor (2021)

5.7 Consideracoes finais

Ao término dos testes algumas experiéncias foram colhidas. Por meio das anélises
ecotoxicologicas, foi possivel verificar a eficiéncia do reator na remog¢ao de componentes
toxicos a biota aquatica, e observou-se que a aplicagao de testes de toxicidade é uma
ferramenta proveitosa como parametro paralelo na avaliagdo de efluentes. Para que essa
ferramenta fomente resultados precisos, sugere-se a realizacao dos testes com amostras
recém coletadas do reator, a experiéncia com o congelamento da amostra pode ter trazido
resultados subestimados da toxicidade da amostra. Da mesma forma, foi imprescindivel a
avaliagdo da toxicidade do afluente em paralelo a avaliagdo do efluente, com o mesmo lote
de animais e sob as exatas mesmas condigoes de teste, somente a avaliagao da amostra
final do efluente nao demonstraria o potencial de remocao de agentes toxicos em cada
fase do reator, podendo ser uma mais toxica em relacao a outra nao por deficiéncia na

operacao do reator mas por maior toxicidade inicial da amostra.

A avaliacao utilizando varias espécies de invertebrados, uma inclusa no rol de
organismos sugeridos pela CETESB e as demais de acordo com a seu habitat ecolégico,
demonstrou resultados positivos. Tanto para o teste com amostras do RALF quanto para

o teste com o diclofenaco a comparagao entre espécies foi diferente, o que ja era esperado
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uma vez que cada organismo possui mecanismos de defesa e alimentacao diferente, com
esse resultado a discussao foi mais abrangente, com melhor inferéncia do perigo a biota
aquatica com menores chances de subestimacao ou superestimagao das respostas. As
analises de toxicidade cronica foram fundamentais na confirmacao e aprofundamento dos

resultados obtidos.
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6 CONCLUSAO

De aconrdo com os objetivos propostos observou-se a maior redugao de toxicidade
para A. inaequalis e P. longiseta foi observada na Fase I (13,00 e 8,33%, respectivamente).
Ja para C. sancticaroli e C. silvestrii a maior reducao da toxicidade ocorreu na Fase II e
Fase I1IT (19,46 e 22,91%, respectivamente). Em exposigoes cronicas, o aumento proporcional
de afluente e efluente induziu maiores danos ao desenvolvimento larval e deformidades
no mentos do C. sancticaroli. O DCF apresentou toxicidade (CE50 e CL50) para o C.
sancticaroli, A. inaequalis, P. longiseta e a C. silvestrii em escala de mg/L (1,35; 68,41;
47,49; 26,43, respectivamente). Em exposigao subletal ao DCF, o C. sancticaroli sofreu
alteragdes no comprimento larval e na formacao dentéaria, com o aumento da concentragao.

Dessa forma a hipotése 1 e 2 desse trabalho foram confirmadas.

Outras observacoes permitiram concluir que os organismos de habitat bentonico
possuem maior sensibilidade a amostras de afluente e efluente do RALF, indicando a
possivel presenca de agentes téxicos predominantemente no sedimento das amostras, o
que sugere melhorias em fases posteriores para a decantacao de sélidos sedimentaveis em
outra etapa de tratamento. Alguma caracteristica inerente aos processos de tratamento do
esgoto da cidade de Sao Carlos precisa ser mais cuidadosamente avaliada para mitigar os

seus efeitos téxicos principalmente para macroinvertebrados bentonicos.

De maneira geral as diferentes configuragoes do RALF ndo implicaram em variagoes
bruscas na minimizacao da toxicidade, ainda assim, para a maioria dos organismos o TDH
de 18h foi o mais favoravel as suas sobrevivéncias. Embora a reducao da toxicidade em
todas as fases ja sinaliza a eficiéncia no tratamento de esgoto sanitario para esse reator,
mais estudos precisam ser desenvolvidos para que essa tecnologia seja tao bem sucedida a
ponto de possibilitar um tratamento que nao traga prejuizo algum a biota aquatica em
corpos receptores de qualquer classe e que cumpra com os demais parametros exigidos por

lei.

Embora as concentracoes de DCF que causaram mortalidade aos organismos es-
tivessem relativamente longe das concentracoes identificadas em corpos d’agua, esses
resultados ja indicam as concentracoes-limite que podem causar sérios riscos aos ambi-
entes aquaticos. As respostas obtidas utilizando o inseto Chironomus sancticaroli nas
avaliacoes de letalidade destaca a importancia de aprofundar a investigacao do impacto de
farmacos em corpos d’agua locais, de maneira especial as drogas antiinflamatérias nao
esteroidais de inibicdo da enzima cicloxigenase. Apesar dos dados de toxiciade cronica
apresentarem mais detalhes da influéncia do diclofenaco no desenvolvimento do inseto
aquatico, os fundamentos dessa influéncia s6 poderao ser melhor esclarecidos utilizando

estudos das transformagoes génicas, metabolomica entre outras. Ademais, conclue-se que
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a regulamentacao mundial sobre os limites permitidos de substancias em corpos d’agua

deve considerar as especificidades das espécies locais de diferentes funcoes ecoldgicas.

Alguma associagdo entre a toxicidade encontrada nas amostras de efluente do
reator e a toxicidade do DCF talvez s6 fosse possivel através de testes de identificagao
da toxicidade (TIE), no entando as repostas obtidas em concentragoes ambientais, e
também concentrades injetadas no afluente do RALF, enfatizam a necessidade de continuo
monitoramento das quantidades desse farmaco no meio ambiente, e destacam a importancia
do desenvolvimento de tecnologias que investigam a retirada desse farmaco nas amostras

de esgoto doméstico.
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APENDICE A - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS FASE 1 - TESTE AGUDO

Figura 42 — Parametros fisico-quimicos F'1
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APENDICE B - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS FASE 2 - TESTE AGUDO

Figura 43 — Parametros fisico-quimicos F2
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6O0%| 690 ) 693 | 694 | 71 | ato | alto | alto | alio | 45 | 45 | - -
12,00%) 709 698 [ 759|761 239 | 241 230 | 234 | 43 44 (42| 4
Afluente 200%| 687 | 688 | 7A7 | 767 332 333 | 322 ) 320 | 41 42 (349 33
5000%| 680 69 [792(720] 513 [ 500 | 462 | 453 4 42 (28| 27
10000%| 716 | 712 | 792 ¥ 83| 785 ) 72 | 768 | 14 12 [16] 14
GOo0%| 706 | 702 | 745|724 alto | alto | alto | alto | 3.8 4 - -
1200%| 667 | 673 [ 758 | 743 242 [ 243 | 231 | 226 | 44 | 42 | 39| 43
Efluente 2500%) 677 693 [773 | 78 | 333|336 18 | 325 | 308 | 38 |37 39
5000%| 683 | FO08 [ 767|700 495 [ 400 | 452 | 466 3 29 (38| 29
10000%) 698 | 701 | 784 [ 81G) 805 | 807 | 779 | 788 | 14 1 [12] 16
. Pardmetros FH Condutividade
heﬁ%ﬁ?ms Tempo Inicial Final 42h Final 96h Inicial Final 48h | Final 96h
Controle| 702 [ 6797 [ 735|604 (743|737 | 464 | 444 | 657 &5 | 73| 72
B.00%| 7 678 [ 688|678 |725|732(101.3] 983 |103.3]103.6[121] 115
1200%) 662 [ 667 [ 661|660 | 734|741 [154 1] 154 |150.3] 1468 163] 163
Afluente 2500%) 624 | 677 | 676 (683 | THE[ 763 | 256 | 258 | 248 | 255 | 240) 227
5000%| 678 | 692 | 688 [ 738 | 787 [ 8,05 469 [ 467 | 453 | 452 |472] 470
10000%) 612 | 694 | 792|807 | 818|822 871 | &77 | 752 | 768 | 850| 846
B00%| 673 | 667 |645(649 | 787 78 (953 | 89 | 898 |106.8) 116 116
1200%) 682 [ 679 [ 657|669 | 772|769 ([1583] 157 | 1553|158 5| 157| 168
Efluente 2500%) 681 | 684 | 695 (714 | Th4[ 765 258 | 260 | 258 | 260 | 256) 264
5000%| 668 | 677 | 731 [ 743|765 7588 461 [ 461 | 461 | 461 | 450] 422
10000%) 674 701 | 751|737 | 786|709 876 | 873 | 812 | 794 | 766)| 767
: FParametros Oxigénio dissolvido
ml‘:{%ﬁﬁm Tempo| _ Inicial Final 48h | Final 96h
Controle| 56 58 28] 28 45 4
BO00%) 43 44] 23] 21 42] 36
12,00% 4 42 19] 52 4] 38
Afluente 2500%] 39 370 19 18 21 3
50,00% 3 29 15 16[ 28 3
10000%) 1.7 1.8]- - 16] 17
600%| 57 58] 23] 31 5 41
12,00%) 4.8 56] 18] 1% 35 34
Efluente 2500%] 47 45| 16] 14 33| 32
5000%| 44 45 17 18 27 28
10000%) 26 2512 112 (11113
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APENDICE C - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS FASE 3 - TESTE AGUDO

Figura 44 — Parametros fisico-quimicos F3

Agua C.
Silvestni

Pardmetros

PH

Condutividade

Oxigénio| dissolvido
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Inicial

Inicial
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Inicial
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25,00%

50,00%
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benttnicos

Parametros

PH

Condutividade

Tempo

Inicial

Final 43h

Final S&h

Inicial

Final 48h

Final 96h

Controle

.93

2

748 732

7.63

769 54

53

75 65

1 B5

Afluente

6.00%

.91

176

r3l 734

7.6

756 103

103

143 112

107 111

12,00%

774

7.58

732 732

74

743 136

136

152 145

167 159

25.00%

7.39

7.45

73| 7.36

7.34

740 241

241

233 241

249| 252

50,00%

743

745

r4| 743

7.6

763 436

440

384| 416

434| 449

100,00%

741

747

123 732

7.5

7.54) 806

420

058| 561

024| 828

Efluente

6.00%

178

174

132 7.29

167

763 93

96

109 105

o7] 105

12,00%

T.67

7.58

725 727

7.56

76| 135

129

143] 145

143] 145

25.00%

7.5

7.58

723 73

7.54

7538 220

233

236| 242

241| 249

50,00%

765

758

27 727

773

7.86) 402

405

394 41

422|437

100,00%

.58

754

f56| 758

7.69

765 756

763

24| 751

f82| 304

Agua

bentdnicos

Pardmetros

Oxigénio dissolv

ido

Tempo

Inicial

Final 43h

Final 96h

Controle

Afluents

6.00%

12,00%

25 00%

50,00%

100,00%

Efluents

6.00%

12,00%

25 00%

50,00%

100,00%

(-} = Indisponibilidade do aparelho
(alto) = NUmera acima do limite de medic3o do aparelho
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APENDICE D - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS FASE 1 - TESTE
CRONICO

Figura 45 — Parametros fisico-quimicos F1

Parametros PH Condutividade elétrica Oxigénio dissolvido
Tempo Inicial Final 96h Inicial Final 96h Inicial Final 96h
Controle| 715 | 865 [789| 749 | 555 |48,3| 585 |68,77| 4 |39| 34| 33

C.
sancticaroli

0,10%| 6,91 | 989 |659| 673 | 55,7 |564(|1453| 971 | 48 | 46| 25| 25
150%| 6,86 | 686 (685 688 | B9 |691[108,7) 935 | 45 |44 |24 | 27
Afluente 3,00%| 668 | 681|692 695 | 827 |843|1256(1374] 44 |43 ] 1 2
6,00%| 6,786 | 683 |6,82| 684 |1142| 115 [1726(1531] 4 | 41|07 | 06
12,00%| 6,82 | 6,98 1746| 178 33 39| - -

010%| 62 | 625|694 672 | 541|549 856|723 | 42 |48 |07 | 08
160%| 619 | 635 [658| 657 | 774|677 105|983 | 45 48|03 | 05

Efluente 3.00%| 6,53 | 654 |6,61] 667 | 81,2 81,9 111 [1063| 44 [45[22] 12
6.00%| 666 | 6,76 |6,76] 6,72 | 108 | 110 133,2]1274] 48 [44[ 07| 05
12.00%| 6,81 694 | - | - [1627]165] - _ |48 48| - | -

{(-) = Indisponibilidade de réplica
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APENDICE E - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS TESTES UTILIZANDO O
DICLOFENACO

Figura 46 — Parametros fisico-quimicos DCF

Pardmetros FH Condutividade Oxigénio dissolvido

Termpo Inicial Final Imicizl Final Inicial Final
Confrole) TE1) TET| 738 7.3 gito| altc) alto]| slo) 30 449] 37 34
12.00) 741) 7.11) 7.81] 7.68| 1525 153 164.4) 189 4] 38| 4] 36
24.00) 724 T2 71| 7.8 1208 152) 168.1] 185 4.2 4] 43 43
DCF (mliL) 3G.00) 734 73| 72| 723 194.7( 1558) 158.9] 155) 4.3 4] 41] 3.8
48.00) 704) 708) 748 7.23] 1583] 157 157.3] 168 42| 41) 3.8 37
g0.00) 74| T 7.24) T7.25| 1586 157 1603 162 43| 41] 38 4

Cenodaphnia
Silvastnil

. Pardmetros FH Condutividade Owigénio dissolvido
Allonais — - — - — -
. N Tempo Inicial Final Inicial Final Inicial Final
inaegualz
Controle| 7,17 753 77| TET7| 533482 83| 82| 42 4| 26 2
50,00 7.24] 7.88] 7.03] 6,258 1306 136] 1247 124] 4.4 2,8 3
7000 647 634) 722 T,13| &3 5[ 626| 81,1| TEE 4l 41| 2&E| 28
DCF (ml'L) 20,00 7EB5| T38| G685 G687 B0O1|G6F.7| 8552314 42| 44| 29| 22
29000 §24| 622 787 7.48 g3 69| B24|241| 38| 28| 28] 22
100,00 743 7.24| 727 747 V07| 203 108.4| 120 38| 3B 26| 23
. Pardmetros FH Condutividade Oxigénio dissolvido
Pristina T Inicial Final Inicial Final Inicial Final
e empo nicia ina niciz inal nicia ina

Controlz| 8232| 202 7.04| 682] 514|505 EO4| 91,7 38| 39| 26 2
10.00] 783| 744| 838 628] 51,3513 602 603 41| 39 2 22
20,00| 6568) 665| 608 602 581)57.2) 623 607 4 4| 23] 23

DCF (ml'L) 50,00| G699 682 745 728 556|603 V1B 60| 38 4| 24| 228

70.00) 647 834) 595| 603] G635 626) G684 724 4] 41| 22| 27

20.00| 624 622 508| 608 §3) 69) 733 7306[ 38 39 31] 28

Parametros FH Condutividads Owigénio dissolvido
Tempo Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Contrale| 7,17 7.53] 7.71| 77| 533|488 a3 B3| 4.2 4]- -
025 708 68 7.34| 738 476 488 ol a4 4.85] 4.1]- -

050 851 6,37 7.28| 7.32] 457 47 a7| 84| 4.3] 4.1]- -

DCF (mlL) 1.00| 607| 608 728 7.32| 486|483 a1| 85| 43| 41]- -
200| se8| 03| 7.27| T3 481 474 ol B3| 41| 4.1|- -
400 803 B07| 7.23| 73 482|475 az| a7| 3.8 4]- -

Chironomus
sanchicarol

b) Parametros teste DCF — Teste toxicidade cronica

FPardmetras FH Condutividade Oxigénio dissolvido
Tempo Inicial Final Imicizl Final Inicial Final
Controle| 7,55| 7.78| 764| 7.01] 50.9] 454 G4 687 47| 45 43 42

1.00) 638] 837 681 683 483|485 53.4| 6O 43 44 41] 43
0.50| G489 647| 685| &89 485|447 579|578 48| 44 4| 3B

DCF (ml'L) 0,25 G659 655 678 G683 482|483 G5 56.2] 48| 42| 41| 37

0.13| B57| 674| 685 G687 481|455) 5055085 47| 45[ 43 44

0.10| 7.48) 711| 688| 685 456 46| 603|605 42| 45 45 456

[-} = Indisponibifdade do aparslha

{alto} = Mimero acima do limite de medicdo do aparelho

Chironomus
sancticarol
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